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Abréviations  
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-/- Homozygote (2 allèles mutants) 
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Brca1 Breast Cancer 1 
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ChAP Chromatin affinity purification 
ChIPseq Chromatin immunoprecipitation sequencing 
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Fe2+ Fer 
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Chapitre 1 : La Protéolyse Ubiquitine-Dépendante 

 

En 1975, Gideon Goldstein découvre une nouvelle molécule présente de façon universelle 

chez tous les Eucaryotes, l’ubiquitine (Goldstein et al., 1975). La caractérisation de cette 

dernière permettra l’une des plus importantes découvertes scientifiques de la fin du 20ème 

siècle, celle du Système de la Protéolyse Ubiquitine-dépendante (Ubiquitin dependent 

Proteolysis System ou UPS), qui valut à Aaron Ciechanover, Avram Hershko et Irwin Rose, le 

prix Nobel de chimie en 2004 (pour revue, Hershko, 2005; Varshavsky, 2006; Kresge et al., 

2006). 

 
La protéolyse ubiquitine-dépendante est la combinaison d’une modification post-

traductionnelle (l’attachement de l’ubiquitine sur une protéine cible), et de la dégradation 

sélective de cette protéine par le protéasome 26S, permettant une régulation fine des pools 

protéiques au sein des organismes. La caractérisation de l’UPS ces 30 dernières années a 

permis de mettre en évidence son implication dans tous les aspects de la vie des organismes, 

tels que le développement, la croissance, la régulation du cycle cellulaire, l’expression des 

gènes ou la réponse aux stress (Hershko et Ciechanover, 1998; Hershko, 2005). Cependant, 

l’UPS semble avoir une importance particulière au sein des plantes puisque près de 5% du 

génome lui est dédié, chez Arabidopsis thaliana, contre seulement 1% pour le protiste 

Naegleria gruberi et 4% chez les mammifères (Homo sapiens ; Du et al., 2009; Vierstra, 2009; 

Zuin et al., 2014).  

 

I L’ubiquitine  

 
Du nom latin ubique signifiant « partout » et « sans exception », l’ubiquitine (Ub) est 

présente à tous les niveaux tissulaires et subcellulaires (noyau, cytoplasme et structures 

membranaires) d’un organisme. Ce polypeptide est composé de 76 acides aminés (8,5 kDa ; 

Goldstein et al., 1975) et présente une structure globulaire compacte composée de 5 feuillets 

β antiparallèles et d’une hélice α (Vijay-Kumar et al., 1985, 1987). L’Ub possède une glycine à 

son extrémité C-terminale qui lui permet d’établir des liaisons covalentes avec les lysines (K) 

d’autres protéines cibles ou avec l’une des 7 lysines internes de l’Ub (K6, K11, K27, K29, K31, 



Figure 1.1.1 : L’ubiquitine

L’ubiquitine est une petite protéine de 76 aa
présentant 8 sites d’ubiquitination au niveau des
lysines K6, K11, K27, K29, K31, K48 et K63
permettant de générer les chaines de
polyubiquitine, et une glycine en C-terminale
pour interagir avec le substrat. Image issue de
Swatek et Komander (2016).
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K48 et K63) pour former des chaines poly-Ub (Figure 1.1.1 ; Vijay-Kumar et al., 1985, 1987). 

Ces chaines poly-Ub sont très variées et peuvent être de type homotypique, la chaine ainsi 

formée se fait par la liaison des Ub au niveau de la même lysine (par exemple les chaines K48), 

ou hétérotypique entrainant la liaison de l’Ub via différentes lysines et/ou la formation de 

branches générant des chaines d’ubiquitines mixtes. Notons que les protéines Ub-like peuvent 

aussi se lier à ces chaines (pour revue Kwon et Ciechanover, 2017). 

L’étude de l’Ub au sein des différents règnes Eucaryotes a permis de mettre en évidence 

une grande conservation de cette dernière (Zuin et al., 2014), d’un point de vue nucléique, 

notamment entre les plantes et les animaux (Gausing et Barkardottir, 1986), mais aussi d’un 

point de vue protéique, où l’Ub ne présente qu’un acide aminé (aa) de différence entre les 

plantes supérieures (Arabidopsis) et les algues (Chlamydomonas), 2 en comparaison avec les 

levures (Saccharomyces) et 3 avec les animaux (Callis et al., 1989). L’Ub est codée par plusieurs 

gènes (4 chez l’Homme et la levure et 12 chez les plantes; Wiborg et al., 1985; Ozkaynak et al., 

1987; Callis, 2014) localisés en différents loci et trois classes d’Ub sont distinguées chez les 

Eucaryotes : la forme homomérique dite poly-Ub issue de la répétition en tandem de la 

séquence de l’Ub (Sharp et Li, 1987) et 2 classes hétéromèriques qui constituent les ubiquitin-

extension proteins et qui correspondent à une fusion de l’Ub avec, une ou deux petite(s) 

protéine(s) ribosomale(s) (Finley et al., 1989; Callis et al., 1990), ou avec les protéines 

ubiquitin-like RUB (Related to UBiquitin ; Callis et al., 1995). Ces Ub homomériques et 

hétéromériques doivent être clivées par des enzymes de déubiquitination (DUB) pour libérer 

une protéine Ub active de 76 aa (Callis, 2014; Kalinowska et al., 2016). Chez Arabidopsis 

thaliana, un total de 12 gènes encodent l’Ub, 5 poly-Ub, 5 Ub ribosomales et 2 Ub-RUB ( Figure 

1.1.2 ; Burke et al., 1988; Sun et Callis, 1993; Callis et al., 1995; Callis, 2014). 

 

II La cascade d’ubiquitination  

 
La cascade d’ubiquitination comprend les étapes permettant la fixation de l’Ub sur la 

protéine cible. Impliquant 3 enzymes, E1, E2 et E3 (Figure 1.1.2), cette cascade intervient pour 

toutes les voies impliquant le signal Ub telles que la régulation du cycle cellulaire, la réponse 

inflammatoire, le trafic moléculaire (protéines, hormones), l’endocytose ou encore 

l’autophagie (Swatek et Komander, 2016).  

 



Figure 1.1.2 : La cascade d’ubiquitination

Les gènes poly-Ub, Ub-ribosomal et Ub-RUB codent pour des protéines de
fusion qui doivent être clivées par les DUB pour devenir actives. Après être
activée, l’ubiquitine est transférée sur un site cystéine actif de l’enzyme E1
entrainant la formation d’une liaison thioester et la libération de l’AMP. Une
nouvelle ubiquitine vient alors former une liaison ubiquitine-adénylate sur le
site libéré précédemment. Ainsi l’enzyme E1 comporte toujours plusieurs
ubiquitines à différents stades d’activation. L’ubiquitine activée est transférée
à l’enzyme de conjugaison de l’ubiquitine (E2) via une transestérification. Le
complexe E2-Ub interagit alors avec les enzymes E3 ligases, entrainant
l’ubiquitination du substrat. La partie C-ter de l’ubiquitine est alors attachée
via une liaison isopeptidique à une lysine du substrat. La répétition de ces
étapes permettent la mise en place d’une chaine polyubiquitine. Dans le cas
des protéines HECT, l’ubiquitine est d’abord transférée sur la E3 ligase avant
d’être conjuguée au substrat. Image modifiée issue de Callis (2014).
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II.A E1, l’enzyme activatrice de l’Ub 

 
Au cours de la première étape de cette cascade, l’enzyme E1 active l’Ub de façon ATP 

(adénosine triphosphate)-dépendante. Une adénylylation entre le complexe E1-ATP et l’Ub va 

permettre le recrutement de cette dernière et la formation d’une liaison thioester entre le 

groupement carboxyle C-terminal de l’Ub et un résidu cystéine de l’enzyme E1 (Figure 1.1.2 ; 

Haas et al., 1983; Callis, 2014).  

Chez Arabidopsis thaliana, l’enzyme E1 est codée par 2 gènes UBA1 et UBA2 (Ubiquitin 

Activating 1 et 2), qui partagent 77% et 80% d’homologie de séquences nucléique et 

protéique, respectivement (Hatfield et al., 1997). Elles sont largement exprimées et possèdent 

peu de spécificité pour les enzymes E2 auxquelles elles vont transmettre l’Ub activée. 

Cependant, la caractérisation des mutants uba1 et uba2 a permis de mettre en évidence une 

différence d’expression entre ces deux gènes. Alors qu’uba1 présente une plus grande 

sensibilité aux agents pathogènes, uba2 se comporte comme le contrôle sauvage (Goritschnig 

et al., 2007). Cette différence phénotypique s’explique par le fait que, comparé à UBA2, UBA1 

s’exprime de façon plus élevée dans de nombreux organes et tissus. Ainsi en absence de UBA1, 

l’Ub ne peut être activée à un niveau maximal, impactant l’efficacité de l’UPS (Zimmermann 

et al., 2004).  

 

II.B E2, l’enzyme de conjugaison de l’Ub  

 
Les enzymes E2 sont très conservées au sein des règnes Eucaryotes, comme illustré par 

la similarité des structures cristallines de ces protéines entre Arabidopsis et les mammifères, 

et la présence d’un domaine commun, le domaine UBC (Ub-Conjugating ; Cook et al., 1992b, 

1992a). Composé de 150 résidus catalytiques, le domaine UBC présente une structure 

compacte organisée en 4 hélices α et un feuillet β antiparallèle à 4 brins (Cook et al., 1992b, 

1992a; WENZEL et al., 2010). Ce domaine inclut les régions impliquées dans les interactions 

avec les enzymes E1 et E3 de la cascade d’ubiquitination. Les enzymes E2 vont recevoir l’Ub 

activée par les E1 en formant une liaison thioester avec cette dernière au niveau du résidu 

cystéine de E2. L’enzyme E2 a alors deux possibilités, soit elle transfert elle-même l’Ub sur un 

substrat grâce à une enzyme E3 ubiquitine ligase (E3 ligase), soit elle transfert l’Ub à l’E3 ligase 

(Figure 1.1.2). Les interactions entre les enzymes E1-E2 et E2-E3 se faisant dans des régions 



Protéine Homo sapiens Arabidopsis thaliana Saccharomyces cerevisiae 

Ensemble des E3
377 

(Medvar et al., 2016)
1500

(Hua and Vierstra, 2011)

HECT
30

(Medvar et al., 2016)
7

(Callis, 2014)

RING
331

(Medvar et al., 2016)
490

(Callis, 2014)
47

(Deshaies and Joazeiro, 2009)

U-box
6

(Medvar et al., 2016)
64

(Callis, 2014)
2

(Deshaies and Joazeiro, 2009)

Autres
10

(Medvar et al., 2016)

Composants liés aux E3 ligases de type CRL

BTB
169

(Medvar et al., 2016)
80

(Hua and Vierstra, 2011)
5

(Hua and Vierstra, 2011)

Culline

7 

(Jiménez-López et al.,
2018)

5 

(Jiménez-López et al., 2018)
3 

(Jiménez-López et al., 2018)

F-box

61

(Medvar et al., 2016)
694

(Gagne et al., 2002; Risseeuw et
al., 2003)

20

(Hua and Vierstra, 2011)

Autres
53

(Medvar et al., 2016)
Pas de données Pas de données

Tableau 1.1.1 : Liste des membres de la cascade d’ubiquitination chez l’Homme, Arabidopsis et

Saccharomyces. Tableau modifié issu de Callis, 2014.
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du domaine UBC qui se superposent, cela implique la dissociation préalable entre E1 et E2, 

avant l’interaction entre E2 et E3 (Eletr et al., 2005). 

Arabidopsis thaliana possède 48 enzymes E2 identifiées (pour revue, Callis, 2014). Trois 

d’entre elles ne font pas de lien avec l’Ub mais avec les protéines ubiquitin-like telles que les 

RUB ou les SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier), 8 ne possèdent pas un site cystéine actif 

nécessaire à la formation de la liaison thioester avec l’Ub, et finalement, 37 E2 présentent ce 

site cystéine actif et peuvent intervenir dans la cascade d’ubiquitination (Callis, 2014). Ce 

nombre plus important d’enzymes E2, en comparaison aux E1, s’explique par leur rôle 

important dans la décision du sort des substrats. En effet, en fonction des lysines internes 

utilisées pour lier l’Ub (K6, K11, K27, K29, K31, K48 et K63 ; Figure 1.1.1), elles entrainent la 

formation d’un code qui permet l’activation de diverses fonctions biologiques (Woelk et al., 

2007; Swatek et Komander, 2016). Ainsi, la poly-ubiquitination la mieux caractérisée à ce jour 

est celle de l’ubiquitination en K48 (d’au moins 4 Ub ; Thrower et al., 2000) impliquée dans la 

dégradation sélective des protéines par le protéasome 26S (Pickart et Fushman, 2004). 

Cependant, d’autres formes de poly-ubiquitination ont été caractérisées dont notamment la 

formation des chaines en K63, associé notamment aux mécanismes d’endocytose, 

d’autophagie et de réponse aux dommages à l’ADN, qui représentent la seconde forme de 

polyubiquitination la plus abondante chez les plantes après celle en K48 (Kim et al., 2013; 

Johnson et Vert, 2016). Une étude récente a permis l’identification des enzyme UBC35 et 

UBC36 comme les enzymes E2 majeures de la poly-Ub en K63 chez les plantes nécessaire à 

leur croissance et développement (Arabidopsis thaliana ; Romero-Barrios et al., 2020) 

 

II.C E3, l’enzyme Ub ligase  

 
Les enzymes E3 Ub-ligases sont les membres de la cascade d’ubiquitination les mieux 

caractérisés. En effet, les E3 ligases confèrent la spécificité au système d’ubiquitination en 

assurant la reconnaissance de la protéine cible. Les gènes codant ces enzymes, pour couvrir la 

diversité des substrats possibles, ont été largement amplifiés au sein des génomes et 

représentent les membres les plus nombreux de la cascade, se comptant par centaine ou 

millier dans les différents règnes Eucaryotes (Tableau 1.1.1; Hotton et Callis, 2008; Hua et 

Vierstra, 2011; Callis, 2014). Les enzymes E3 ligases sont divisées en 3 groupes distincts en 

fonction du domaine présent : les HECT, les U-box et les RING. Alors que les HECT 



Figure 1.1.3 : Les E3 ligases

Organisation structurale des enzymes E3 ligases de type HECT (A), RING et
U-box (B), SCF (C), et le complexe APC (D). La dynamique du transfert de
l’ubiquitine du complexe E2-Ub vers le substrat est mis en évidence grâce
aux flèches. Image modifiée issue de Vierstra (2003).

A B 

C D 
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(Homologous to E6-associated protein C-Terminus) vont établir une liaison thioester avec l’Ub 

avant de la transférer sur la protéine cible, les U-box et les RING (Really Interesting New Gene) 

vont permettre le rapprochement des enzymes E2 des protéines cibles permettant ainsi leur 

ubiquitination (Figure 1.1.2 et 1.1.3 ; Vierstra, 2009). 

Depuis plusieurs années, la caractérisation des protéines ciblées par les E3 ligases a 

permis de montrer la présence de séquences minimales au sein des protéine, appelée dégron, 

permettant la reconnaissance et la dégradation des substrats par le système protéolytique 

(Varshavsky, 1991). Ces dégrons peuvent être intrinsèques et permettent la dégradation des 

protéines mal repliées ou n’arrivant pas à s’assembler en complexe. L’exemple le plus connu 

est la boite de destruction (Destruction-box ou D-box) des cyclines ciblées par le complexe 

APC/C (cf Partie 1, Chapitre 2). Les dégrons peuvent aussi être acquis par des modifications 

post-traductionnelles telles que les phosphorylations, les hydroxylations et les glycolisations 

(Ravid et Hochstrasser, 2008; Ella et al., 2019). Chez les mammifères, les protéines F-box (cf 

paragraphe II.C.2.a) ont été particulièrement bien caractérisées pour la reconnaissance des 

motifs phosphorylés, alors appelés phosphodégron (Jin et al., 2005; Ravid et Hochstrasser, 

2008; Skaar et al., 2013). On retrouve notamment la dégradation de CKI par le complexe 

SCFCdc4 chez la levure et celle de la cycline E par SCFFbw7 chez les mammifères après 

phosphorylation et donc mise en place de leur phosphodégron (Koepp et al., 2001; Nash et 

al., 2001). Chez les plantes, le ciblage des phosphodégrons par les protéines F-box n’a pas été 

aussi bien exploré. Cependant, certaines données suggèrent la conservation de ce mécanisme 

telle que la dégradation phospho-dépendante de KRP2 (Verkest et al., 2005a).  

 
II.C.1 La famille des enzymes HECT 

 
Les E3 ubiquitine ligases HECT tirent leur nom de la première E3 ligase de ce type analysée 

chez l’Homme, l’enzyme E6-AP (E6-Associated Protein ; Huibregtse et al., 1991) . Ces HECT 

comportent une partie N-terminale variable composée de différents motifs fonctionnels 

impliqués dans la reconnaissance et la conjugaison des substrats, et en C-terminale, le 

domaine HECT caractéristique de cette famille, qui permet la liaison de l’Ub provenant de 

l’enzyme E2 via une cystéine active (Figure 1.1.3; Rotin et Kumar, 2009). L’étude de la 

structure de ce domaine chez l’enzyme E6-AP a montré que ce motif est composé de 2 

structures lobées séparées par une crevasse où se trouve l’activité catalytique nécessaire à 
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l’interaction avec l’E2 (Huang et al., 1999). Comme pour la majorité des composants du 

système d’ubiquitination, les E3 ligases de type HECT présentent une grande conservation 

entre les règnes Eucaryotes (Marín, 2013). 

L’implication des E3 ligases de type HECT a été largement étudiée chez l’Homme. Les 30 

membres de cette famille (Tableau 1.1.1) ont été caractérisés pour leurs rôles dans de 

nombreux processus cellulaires clefs tels que la signalisation, le trafic protéique, la réponse 

virale, la réponse aux dommages à l’ADN et ont été impliqués dans de nombreux cancers 

(Rotin et Kumar, 2009). Alors que plusieurs centaines d’articles ont été publiés chez l’Homme, 

chez la plante modèle Arabidopsis, seule une vingtaine d’articles couvrent la caractérisation 

de cette famille d’E3 ubiquitine ligase HECT. Arabidopsis thaliana possède 7 gènes HECT 

appelés UPL 1 à 7 (Ubiquitin Protein Ligase). Les protéines correspondantes, de taille entre 96 

et 405 kDa, sont classées en 4 catégories en fonction de la similarité de séquence du domaine 

HECT et de la structure de la protéine (Downes et al., 2003). Ces protéines HECT de plantes 

interviennent dans différents processus cellulaires et physiologiques, ainsi UPL3 est impliquée 

dans l’endoréduplication (Downes et al., 2003; El Refy et al., 2004) et UPL5 dans la sénescence 

(Miao et Zentgraf, 2010). Quatre de ces UPL (UPL1, UPL3, UPL4 et UPL 5) apparaissent 

impliquées dans l’immunité végétale en régulant l’expression des gènes de la réponse 

immunitaire et de la voie de l’acide salicylique (SA ; Furniss et al., 2018). Soulignons enfin le 

rôle fondamental de UPL3. La mutation de UPL3 entraine un phénotype rarement observé 

dans les différents mutants E3 ubiquitine ligases puisqu’elle impacte le niveau total de 

polyubiquitination cellulaire. En effet, UPL3 en s’associant à la partie 19S du protéasome 26S 

(cf paragraphe III), permet d’augmenter l’efficacité d’ubiquitination et de dégradation des 

protéines cibles en interagissant avec d’autres E3 ligases (Furniss et al., 2018). 

 
II.C.2 La famille des enzymes RING 

 

II.C.2.a La classe des CRL 

 
Avec plusieurs centaines de E3 ligases de type RING chez les Eucaryotes, ces E3 ligases 

sont les plus nombreuses au sein des différents règnes (Tableau 1.1.1). Elles sont caractérisées 

par la présence du domaine RING, une région de 40 à 60 aa riche en résidus cystéines (Cys) et 

histidines (His), Cys-X2-Cys-X(9±39)-Cys-X(1±3)-His-X(2±3)-Cys/His-X2-Cys-X(4±48)-Cys-X2-



Figure 1.1.4 : Les domaines RING et U-box

(A) Représentation structurale des domaines RING et U-box. Image issue de
Aravind et Koonin (2000). (B) Représentation schématique du domaine RING.
Les cystéines sont représentées en rouge, l’histidine en jaune, le résidu 5
peut être soit une cystéine, soit une histidine et le zinc en violet. Les traits
noirs représentent une séquence d’aa variable. Image issue de Jackson et al.
(2000).

RING protéine U-box protéine

A

B
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Cys, où X peut être n’importe quel aa. Ces Cys et His permettent de lier 2 atomes de zinc (Zn) 

ce qui donne une structure similaire à celle en doigt de zinc (Figure 1.1.4 ; Freemont, 1993; 

Lovering et al., 1993). Cependant, alors que la structure en doigt de zinc est impliquée dans 

l’interaction avec l’ADN, le domaine RING est impliqué dans l’interaction protéine-protéine 

notamment pour recruter l’enzyme E2-Ub et permettre le transfert de l’Ub directement sur le 

substrat (Figure 1.1.3; Borden et Freemont, 1996; Saurin et al., 1996). Environ 500 protéines 

RING ont été prédites chez Arabidopsis thaliana (Tableau 1.1.1), certaines fonctionnent sous 

forme de monomères et sont dites « simples », et d’autres forment des complexes 

multiprotéiques et sont dites « complexes » (Callis, 2014). 

 
Ces E3 ligases dites complexes sont caractérisées par la nécessité de recruter de 

nombreuses sous-unités pour assurer l’activité E3 ligase. Parmi ces E3 ligases multimériques, 

la classe des CRL (Cullin Ring Ligase) est la plus importante et fait intervenir une protéine de 

type culline. Arabidopsis thaliana code 5 protéines cullines (CUL1, CUL2, CUL3a, CUL3b et 

CUL4) qui possèdent toutes une région conservée, le domaine culline, de 200 aa et ont une 

taille qui varie entre 85 et 98 kDa (Shen et al., 2002; Sarikas et al., 2011). Ces cullines jouent 

le rôle essentiel de « charpente » dans la structuration des complexes CRL. Elles vont 

permettre, en C-terminale, de recruter l’enzyme E2 grâce à une protéine intermédiaire à 

domaine RING-finger, la sous-unité catalytique de 16 KDa, RBX1 (RING BOX-1). Deux RBX1 

existent chez Arabidopsis, RBX1a et RBX1b. RBX1a est apparue comme étant essentielle 

puisqu’une diminution de la quantité de protéine RBX1a entraîne des phénotypes drastiques 

avec des plantes naines et peu fertiles, et la perte de cette protéine n’est pas viable 

puisqu’aucun homozygote rbx1a n’a pu être identifié (Gray et al., 2002; Lechner et al., 2002). 

Ces phénotypes mettent en évidence le rôle essentiel de RBX1a dans le fonctionnement des 

complexes CRL, et illustrent l’importance des CRL dans les processus développementaux et les 

réponses physiologiques chez les plantes (Hua and Vierstra, 2011). Par ailleurs, en N-

terminale, les cullines, parfois aidées d’une protéine adaptatrice, s’associent à une protéine 

qui va reconnaître spécifiquement le substrat. En fonction de la culline considérée, la sous-

unité impliquée dans la reconnaissance du substrat sera différente, ce qui permet de 

distinguer différents complexes CRL. Ainsi, la culline CUL1 s’associe avec les protéines à 

domaine F-box via la protéine adaptatrice SKP (S-phase kinase-associated Protein) et forme le 

complexe CRL1 aussi appelé complexe SCF pour Skp1-Cullin-F-box ; CUL3 interagit 



Figure 1.1.5 : Les enzymes RING de type CRL

Représentation schématique des enzymes E3 ligase RING de type CRL chez
Arabidopsis. (A) Le complexe CRL1 composé de la culline 1, la protéine adaptatrice
SKP (appelée aussi ASK) et la protéine à domaine F-box. (B) Le complexe CRL3
composé de la culline 3 et de la protéine à domaine BTB. (C) Le complexe CRL4
composé de la culline 4, de la protéine adaptatrice DDB1 et de la protéine à
domaine D?WD. Chacun des complexes est capable d’interagir avec le complexe E2-
Ub via la protéine adaptatrice RBX1. La rubylation via la protéine RUB (RELATED TO
UBIQUITIN) permet d’activer la formation du complexe. Image modifiée issue de
Hotton and Callis, 2008.

A B

C
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directement avec la protéine réceptrice de substrat BTB (Broad complex/Tramtrack/Bric-à-

brac) et forme les complexes CRL3 ; et CUL4 forme le complexe CRL4 en s’associant avec les 

protéines DWD (DDB1, Damaged-DNA-binding1-binding/WD-40 domain) via la protéine 

adaptatrice DDB1 (Figure 1.1.5 ; Hua et Vierstra, 2011).  

 

Parmi les protéines impliquées dans la reconnaissance du substrat, le plus grand groupe 

et le mieux étudié à ce jour est celui des protéines F-box avec environ 700 membres chez 

Arabidopsis thaliana (Tableau 1.1.1 ; Gagne et al., 2002). Les protéines F-box sont 

caractérisées par le domaine F-box d’environ 40 aa généralement en N-terminale et impliqué 

dans l’interaction avec la protéine adaptatrice ASK (Arabidopsis SKP homolog), associé en C-

terminale à un domaine d’interaction de structure variable pour recruter le substrat dont les 

plus communs sont les domaines LRR (leucine-rich repeat) et WD repeat (tryptophane-acide 

aspartique ; Bai et al., 1996; Gagne et al., 2002; Kipreos et Pagano, 2000). Avec 19 gènes ASK 

présents chez Arabidopsis, plus de 10 000 combinaisons sont théoriquement possibles pour 

former les complexes SCF. La caractérisation de ce groupe a permis de mettre en évidence 

leurs implications dans tous les aspects du développement des plantes, comme par exemple, 

la régulation hormonale, la signalisation lumineuse, la régulation du cycle circadien, la 

croissance, la réponse immunitaire, la formation des gamètes ou encore la régulation du cycle 

cellulaire (Lechner et al., 2006; Williams et al., 2019). Bien que très étudiées, la détermination 

de nouvelles fonctions pour les protéines F-box est encore un champ de recherche pleinement 

actif comme le montre récemment l’implication de la protéine F-box HAWAIIAN SKIRT (HWS) 

dans la voie des miRNA (Zhang et al., 2017) ou celle de FBW2 dans les mécanismes de RNA 

silencing (T. Hacquard, P. Genschick, en préparation) mais aussi, la caractérisation du rôle 

répressif de la protéine F-box SAGL1 (SMALL AND GLOSSY LEAVES1) dans la biosynthèse de la 

cire cuticulaire (Kim et al., 2019) ou encore l’implication de la protéine F-box MAX2 (MORE 

AXILLARY GROWTH 2) dans la voie de signalisation des karrikins en plus de son implication 

dans la voie des strigolactones (Khosla et al., 2020). 

 

II.C.2.b Le complexe APC/C 

 
Parmi les enzymes E3 ligases, l’APC/C (Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome) est 

certainement le complexe le plus multimérisé connu à ce jour. En effet, ce complexe 





Partie 1 : Introduction 

18 
 

relativement bien conservé au cours de l’évolution, est composé de nombreuses sous-unités, 

i.e. 13 chez la levure, 15 chez les vertébrés et 11 chez Arabidopsis thaliana, et atteint une taille 

d’environ 1,2 MDa (Figure 1.1.3 ; Peters, 2006; Capron et al., 2003). Parmi ses sous-unités, 

APC2 possède un domaine culline en C-terminale et APC11 un domaine RING faisant de ce 

complexe un membre des enzymes E3 ligase de type RING complexe (Capron et al., 2003a; 

McLean et al., 2011; Yamano, 2019). Le complexe APC/C est un régulateur clef de la 

progression et de la sortie de la phase mitotique chez les Eucaryotes (Peters, 2006; Genschik 

et al., 2014). Il intervient dans la séparation des chromatides sœurs lors de l’anaphase, dans 

la sortie de la mitose pour donner les deux cellules filles et permet d’initier la réplication de 

l’ADN en phase S (Peters, 2006). De plus, l’étude des mutants pour différentes sous-unités du 

complexe a permis de montrer son rôle dans le nombre de divisions méiotiques lors du 

développement des gamètes (Cifuentes et al., 2016). En effet, ces mutants présentent un arrêt 

des gamétogénèses femelle (Capron et al., 2003b; Kwee et Sundaresan, 2003; Pérez-Pérez et 

al., 2008; Wang et al., 2012a, 2013) et mâle (Zheng et al., 2011), dû à l’accumulation de la 

cycline B1 ciblée par la sous unité APC11 pour entraîner sa dégradation chez Arabidopsis 

thaliana (Zheng et al., 2011; Guo et al., 2016). Le complexe APC a aussi été caractérisé pour 

son implication dans le contrôle de l’endoréduplication. Chez Arabidopsis, le contrôle des 

gènes CCS52A1 et CCS52A2 (des activateurs du complexe APC) permet d’induire 

l’endoréduplication au niveau des méristèmes, contrôlant ainsi leur taille, en induisant 

CCS52A1 et inhibe l’endoréduplication en réprimant CCS52A1 et CCS52A2 via la sous-unité du 

complexe médiateur MED16 (Takahashi et al., 2013; Liu et al., 2019). En plus de ses fonctions 

essentielles dans les différents cycles cellulaires Eucaryotes, le complexe APC intervient aussi 

dans la croissance, la signalisation hormonale et l’interaction symbiotique (pour revue 

Heyman et Veylder, 2012). 

 
II.C.3 La famille des enzymes U-box  

 
La première E3 ligase de type U-box, UFD2 (Ubiquitin Fusion Degradation 2), a été 

identifiée chez la levure (Koegl et al., 1999). La caractérisation de son domaine U-box, un motif 

d’environ 70 aa partagé entre les règnes Eucaryotes, a permis de montrer que ce domaine est 

dérivé du domaine RING-finger (Figure 1.1.4 ; Aravind et Koonin, 2000). En effet, comme pour 

le domaine RING, il intervient dans l’interaction avec l’enzyme E2 conjuguée à l’Ub (Figure 
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1.1.3 ; Hatakeyama et Nakayama, 2003; Yee et Goring, 2009). Cependant, le domaine U-box 

n’a pas les résidus cystéines et histidines permettant la chélation du zinc, mais établit des 

liaisons non covalentes, dites salt bridges, avec des hydrogènes et des ions, pour permettre la 

stabilisation de sa structure (Figure 1.1.4 ; Aravind et Koonin, 2000).  

Alors que chez la levure et l’Homme, le nombre d’E3 ligases de type U-box est très limité 

avec respectivement, 2 et 6 membres, les plantes montrent encore une fois l’importance du 

système d’ubiquitination pour leur survie avec 64 E3 ligases de type U-box chez Arabidopsis 

thaliana (Tableau 1.1.1, Azevedo et al., 2001; Callis, 2014). Appelés PLANT U-BOX (PUB), ces 

protéines sont classées en fonction des autres domaines présents, tels que les domaines ARM 

(Armadillo repeat) représentant 64% des PUB et caractérisés par la répétition en tandem du 

motif ARM, les PUB contenant un motif kinase (23%), ou encore celles en plus faible 

proportion présentant les domaines WD40, ou MIF4G (pour revue, Yee et Goring, 2009). Les 

E3 ligases PUB sont impliquées dans de nombreux processus biologiques tels que le 

développement, l’auto-incompatibilité, la réponse hormonale, la défense contre les agents 

pathogènes et la réponse aux stress abiotiques (Yee et Goring, 2009; Callis, 2014). Les PUB 

jouent, en général, un rôle clef dans la coordination des réponses, comme cela a été montré 

par l’étude du récepteur aux brassinostéroïdes, BRI1 (BR INSENSITIVE 1). L’ubiquitination de 

BRI1 par PUB12 et PUB13 entraine son endocytose permettant de coordonner la 

différenciation cellulaire, la croissance et l’immunité (Zhou et al., 2018). Un autre exemple est 

l’implication de PUB46 et PUB48 dans la réponse au stress hydrique (Adler et al., 2017). 

 

III La dégradation via le protéasome 

 
Comme décrit dans le paragraphe II.B, l’ubiquitination des protéines cibles entraine la 

formation d’un code impliqué dans diverses fonctions biologiques (Woelk et al., 2007; Swatek 

et Komander, 2016; Kwon et Ciechanover, 2017). Les protéines ubiquitinées en K11 et K43 

sont reconnues par un complexe protéolytique de 2 000 kDa, le protéasome 26S, afin d’être 

dégradées. Cette dégradation combine, le clivage du substrat en petits peptides de façon ATP-

dépendante par le protéasome, et le recyclage des Ub par l’action des enzymes DUB afin de 

les réutiliser.  

Le protéasome 26S est composé de nombreuses sous-unités divisées en 2 sous-

complexes : le cœur protéolytique 20S et un complexe régulateur 19S, tous deux bien 



Figure 1.1.6 : Le protéasome 26S

(A) Le protéasome 26S est composé de deux complexes 19S composés chacun de 18 sous-unités
ATPase et du cœur protéolytique 20S sous forme de cylindre. (B) les protéines polyubiquitinées sont
reconnues par le complexe 19S puis dépliées. Les DUB coupent la chaine d’Ub afin de les recycler. La
protéine linéarisée est alors transmise à la chambre du cylindre 20S pour y être coupée. Image
modifiée issue de Wolf et Hilt, 2004.
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conservés chez les Eucaryotes (Genschik et al., 1992, 1994; Fu et al., 1998; Gille et al., 2003; 

Wolf et Hilt, 2004; Tanaka, 2009; Fort et al., 2015). Le complexe 19S est présent aux deux 

extrémités du cœur protéolytique 20S et possède une activité isopeptidasique ATP-

dépendante, permettant ses nombreuses fonctions. Il va être impliqué dans la reconnaissance 

des protéines ubiquitinées et destinées à être détruites. Le complexe 19S permet leur 

linéarisation ainsi que la libération de la chaine d’Ub (recyclée grâce aux enzymes DUB). Son 

activation permet l’ouverture du passage vers le complexe 20S et la transmission de la 

protéine linéarisée. Le cœur protéolytique 20S possède une structure sous forme de cylindre 

composé de quatre anneaux présentant 6 sites catalytiques. Ces sites catalytiques possèdent 

une activité protéasique trypsique et chymotrypsique permettant de cliver les protéines en 

peptides (Figure 1.1.6 ; pour revue, Wolf et Hilt, 2004 et Marshall et Vierstra, 2019).  
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Chapitre 2 : La régulation du cycle cellulaire 

 

Tous les organismes multicellulaires proviennent d’une seule et unique cellule. Cette 

dernière va se diviser via le cycle cellulaire et donner naissance à deux cellules filles 

parfaitement identiques qui elles-mêmes réaliseront cette division, permettant la croissance 

et le développement des organismes. Le cycle cellulaire est un mécanisme hautement régulé 

d’un point de vue moléculaire, afin d’éviter la transmission d’information génétique altérée 

qui affecterait l’intégrité de la descendance. De plus, afin d’assurer la progression 

unidirectionnelle du cycle, de nombreux acteurs sont régulés par le système UPS. La 

caractérisation de ces mécanismes et leurs régulations valut à Leland Hartwell, Tim Hunt et 

Paul Nurse le prix Nobel de physiologie et de médecine en 2001.  

 
Alors que les animaux présentent un développement embryonnaire et donnent naissance 

à des individus entièrement formés, les plantes présentent un développement post-

embryonnaire et doivent produire de nouveaux organes tout au long de leur vie. Ceci implique 

un équilibre fin du maintien des cellules méristématiques assurant la prolifération cellulaire, 

et de leur évolution vers des tissus différenciés.  

 

I Les cycles cellulaires  

 

I.A Les 4 phases du cycle cellulaire mitotique 

 
L’ADN est une macromolécule qui possède une structure en double hélice composée de 

deux brins antiparallèles complémentaires et qui contient l’information génétique nécessaire 

à la formation et au fonctionnement des organismes. En condition de prolifération cellulaire, 

durant la phase S (ou phase de synthèse) du cycle cellulaire, l’ADN est répliqué. Les deux brins 

de l’ADN sont séparés (brins parentaux) et permettent la synthèse de nouveaux brins 

complémentaires (brins néoformés) grâce aux ADN polymérases, des enzymes impliquées 

dans la formation des liaisons nucléotidiques. Durant ce processus semi-conservatif, deux 

molécules d’ADN identiques sont produites (4C, double contenu en ADN pour les organismes 

diploïdes) et seront séparées durant la phase M (ou mitose) afin d’obtenir deux cellules-filles 



Figure 1.2.1 : Les cycles cellulaires

(A) Le cycle cellulaire mitotique permet d’entretenir la prolifération cellulaire. Les deux étapes
essentielles du cycle cellulaire mitotique sont la duplication des chromosomes lors de la phase S et
la division nucléaire lors de la phase M. La phase M est divisée en plusieurs étapes comprenant la
prophase, la métaphase lors de laquelle les chromosomes sont alignés au niveau de la plaque
métaphasique puis l’anaphase entrainant la séparation des chromatides le long des fuseaux
mitotiques, l’anaphase et la télophase entrainant la division cellulaire. Les phase S et M sont
séparées par les phases G1 et G2 qui sont des phases de préparation et de points de contrôle. (B)

L’endoréduplication intervient notamment lors de la différenciation cellulaire. Elle se caractérise par
la succession des phases S et G entrainant la duplication de la quantité d’ADN à chaque nouvelle
phase S sans présenter de phase M. (C) La progression à travers les différentes étapes des cycles est
sous le contrôle de l’oscillation des niveaux d’activités des complexes CDK-CYC. Image modifiée issue
de De Veylder et al. (2011).
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avec la même information génétique (2C, pour les organismes diploïdes). Ces deux phases 

sont séparées par les phases G1 et G2 (Gap1 et Gap2) qui permettent, respectivement, de 

préparer les cellules aux phases S et M. Dans ce cycle, la transition G1/S est particulièrement 

importante pour les cellules, car une fois la réplication de l’ADN initiée, les cellules sont 

engagées et doivent finir entièrement le cycle. Lorsque les conditions ne sont pas favorables 

à la réalisation du cycle cellulaire, les cellules peuvent soit entrer en phase de quiescence (ou 

phase G0), et cet état est maintenu jusqu’à ce qu’un signal externe entraine l’entrée en phase 

G1, soit sortir du cycle mitotique pour se différencier (Figure 1.2.1 ; Morgan et New Science 

Press, 2007).  

  

I.B L’endoréduplication ou endocycle 

 
Au cours du développement, certaines cellules vont sortir du cycle cellulaire mitotique 

afin d’arrêter la prolifération cellulaire et entrer en différenciation. Pour certaines cellules en 

différenciation, ceci entraîne la reprogrammation du cycle cellulaire vers l’endoréduplication. 

Ce cycle va permettre à la cellule de modifier son métabolisme, de réguler sa taille, d’adapter 

sa morphogénèse en réponse soit à un signal intrinsèque, soit à un stimulus extracellulaire tel 

qu’un changement environnemental ou un stress. Au cours de ce cycle particulier, l’ADN est 

répliqué sans phase de division, les phases S et G se répètent, entraînant une augmentation 

du niveau de ploïdie (8C, 16C, 32C, 64C…, pour les organismes diploïdes) du noyau de la cellule. 

La cellule présente alors un noyau plus volumineux contenant de multiples copies de l’ADN 

génomique (Figure 1.2.1). L’endoréduplication est un phénomène couramment présent chez 

les Eucaryotes. On le retrouve chez les amphibiens, les poissons, plus rarement chez les 

mammifères et très fréquemment chez les plantes (Zielke et al., 2013; Shu et al., 2018a). Chez 

les plantes, l’endoréduplication, associée à la différenciation et l’expansion cellulaire, est un 

processus complétement inhérent à la destinée cellulaire (cell fate ; Breuer et al., 2010). Chez 

Arabidopsis, l’exemple le mieux caractérisé est celui des trichomes. Ces structures 

unicellulaires présentes à la surface des feuilles, des cotylédons ou le long des tiges, entrent 

en endoréduplication pour se différencier et former une structure à trois branches impliquée 

dans la protection de la plante (Bramsiepe et al., 2010). 
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II Le complexe DREAM 

 
La synthèse des protéines impliquées dans la progression du cycle cellulaire est régulée à 

un niveau transcriptionnel au cours du cycle. Deux profils d’expression de gènes peuvent ainsi 

être clairement différenciés, les gènes qui codent pour des protéines impliquées dans la 

synthèse de l’ADN, nécessaires à l’entrée en phase S, dont l’expression culmine en G1/S 

(Bertoli et al., 2013), et les gènes qui, régulant la mitose, présentent un pic d’expression en 

G2/M (Sadasivam et al., 2012). Au total, plus de 1000 gènes ont été identifiés pour leur 

implication dans le cycle cellulaire chez l’Homme (Whitfield et al., 2002; Bar-Joseph et al., 

2008; Peña-Diaz et al., 2013; Grant et al., 2013; Dominguez et al., 2016; Fischer et al., 2016; 

Liu et al., 2017) et chez les plantes (Breyne et al., 2002; Menges et al., 2003; Trolet et al., 2019). 

L’induction de ces gènes est régulée par un complexe, appelé complexe DREAM, composé 

chez l’Homme des protéines DP (Dimerisation Partner), des protéines Rb-like 

(Retinoblastoma), des facteurs de transcription E2F (adenovirus early gene 2 binding factor) 

et du complexe MuVB (Multi-Vulva class B) (Fischer et Müller, 2017). Des analyses 

phylogénétiques ont montré d’une part, que les gènes Rb, E2F et DP, hautement conservés, 

sont présents chez tous les organismes pluricellulaires (Cao et al., 2010; Desvoyes et al., 2014) 

et d’autre part, que les facteurs de transcription Myb composant le complexe MuVB, sont 

conservés entre les plantes et les animaux (Braun et Grotewold, 1999; Ito, 2005). Ainsi, une 

version légèrement différente du complexe DREAM humain a été identifiée chez Arabidopsis 

composé des protéines DP, de la protéine RBR1 (Rb-Related) et des facteurs de transcription 

E2F et MYB (Kobayashi et al., 2015a; Fischer et DeCaprio, 2015; Magyar et al., 2016).  

 

II.A La protéine RBR (RETINOBLASTOMA-RELATED) 

 
Découvert en 1986, le gène Rb (Rétinoblastoma) code pour la première protéine 

identifiée comme présentant une activité antitumorale (Friend et al., 1986; Lee et Nurse, 

1987). Depuis, il a été montré que chez l’Homme, 70% des tumeurs présentent l’absence ou 

l’inactivation d’une protéine Rb, faisant de cette catégorie de protéines l’une des principales 

cibles de la recherche médicale pour lutter contre le cancer (Knudsen et Knudsen, 2006). Rb 

appartient à une famille de protéines, appelée famille des protéines « pocket », composée de 

deux autres membres, les protéines p107 et p130 (ou protéines Rb-like, RBL1 et RBL2, 



Figure 1.2.2 : La protéine Rb

(A) Comparaison des protéines Rb (Humain) et RBR (Arabidopsis). Rb-N = domaine amino-
terminal, Rb-C = domaine carboxy-terminal, A et B = les sous-domaines composant le
domaine pocket et S = spacer. Les sites de phosphorylation des sérines et thréonines pour Rb
et RBR sont mis en évidence (en noir les sites prédits, en rouge les sites démontrés in vivo et
en vert les sites observés en spectrométrie de masse). Les couleurs utilisées pour les
différents domaines sont conservées pour la représentation de la conformation de Rb en B et
C. Image modifiée issue de Desvoyes et al., 2014. (B) Représentation schématique de la
structure de Rb lors de son interaction répressive avec les E2F-DP. Image issue de Gutzat et al.
(2012). (C) Représentation schématique de Rb après les phosphorylations via le complexe
CDK-CYC entrainant la libération des E2F-DP et la conformation globulaire de Rb. Image
modifiée issue de Gutzat et al. (2012). (B,C) td = domaine de transactivation , LxCxE = de
motifs RBD (Rb-binding domain) capable d’interagir avec 5 résidus peptidiques constituant le
motif LxCxE.
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respectivement), qui partagent de nombreuses similarités en termes de structure protéique, 

de fonction ou encore de régulation (Cao et al., 2010).  

La caractérisation de la protéine Rb a mis en évidence son implication dans le cycle 

cellulaire où elle permet notamment de prévenir la prolifération cellulaire en arrêtant la 

progression du cycle (Dick et Rubin, 2013). Au-delà de ce rôle clef, Rb a depuis été caractérisée 

pour son implication dans la réponse aux dommages à l’ADN (voir Partie 1, Chapitre 3) et dans 

le maintien de l’intégrité génomique (Vélez-Cruz et Johnson, 2017), dans la régulation des 

cellules souches (Mushtaq et al., 2016), dans l’apoptose et la différentiation cellulaire (Du et 

Searle, 2009). Étant données les nombreuses implications de Rb dans les processus cellulaires 

vitaux des organismes, il n’est pas surprenant que le mutant Rb-/- chez la souris présente de 

l’embryo-létalité (Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992).  

Quatre orthologues de Rb, appelés RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR) ont d’abord été 

identifiés chez le maïs (ZmRBR1 et ZmRBR2 ; (Grafi et al., 1996; Xie et al., 1996; Ach et al., 

1997; Sabelli and Larkins, 2009), puis chez d’autres plantes. La plante modèle Arabidopsis 

thaliana ne présente, elle, qu’un seul gène AtRBR1 (Desvoyes et al., 2014). La protéine RBR 

semble jouer, chez les plantes, un rôle tout aussi important que son homologue chez les 

animaux (Gutzat et al., 2012; Desvoyes et Gutierrez, 2020). En effet, les mutants rbr sont, chez 

Arabidopsis, létaux, d’un point de vue gamétophytique (Ebel et al., 2004; Johnston et al., 2008) 

et sporophytique (Johnston et al., 2010). Cependant, si depuis les dernières décennies, les 

fonctions de la protéine RBR sont de mieux en mieux comprises, la mécanistique structurale 

de la protéine est étudiée pour le moment principalement chez les animaux. Ainsi, la suite de 

cette partie se concentrera sur Rb en précisant les informations disponibles chez les plantes.  

 
II.A.1 RBR, une plateforme pour de multiple interactions protéiques  

 
La protéine Rb (928 aa chez l’Homme) est composée de 3 domaines (Figure 1.2.2). Le 

domaine « pocket » (ou « pocket AB » ; Livingston et al., 1993; Lee et al., 1998; Balog et al., 

2011) est formé par l’interaction des sous-domaines A et B, séparés par une séquence 

« spacer » de 74 aa. Ces sous-domaines possèdent une conformation de type cycline (une 

hélice α centrale entourée de quatre autres hélices) impliquée dans la reconnaissance des 

protéines et de l’ADN (Noble et al., 1997). Le sillon formé par l’interaction des deux sous-

domaines A et B interagit spécifiquement avec le domaine de transactivation des E2F (voir 
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paragraphe II.B.2 ; Lee et al., 2002). Le domaine amino-terminal, Rb-N, possède deux autres 

structures de type cycline ressemblant fortement au domaine « pocket » (Hassler et al., 2007), 

et le troisième domaine en carboxy-terminale, Rb-C, possède une structure désorganisée 

d’environ 150 résidus essentiels pour certaines interactions (Rubin et al., 2005). De plus, la 

protéine Rb est capable d’interagir avec de nombreuses protéines au niveau de motifs dits Rb-

binding domain (RBD). Le premier RBD, situé au niveau du sous-domaine B, est capable 

d’interagir avec 5 résidus peptidiques constituant le motif LxCxE (Figure 1.2.2 ; L=leucine, 

C=Cystéine, E=glutamate et x = n’importe quel aa ; Lee et al., 1998). Parmi les protéines 

présentant un motif LxCxE, sont notamment retrouvées, GATA-1 et FOG-2 ou les cyclines D 

impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (Kadri et al., 2009; Goupille et al., 2017). Le 

second RBD est capable de reconnaitre le motif PENF (P=proline, E = glutamate, N = asparagine 

et F= phénylalanine), il intervient dans l’interaction de nombreuses protéines virales et 

cellulaires, telles que les cyclines D, BRCA1 ou la protéine virale HCMV (human 

cytomegalovirus), au niveau du domaine Rb-C (Darnell et al., 2003; Liu et al., 2018). Les 

différents domaines décrits ci-dessus font de Rb une plateforme incroyable capable d’interagir 

avec plusieurs centaines de partenaires (Morris et Dyson, 2001; Sanidas et al., 2019).  

Chez les plantes, les protéines RBR (ZmRBR1 chez le maïs, NtRBR1 chez le tabac et AtRBR1 

de 1013 aa chez Arabidopsis) présentent une forte conservation de la séquence en aa avec 

Rb, notamment au niveau des domaines « pocket AB » et Rb-N mais pas au niveau du domaine 

Rb-C (Figure 1.2.2 ; Ach et al., 1997; Durfee et al., 2000). Cette conservation de la « pocket 

AB » indiquerait que les protéines végétales RBR adoptent une structure identique et donc 

fonctionnent de façon similaire (Durfee et al., 2000). De plus, de nombreuses protéines 

présentent les motifs RBD LxCxE et PENF reconnus par Rb chez Arabidopsis, telles que les 

cyclines D qui présentent les 2 motifs (Vandepoele et al., 2002; Darnell et al., 2003). 

 
II.A.2 Les modifications post-traductionnelles de RBR  

 
Les modifications post-traductionnelles (PTM) sont des mécanismes fondamentaux 

régulant le métabolisme cellulaire (Xin et Radivojac, 2012) et Rb est une protéine qui subit de 

nombreuses PTM afin de réguler son activité (MacDonald and Dick, 2012). Les 

phosphorylations sont les PTM les mieux caractérisées chez Rb et en particulier celles 

dépendantes des complexes CDK-CYC qui contrôlent la progression du cycle cellulaire. Ainsi, 
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chez l’Homme, 14 sites de phosphorylation ont été identifiés et confirmés sur la base du motif 

minimal de phosphorylation des CDK, Ser/Thr-Pro. Quatre se trouvent au niveau de Rb-N, sept 

au niveau de Rb-C et trois dans le domaine « pocket AB» (Figure 1.2.2 ; MacDonald and Dick, 

2012; Rubin, 2013). Cependant, d’autres kinases ont été caractérisées pour leur implication 

dans la phosphorylation de Rb telles que la kinase p38 qui phosphoryle Rb lors de stress 

cellulaire (i.e. stress génotoxique ou oxydatif ; Delston et al., 2011; Rousset-Roman et al., 

2019), les sérine-thréonine-kinases point de contrôle Chk1 et Chk2 lors des dommages à 

l’ADN, la kinase Aurora afin de maintenir la stabilité chromosomique (et éviter la polyploïdie), 

ou encore la kinase Ask1 impliquée dans l’induction de l’apoptose (MacDonald and Dick, 

2012). La protéine Rb présente d’autres possibilités de PTM telles que l’acétylation et/ou la 

méthylation des résidus lysines et arginines. Six sites d’acétylation et trois de méthylation ont 

été identifiés chez l’Homme et sont principalement impliqués dans le maintien de Rb sous sa 

forme active (en évitant les phosphorylations) et l’arrêt du cycle cellulaire. Enfin, la protéine 

Rb possède quatre sites d’ubiquitination au niveau des lysines K143, K265, K574 et K810, et 

un site de SUMOylation en K720. Ces sites d’ubiquitination sont ciblés par des E3 ligases pour 

induire la dégradation de Rb par le protéasome. A ce jour, trois E3 ligases ciblant Rb ont été 

identifiées, Mdm2 (chez la souris, Hdm2 chez l’homme), NRbE3 (Novel Rb E3 Ubiquitin Ligase) 

et hUTP14a (Xiao et al., 1995; Darnell et al., 2003; Uchida et al., 2005; Sdek et al., 2005; Delston 

et al., 2011; Wang et al., 2015; Liu et al., 2018; Rousset-Roman et al., 2019). La SUMOylation, 

quant à elle, a été caractérisée pour son implication dans l’hyperphosphorylation de Rb et 

donc la prolifération cellulaire (Meng et al., 2016). La protéine Rb-like p130 est, quant à elle, 

ciblée par la protéine F-box Skp2 qui sera présentée dans le chapitre 4 de cette introduction 

(Tedesco et al., 2002; Bhattacharya et al., 2003). 

Chez les plantes, les PTM de RBR sont beaucoup moins bien décrites. Cependant, sur la 

base des similarités de séquence en aa et la conservation des domaines avec la protéine Rb 

humaine, 17 sites de phosphorylation par les CDK-CYC ont été proposés (Figure 1.2.2 ; 

Desvoyes et al., 2014). Sur ces 17 sites, 5 phosphorylation ont été observée au niveau des 

sérines S652, S911, S885 et S898 et de la thréonine T406 chez Arabidopsis (Reiland et al., 2009; 

Ábrahám et al., 2011; Magyar et al., 2012; Willems et al., 2020). Comme chez l’Homme, RBR 

est aussi phosphorylée par d’autres kinases que les CDK telles que PIP5K et S6K (Henriques et 

al., 2010, 2013; Dieck et al., 2012). A ce jour aucune acétylation, méthylation ou ubiquitination 

n’a été démontrée chez RBR. Cependant, dans un milieu dépourvu de sucre, alors que la 
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protéine RBR1 est presque entièrement dégradée après 12h, l’ajout de MG132 (drogue 

inhibitrice du protéasome) bloque cette dégradation (Hirano et al., 2011a). Cette donnée 

suggère que les plantes ont conservé le système de régulation de RBR via l’UPS. 

 

II.B L’activation et la répression des gènes  

 
Comme mentionné précédemment, la protéine RBR avec les facteurs E2F et MYB sont 

capables de former des complexes DREAM. Les combinaisons de complexes DREAM 

permettent de coordonner l’expression des gènes précoces (G1/S) et tardifs (G2/M) du cycle 

cellulaire. Par analogie avec les animaux, RBR semble jouer le rôle de plateforme centrale dont 

la diversité des interactions, en fonction de son état de phosphorylation, déterminerait la 

composition des complexes DREAM pour former aussi bien des complexes activateurs que 

répresseurs. Les différents complexes formés vont intervenir dans la régulation de la 

prolifération, l’endoréduplication et la quiescence des cellules.  

 
II.B.1 Les facteurs de transcription MYB 

 
La famille des facteurs de transcription MYB est caractérisée par la présence du domaine 

de liaison à l’ADN Myb. Ce domaine d’une cinquantaine d’aa prend une conformation de type 

hélice-hélice-tour-hélice et peut être répété une, deux ou trois fois, donnant respectivement 

les noms de MYB1R, MYB2R et MYB3R à ces facteurs. Alors que chez les vertébrés trois 

protéines Myb ont été identifiées (a-Myb, b-Myb et c-Myb ; Weston, 1998) possédant toutes 

trois répétitions du motif Myb (MYB3R), Arabidopsis possède 130 gènes MYB. Parmi ces 130 

gènes MYB, 125 présentent 2 répétitions du motif et sont impliqués dans le métabolisme 

primaire et secondaire, le développement et les réponses aux stress biotiques et abiotiques, 

et 5 ont été identifiés pour posséder les 3 répétitions (MYB3R1 à MYB3R5) et permettent la 

régulation du cycle cellulaire (Stracke et al., 2001; Dubos et al., 2010).  

Ces facteurs de transcription MYB3R sont capables de se fixer sur le promoteur des gènes 

présentant un motif MSA (Mitosis-Specific Activator) TCYAACGGYYA (Y correspondant à T ou 

C) afin de réguler la mitose (Ito, 2000; Ito et al., 2001; Ito, 2005; Haga et al., 2011; Kobayashi 

et al., 2015b). Parmi ces 5 MYB3R, MYB3R1 et MYB3R4 ont été caractérisés pour leurs rôles 



Cycle cellulaire mitotique è prolifération cellulaire / tissus jeunes

Endocycle è différenciation / tissus âgés è quiescence 

E2Fb -DP

RBR

MYB3R4

G1 S G2 M

E2Fb -DP

RBR

E2Fb -DP

E2Fa -DP

RBR
P

E2Fc -DP

RBR

MYB3R3

Inhibition des 
gènes mitotiques 

Induction des 
gènes mitotiques 

Gènes tardifsGènes précoces

E2Fa -DP

RBR

Inhibition des gènes 

de l’endocycle

G1 S

E2Fa -DP

RBR

RBR
P

E2Fa -DP

Gènes de l’endocycle

E2Fc -DP

RBR

MYB3R3

E2Fb -DP

RBR

Inhibition des gènes 

de la prolifération

E2Fc -DP

RBR?

MYB3R3?

Inhibition des 
gènes mitotiques 

Figure 1.2.3 : La régulation de la prolifération et de l’endoréduplication par le complexe DREAM

Lors de la prolifération cellulaire, les gènes précoces sont inhibés par le complexe RBR-E2Fb-DP. La
libération de E2Fa et E2Fb de l’action répressive de RBR permet la transcription des gènes précoces du
cycle mitotique. Les gènes tardifs mitotiques sont quant à eux activés par le complexe RBR-E2Fb-DP-
MYB3R4 lors de l’entrée en phase M et sont réprimés par le complexe RBR-E2Fc-DP-MYB3R3 lors du
reste du cycle. L’entrée en endoréduplication se fait d’une part par l’inhibition des gènes de la
prolifération via E2Fc et le complexe RBR-E2Fb, et d’autre part, par l’activation des gènes de
l’endoréduplication par E2Fa. Figure modifiée d’après Magyar et al. (2016). Pointillés: Intervention des
protéines pas encore démontrée
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activateurs (MYB-ac) sur les gènes de la transition G2/M (Haga et al., 2011) alors que MYB3R1, 

MYB3R3 et MYB3R5 en sont les répresseurs (MYB-rep ; Figure 1.2.3 ; Kobayashi et al., 2015).  

La famille de facteurs de transcription MYB-rep est régulée par le protéasome comme l’a 

montré l’accumulation de MYB3R3 et MYB3R5 après un traitement au MG132. Par contre, le 

niveau protéique de MYB3R4 ne changeant pas après un tel traitement, ces données 

suggèrent que le turn-over des MYB-ac pourrait être régulé par un autre processus (Chen et 

al., 2017).  

 
II.B.2 Les facteurs de transcription E2F et leur partenaire DP  

 
La famille des facteurs de transcription E2F joue un rôle essentiel dans le contrôle de la 

prolifération cellulaire en activant ou réprimant de nombreux gènes impliqués dans la 

progression du cycle et la réplication. Cette fonction nécessite la formation d’un hétérodimère 

avec une protéine DP (E2F-DP) qui leur permet d’augmenter leurs liaisons à l’ADN et leur 

activité de transactivation (Maehara et al., 2005; Frolov et al., 2005). Chez les animaux, trois 

gènes DP (DP1, DP2 et DP3) et huit gènes E2F ont été identifiés. Les E2F sont regroupés en 

fonction de leur homologie de séquence et de leur fonction transcriptionnelle. Ainsi, E2F1, 

E2F2 et E2F3A sont des protéines activatrices lors de la transition G1/S, alors que E2F3B, E2F4, 

E2F5 et E2F6 sont des répresseurs présents de façon constitutive tout au long du cycle 

cellulaire (Cao et al., 2010). Ces facteurs E2F se caractérisent par la présence d’un domaine de 

liaison à l’ADN hautement conservé dans la partie N-terminale qui reconnaît la séquence 

consensus TTT(C/G)(C/G)CGC (élément cis régulateur) du promoteur des gènes cibles, d’un 

domaine de dimérisation DP contenant une répétition de sept leucines et d’un domaine de 

transactivation en C-terminale (Morgunova et al., 2015). Deux autres protéines E2F, E2F7 et 

E2F8, ont été caractérisées pour leur fonctionnement atypique puisqu’elles ne forment pas 

d’hétérodimères avec les protéines DP mais présentent un deuxième domaine de liaison à 

l’ADN et assurent un rôle de répresseurs en fin de phase S (Cao et al., 2010; Morgunova et al., 

2015; Chen et al., 2009).  

Chez Arabidopsis thaliana, parmi les 6 gènes codant des protéines E2F (E2F a à f), trois 

d’entre eux, E2Fa, E2Fb et E2Fc (les E2F canoniques) sont homologues des E2F de mammifères 

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (E2F1 à E2F5), et leur protéine sont capables 

de former des hétérodimères avec les 2 protéines DP (DPa et DPb ; Vandepoele et al., 2002; 
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Mariconti et al., 2002). E2Fa et E2Fb interagissent avec DPa tandis que E2Fc interagit 

préférentiellement avec DPb (Magyar et al., 2000; del Pozo et al., 2006). En terme de fonctions 

dans la régulation du cycle cellulaire, on attribue classiquement à ces facteurs, une action 

activatrice pour E2Fa et E2Fb, et inhibitrice pour E2Fc (Mariconti et al., 2002; Magyar et al., 

2016). Cependant, des analyses récentes montrent que les fonctions attribuées aux E2F sont 

plus complexes et dépendent de leurs associations, décrites ci-après, avec RBR1 et/ou les 

autres membres des complexes DREAM (Magyar et al., 2016).  

Ces trois facteurs de transcription E2Fa, E2Fb et E2Fc sont par ailleurs, régulés par le 

protéasome comme l’a montré l’accumulation de ces protéines après un traitement au 

MG132 en condition de carence en sucre (Hirano et al., 2011b). De plus, il a été montré que 

E2Fc est phosphorylée par les complexes CDKA;1-CYCA2;2 et CDKA;1-CYCD2;1 entrainant son 

recrutement par le complexe SCFSKP2A pour induire sa dégradation (del Pozo et al., 2002). Les 

enzymes E3 ligases entrainant la dégradation de E2Fa et E2Fb n’ont, quant à elles, pas encore 

été clairement identifiées.  

Arabidopsis possède aussi 3 protéines E2F atypiques qui ne forment pas d’hétérodimères 

avec les protéines DP : E2Fe/DEL1, E2Fd/DEL2 et E2Ff/DEL3. Ces facteurs de transcription ont 

perdu leur domaine de transactivation, d’hétérodimérisation avec les protéines DP et le 

domaine de liaison avec RBR mais possèdent deux domaines de liaison à l’ADN (Vandepoele 

et al., 2002; Mariconti et al., 2002). La duplication de ce domaine de liaison à l’ADN leur 

permet de se fixer en monomères sur les sites E2F pour réprimer l’expression des gènes 

régulés par les autres E2F (Mariconti et al., 2002). 

 

II.B.3 La régulation du cycle par Rb et les E2F canoniques  

 
La protéine Rb est notamment connue pour son rôle de répresseur des E2F (Hiebert et 

al., 1992). La mécanistique derrière cette répression nécessite à la fois le domaine « pocket 

AB » et le domaine Rb-C (Figure 1.2.2 ; Qin et al., 1992; Hiebert, 1993; Zhu et al., 1995). 

Comme décrit précédemment, le domaine de transactivation des E2F se lie au niveau du sillon 

formé par la « pocket AB » d’une part (Lee et al., 2002; Xiao et al., 2003), alors que le domaine 

CC-MB (Coiled-Coil Marked Box) du complexe E2F-DP interagit avec le domaine Rb-C d’autre 

part, permettant la formation du complexe Rb-E2F-DP (Rubin et al., 2005). Cette interaction 

Rb-E2F-DP dépend de l’hétérodimérisation du complexe E2F-DP puisqu’aucune interaction 
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entre Rb et E2F seul n’est détectée. Notons que la formation de ce complexe Rb-E2F-DP est 

conservée parmi tous les membres des sous-familles E2F canoniques et DP (Rubin et al., 2005). 

La dissociation du complexe Rb-E2F-DP est sous le contrôle de modifications post-

traductionnelles de la protéine Rb. Alors que dans le complexe Rb-E2F-DP, Rb possède une 

architecture allongée active favorisant les interactions, des phosphorylations vont entrainer 

un changement conformationnel de Rb sous une forme globulaire inactive inhibant ces 

interactions (Figure 1.2.2 ; Lamber et al., 2013). La libération des complexes E2F-DP, chez 

l’Homme, se fait en deux étapes. La première étape est la phosphorylation des sérines 

S788/S795 et S608/S612 qui inhibent l’interaction de Rb avec les complexes E2F-DP. La 

deuxième étape est la phosphorylation des thréonines Thr821/Thr826 et Thr356/Thr373 qui 

favorisent, respectivement, le repliement et l’interaction de Rb-C et de Rb-N au niveau de la 

« pocket AB », entraînant la conformation globulaire et donc l’inactivation de Rb (Rubin et al., 

2005; Burke et al., 2010, 2012).  

Chez Arabidopsis, les interactions de RBR1 avec E2Fa, E2Fb et E2Fc et leurs partenaires, 

DPa et DPb, ont été mises en évidence (Boruc et al., 2010; Van Leene et al., 2010; Magyar et 

al., 2012). Tout comme chez les animaux, la régulation de ces complexes est sous le contrôle 

de l’état de phosphorylation de RBR assuré par les complexes CDK-CYC. RBR1 est capable 

d’interagir avec les CYCD, CDKA;1 et CDKF;1 (Boruc et al., 2010). Il a été montré, d’abord chez 

le tabac (Nakagami et al., 2002; Uemukai et al., 2005; Boniotti and Gutierrez, 2001), puis chez 

Arabidopsis (Boniotti and Gutierrez, 2001; Magyar et al., 2012), que RBR est phosphorylée par 

le complexe CDKA;1-CYCD3;1, ce qui entraine la libération des E2F. Cependant, la régulation 

de ces complexes RBR-E2F reste encore compliquée.  

Dans le cas de E2Fa, il est globalement admis que ce facteur de transcription s’associe à 

RBR et DPa mais ne prend pas part aux complexes DREAM. Dans les tissus jeunes, E2Fa 

contribue à l’activation des gènes de la phase S et ainsi, au maintien de la prolifération 

cellulaire (Magyar et al., 2012) alors que dans les cellules en différenciation, lors du 

développement des feuilles par exemple, E2Fa libérée de RBR1, induit l’endoréduplication 

(Figure 1.2.3 ; De Veylder et al., 2002). Récemment, l'enzyme E3 ligase SUMO AtMMS21 

(METHYL METHANESULFONATE SENSITIVITY GENE21) a été caractérisée pour induire la 

dissociation du complexe E2Fa-DPa, en s’associant à DPa et induisant sa SUMOylation, ce qui 

affecte l’activation des gènes cibles de E2Fa (Liu et al., 2016), cette diminution de l’induction 

des gènes G1/S pourrait permettre le passage des cellules en stade de quiescence.  
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Les facteurs, E2Fb et E2Fc sont eux capables de s’associer avec les protéines du complexe 

DREAM (Kobayashi et al., 2015b). Chez Arabidopsis, E2Fb s’exprime de façon constante au 

cours du cycle cellulaire et intervient aussi bien dans la régulation de la transition G1/S que 

G2/M (Mariconti et al., 2002; Magyar et al., 2000, 2005). La dynamique du complexe RBR1-

E2Fb dépend du niveau de phosphorylation de RBR1 par le complexe CDKA;1-CYCD3;1 

(Magyar et al., 2012). Dans les tissus jeunes, E2Fb est impliqué dans le maintien de la 

prolifération. Lors de la phase G1, RBR1 forme un complexe avec E2Fb (RBR1-E2Fb) afin 

d’inhiber les gènes précoces du cycle cellulaire et les gènes impliqués dans la différenciation 

cellulaire tels que l’entrée en endoréduplication (Magyar et al., 2005, 2012). Lors de l’entrée 

en phase S, la libération de E2Fb du répresseur RBR (alors phosphorylé) permet l’activation 

des gènes impliqués dans la réplication (De Veylder et al., 2002; Magyar et al., 2000, 2012; 

Sozzani et al., 2006; Őszi et al., 2020). Dans les tissus plus âgés, E2Fb est impliqué dans la 

répression de cette prolifération grâce à la diminution des quantités de protéines RBR et E2Fb 

et la formation du complexe répresseur RBR-E2Fb (Kobayashi et al., 2015b; Őszi et al., 2020). 

Lors de la mitose, le complexe RBR1-E2Fb-MYB3R4 vient activer les gènes permettant la 

réalisation de la mitose (Figure 1.2.3 ; Kobayashi et al., 2015). Dans le cas de E2Fc, ce facteur 

qui s’accumule lors de la phase S au niveau transcriptionnel, s’exprime au niveau des tissus 

méristématiques ainsi que dans les cellules différenciées telles que les trichomes. Il joue un 

rôle clef dans le développement des plantes en assurant à la fois, la répression de la 

prolifération cellulaire et le contrôle de l’entrée et du maintien en endoréduplication (del Pozo 

et al., 2002, 2006; Kobayashi et al., 2015b). L’activité répressive de E2Fc est assurée lors du 

cycle grâce à la formation du complexe RBR1-E2Fc-MYB3R3 qui permet de réprimer les gènes 

mitotiques (Figure 1.2.3 ; Kobayashi et al., 2015). 

Grâce à des analyses de séquençage de chromatine immunoprécipitée (ChIPseq ou 

Chromatin immunoprecipitation sequencing) et de techniques dérivées (ChAP ou chromatin 

affinity purification et, TChAP ou Tandem Chromatin Affinity Purification), 2407 gènes ciblés 

par E2Fa ont été identifiés chez Arabidopsis dont 684 présentent la séquence consensus E2F-

binding (Ramirez-Parra et al., 2003; Vandepoele et al., 2005a; Naouar et al., 2009; Verkest et 

al., 2014). Ces gènes sont principalement impliqués directement dans le cycle cellulaire ou sa 

régulation séquentielle, et dans la réparation de l’ADN (Verkest et al., 2014). Les facteurs de 

transcription E2Fa, E2Fb et E2Fc reconnaissant, au niveau des séquences promotrices, la 
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même séquence consensus E2F-binding que chez l’Humain, ils entrent donc directement en 

compétition dans la régulation de l’expression des gènes ciblés (Mariconti et al., 2002).  

Une analyse de ChIPseq a récemment mis en évidence la liaison indirecte de RBR1 avec 

937 gènes impliqués dans le cycle cellulaire, la réparation et la réplication de l’ADN, ainsi que 

l’organisation de la chromatine (Bouyer et al., 2018a). Sur ces gènes, 368 présentent la 

séquence consensus E2F-binding (WTTSSCSS ou le W est A/T et S, C/G) dont 121 sont déjà 

connus pour être ciblés par E2Fa (Top 200 ; Verkest et al., 2014). Notons que 64 autres gènes 

présents dans l’analyse CHIPseq de RBR1 sont ciblés par E2Fa malgré l’absence de la séquence 

consensus. Par ailleurs, parmi les 207 promoteurs ciblés par le facteur MYB3R3 retrouvés dans 

l’analyse CHIPseq de RBR1 (Kobayashi et al., 2015b), 90 le sont aussi par E2Fa. L’analyse de 

Bouyer et al. (2018) combinée aux données déjà publiées (Verkest et al., 2014 ; Kobayashi et 

al., 2015) a permis de mettre en évidence une liste non exhaustive des gènes ciblés par le 

complexe DREAM.  

 

III Les CDK régulent la progression du cycle  

 
La progression à travers les phases du cycle mitotique tout comme de l’endocycle, est 

sous le contrôle de l’activité d’une famille de protéines, les kinases dépendantes des cyclines 

(Cyclin-Dependant Kinase ou CDK). Ces niveaux d’activité kinase sont régulés par des 

interactions protéine-protéine, des modifications post-traductionnelles ainsi que des 

dégradations sélectives de protéines (Morgan et New Science Press, 2007).  

 

III.A Les CDK 

 
Les CDK ont un rôle clef dans la progression du cycle cellulaire. Identifiées pour la 

première fois chez des mutants de levure, Schizosaccharomyces pombe (Cdc2) et 

Saccharomyces cerevisiae (Cdc28), présentant un défaut du cycle cellulaire (Russell et Nurse, 

1986), leurs orthologues ont été identifiés chez les mammifères (Humain ; Lee et Nurse, 1987; 

Draetta et al., 1987) et les plantes (Arabidopsis ; Ferreira et al., 1991; Hemerly et al., 1992). 

Huit classes de CDK (CDKA à CDKG) ont été caractérisées chez Arabidopsis (Mironov et al., 

1999; Joubès et al., 2000; Vandepoele et al., 2002; Menges et al., 2005) mais seules deux 
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d’entre elles, CDKA et CDKB, sont impliquées directement dans la progression du cycle 

cellulaire.  

Chez Arabidopsis, la famille des CDKA est composée d’un seul membre, le gène CDKA;1, 

qui joue un rôle clef dans la division cellulaire en contrôlant les cycles méiotique et mitotique 

lors des transitions G1/S et G2/M (Figure 1.2.4 ; Ferreira et al., 1991; Magyar et al., 1997; 

Dissmeyer et al., 2007; Harashima et al., 2007; Bulankova et al., 2010; Nowack et al., 2012; 

Takatsuka et al., 2015; Sofroni et al., 2020). La kinase CDKA;1 est la seule CDK, chez 

Arabidopsis, contenant le motif PSTAIRE impliqué dans l’interaction avec les cyclines, tout 

comme ses orthologues Cdk1 chez les mammifères et Cdc2/28 chez les levures (Mironov et 

al., 1999; Joubès et al., 2000; Vandepoele et al., 2002). Bien que viable, le mutant cdka;1 a une 

fréquence d’apparition de 3,8% dans la descendance d’une plante hétérozygote, et est affecté 

au niveau cellulaire dans l’entrée des cellules en phase S et le maintien des cellules souches. 

Ces altérations résultent en des phénotypes sévères, notamment une stérilité totale, un retard 

de l’élongation racinaire, une forte réduction de la taille des cotylédons et des feuilles, une 

augmentation de la taille des cellules au niveau des cotylédons et de la première paire de 

feuilles et, une réduction de l’endoréduplication en accord avec la présence de trichomes 

petits et non branchés (Nowack et al., 2012). 

Les CDKB spécifiques des plantes, constituent chez Arabidopsis une famille de 4 gènes 

CDKB1;1, CDKB1;2, CDKB2;1 et CDKB2;2. Ces protéines sont caractérisées par la présence des 

motifs PPTALRE (CDKB1) et PS/PTTLRE (CDKB2 ; Vandepoele et al., 2002). De manière 

générale, elles assurent la régulation du point de contrôle G2/M lors de la progression du cycle 

(Figure 1.2.4 ; Porceddu et al., 2001; Nowack et al., 2012), et plus particulièrement leur 

implication a été montrée dans la formation des stomates (CDKB1 ; Boudolf et al., 2004; Xie 

et al., 2010) et l’organisation des niches de cellules souches (CDKB2 ; Andersen et al., 2008).  

 

III.B La régulation de l’activité des CDK 

 
L’activité des CDK est fortement régulée par le contrôle de leur conformation suite aux 

interactions avec d’autre protéines ou aux PTM. Si la conformation des CDK et la dynamique 

précise de leur régulation est très bien documentée dans le règne animal (livre et revue 

Morgan et New Science Press, 2007; Wood et Endicott, 2018), peu d’informations sont 
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disponibles au niveau structural chez les plantes. Ces informations structurales nécessaires à 

la compréhension de l’activité des CDK sont présentées en Figure 1.2.5. 

 
III.B.1 Les complexes CDK-cyclines  

 
Les cyclines (CYC) ont un rôle majeur dans l’activation des CDK. Les cyclines présentent 

un domaine cyclin-box d’environ 100 aa qui permet leur interaction avec les CDK entrainant 

l’activation de leur activité kinase (Nugent et al., 1991; Wang et al., 2004). Chaque cycline 

présente un profil d’expression spécifique durant le cycle cellulaire permettant grâce aux 

différents complexes CDK-CYC de réguler les phases du cycle. Les premières cyclines (A et B) 

ont été identifiées chez des œufs d’oursin de mer et présentaient une accumulation et une 

dégradation par protéolyse à des stades précis du cycle cellulaire (Evans et al., 1983). Depuis 

cette découverte, 29 cyclines ont été caractérisées chez les mammifères (Humain ; 

Malumbres et Barbacid, 2005) et 49 chez les plantes (Arabidopsis ; Vandepoele et al., 2002; 

Wang et al., 2004; Menges et al., 2005). Chez Arabidopsis, ces cyclines sont organisées en dix 

classes (A-D, H, L, T, U, SDS et J18 ; Wang et al., 2004) et quatre d’entre elles interviennent 

directement dans la régulation du cycle cellulaire.  

Les cyclines A (A1, A2 et A3 constituant une famille de 10 gènes), les cyclines B (B1 et B2, 

une famille de 11 gènes) et les cyclines D (D1-D7, une famille de 10 gènes ; Vandepoele et al., 

2002; Wang et al., 2004; Menges et al., 2005), sont capables de s’associer avec les CDKA;1 et 

CDKB (Figure 1.2.4 ; Boruc et al., 2010; et références citées dedans). Au sein des cyclines de 

type A, CYCA3;1 et CYCA3;2 sont fortement présentes dès l’entrée en phase G1/S (Menges et 

al., 2005), et des analyses in vitro ont montré que le complexe CDKA;1-CYCA3;1 permet la 

phosphorylation de la protéine RBR1 (cf paragraphe II.A.2) confirmant le rôle clef de ces 

cyclines A dans la transition G1/S (Takahashi et al., 2010). Les autres cyclines A sont 

majoritairement exprimées en G2/M (Menges et al., 2005) et sont des régulateurs clefs de 

cette transition (Vanneste et al., 2011). Ainsi, l’association de la CYCA2;3 avec CDKB1;1 

intervient dans le contrôle du maintien du cycle mitotique et la régulation négative de l’entrée 

en endocycle (Imai et al., 2006; Boudolf et al., 2009). Les cyclines B sont fortement exprimées 

en phase G2/M et interviennent dans l’entrée et la progression de la mitose (Menges et al., 

2005; Joubès et al., 2000). La CYCB1;1 a été caractérisée pour son implication dans la réponse 

aux dommages à l’ADN, où le complexe CDKB1-CYCB1;1 intervient au niveau de la 
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recombinaison homologue (HR ; Weimer et al., 2016). Bien qu’étant un marqueur de la 

division cellulaire, l’induction de CYCB1;1 en condition de stress marque l’arrêt des cellules en 

phase S ou en début de phase G2 (Schnittger et De Veylder, 2018). Les cyclines B interviennent 

aussi dans la régulation de l’endoréduplication puisque la dégradation de CYCB1;1 permet 

d’induire l’endoréduplication dans les cellules non-méristématiques (Serralbo et al., 2006; 

Pérez-Pérez et al., 2008). La plupart des cyclines D (i.e. CYCD3;3, CYCD4;1, CYCD4;2, CYCD5;1, 

CYCD6;1 et CYCD7;1 ; Komaki et Sugimoto, 2012) sont exprimées au cours des phases G1 et S, 

et tout comme chez les animaux, elles interviennent dans la transition G1/S. Ainsi, en 

association avec la CYCD1;1 (Veylder et al., 1997), CDKA;1 est capable de phosphoryler 

l’homologue de Rb (RBR1 ; cf paragraphe II.A) permettant l’entrée en phase S (Boniotti and 

Gutierrez, 2001; Nowack et al., 2012). Aussi, de façon intéressante, la CYCD3;1 est transcrite 

au cours des phases G2 et M. Des analyses de surexpression et de mutant de CYCD3;1 ont 

permis de révéler son implication dans la durée de la phase M et dans le timing de la transition 

vers l’endocycle (Schnittger et al., 2002; Dewitte et al., 2003). Notons que sur les dix cyclines 

D présentes chez Arabidopsis, huit présentent le motif LxCxE permettant l’interaction avec 

RBR1 (Vandepoele et al., 2002). 

Tout comme leur homologue chez la levure, la majorité des CYCA et CYCB chez 

Arabidopsis présentent un domaine dit D-box (Destruction box ; Genschik et al., 1998; Wang 

et al., 2004) permettant leur dégradation suite à l’adressage de ces cyclines via le complexe 

APC/C au protéasome 26S (Marrocco et al., 2009; Boudolf et al., 2009). Les cyclines D sont 

aussi dégradées par le protéasome, mais le complexe E3 ligases les ciblant n’a pas été identifié 

(Sanz et al., 2011).  

Enfin la cycline H, codée par un gène unique chez Arabidopsis, (CYCH;1; Vandepoele et 

al., 2002), permet de réguler l’activité des kinases activatrices des CDK (CDK-activating kinase 

ou CAK, décrites ci-après) en se liant à ces kinases (Figure 1.2.4 ; Boruc et al., 2010) .  

 
III.B.2 Les phosphorylations des CDK  

 

III.B.2.a Les kinases activatrices des CDK (CAK) 

 
Un autre niveau d’activation des CDK, leur permettant la reconnaissance de leur substrat, 

est leur phosphorylation. Les CDK peuvent être activées par une phosphorylation dans leur 
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région T-loop (Figure 1.2.5). Ces phosphorylations sont réalisées par une catégorie particulière 

de CDK, appelées kinases activatrices de CDK ou CAK (Nigg, 1996; Draetta, 1997). Chez 

Arabidopsis, deux classes de CAK ont été identifiées, celle des CDKD composée de trois gènes 

(CDKD;1, CDKD;2 et CDKD;3) et celle de CDKF, spécifique des plantes, et codée par un seul 

gène CDKF;1 (Umeda et al., 2005). Ces CAK ont un rôle majeur chez les plantes. En effet, bien 

que présentant une activité redondante (les simples mutants cdkd n’ont pas de phénotype 

particulier; Hajheidari et al., 2012), la perte de plusieurs de ces gènes entraîne des phénotypes 

importants. Ainsi les doubles mutants cdkd;1cdkd;2 et cdkd;2cdkd;3 présentent une réduction 

de la croissance et de la fertilité (Hajheidari et al., 2012), le double mutant cdkd;1cdkd;3 

présente une létalité gamétophytique due à leur implication dans la méiose (Takatsuka et al., 

2015; Sofroni et al., 2020) alors que le triple mutant pour les trois allèles CDKD est létal 

(Hajheidari et al., 2012). Le mutant cdkf;1, quant à lui, est sévèrement affecté dans la division 

et l’élongation cellulaire ainsi que l’endoréduplication entrainant la formation d’une plante 

naine avec des feuilles serratées (Takatsuka et al., 2009; Hajheidari et al., 2012). Ces 

altérations peuvent s’expliquer par l’implication des CAK dans la régulation de l’activité de 

CDKA;1 qui devient active à la suite de la phosphorylation du résidu thréonine Thr161 de sa 

région T-loop (Figure 1.2.4 et 1.2.5 ; Dissmeyer et al., 2007). Cette activation est permise grâce 

aux CDKD, elles-mêmes phosphorylées sur leur région T-loop et activées par CDKF;1 

(Takatsuka et al., 2009; Hajheidari et al., 2012). 

 

III.B.2.b Phosphorylations inhibitrices des CDK  

 
La phosphorylation (inhibitrice)/déphosphorylation (activatrice) des résidus Tyrosine 15 

et Thréonine 14 au niveau de la partie N-terminale des CDK composant le sillon permet de 

moduler leur activité (Figure 1.2.5 ; Morgan et New Science Press, 2007). Ces modifications, 

largement comprises chez les mammifères, sont réalisées par le module Wee1 (kinase)/ Cdc25 

(phosphatase). L’équilibre entre les activités de Wee1 et Cdc25 permet la progression correcte 

du cycle cellulaire mitotique chez les mammifères (Elbæk et al., 2020). Ces régulateurs clefs 

du cycle cellulaire interviennent, d’une part, lors de la phase S pour réguler la réplication de 

l’ADN. Wee1 permet de limiter l’initiation de la réplication régulant ainsi la dynamique de 

réplication et l’intégrité des génomes. D’autre part, lors de la phase G2, Wee1 et Cdc25 
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permettent l’arrêt du cycle cellulaire et le contrôle de l’ADN répliqué avant l’entrée en mitose 

(Figure 1.2.4 ; Elbæk et al., 2020).  

Chez les plantes, ces phosphorylations inhibitrices/activatrices et leurs régulations, sont 

différentes (Dissmeyer et al., 2010). D’une part, l’homologue de Wee1 est présent chez les 

plantes (Sun et al., 1999; Sorrell et al., 2002; Gonzalez et al., 2007). Alors que chez les 

mammifères, les souris mutantes Wee1-/- meurent pendant l’embryogénèse (Tominaga et al., 

2006), les mutants d’Arabidopsis wee1 présentent une croissance et un développement 

normal comparés aux plantes sauvages (De Schutter et al., 2007). Grâce à des analyses in vitro, 

il a été montré que WEE1 est capable de phosphoryler les CDK pour inhiber leurs activités (Sun 

et al., 1999; Shimotohno et al., 2006; Gonzalez et al., 2007; Dissmeyer et al., 2009). D’un point 

de vue régulation, WEE1 serait ciblée par l’E3 ligase SCFSKIP1 pour induire sa dégradation par 

le protéasome 26S (Cook et al., 2013). D’autre part, les plantes ne présentent pas de "vrai" 

homologue de Cdc25. Seul un gène candidat CDC25 a été caractérisé chez les plantes (Landrieu 

et al., 2004a, 2004b), mais il ne possède pas la région régulatrice N-terminale, bien 

qu’impliqué dans l’augmentation de l’activité des complexes CDK-cycline (Landrieu et al., 

2004a). Les mutants cdc25 quant à eux ne présentent pas d’altération de la croissance ou du 

profil de ploïdie de l’ADN (Dissmeyer et al., 2009). 

Ainsi, les membres du module CDKA/WEE1/CDC25 sont présents chez les plantes et les 

phosphorylations des résidus Tyrosine 15 et Thréonine 14 ont été mises en évidence chez 

Arabidopsis pour moduler l’activité des CDKA;1 (Dissmeyer et al., 2009). Cependant, ces 

phosphorylations n’interviennent pas très clairement dans la régulation de la progression du 

cycle cellulaire permettant d’expliquer l’absence de phénotypes des mutants wee1 et cdc25. 

Cela suggère des fonctions redondantes de ces protéines avec d’autre kinase et phosphatases 

chez les plantes. 

 
III.B.3 Les inhibiteurs des CDK  

 
Un autre niveau de régulation des CDK-CYC est la fixation de protéines dites inhibiteurs 

de CDK (CDK inhibitor ou CKI) qui vont bloquer l’activité du complexe (Figure 1.2.4). Les CKI 

peuvent venir interagir à la fois avec la cycline et la CDK, entraînant un changement de 

conformation du lobe amino-terminal au-dessus du site actif et le blocage du site de liaison à 

l’ATP (Figure 1.2.5). Chez les mammifères, deux classes de CKI sont distinguées sur la base de 
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leur mode d’action et de leur séquence : les Cip/Kip (CDK interacting protein/Kinase 

inhibitorory protein) et les INK4 (INhibitors of CDK4). La famille des Cip/Kip comprend 3 

membres, à savoir : p21Cip1 impliquée en phases G1 et G2, notamment en réponse aux 

dommages à l’ADN, p27Kip1 qui aide à maintenir les cellules en phase G0, et p57Kip2 qui permet 

de réguler la prolifération et la différenciation cellulaire et intervient en G0 et G1. La famille 

INK4 quant à elle, distingue 4 membres : p16/INK4 A, p15/INK4B, p18/INK4C, et p19/INK4D. 

Ces protéines INK4 se lient aux Cdk4 et Cdk6, inhibant l’interaction et l’activation de ces CDK 

par les cyclines D lors de la phase G1 (Roskoski, 2019).  

Chez les plantes, deux familles de CKI sont présentes. La première partage un domaine 

de 30 résidus en N-terminale avec la famille des CIP/KIP des mammifères et s’appelle les 

ICK/KRP (Interactor/Inhibitor of CDK/Kip-related inhibitor ; Wang et al., 2000; De Veylder et 

al., 2001; Zhou et al., 2003). Chez Arabidopsis, 7 membres KRP (KRP1-7) ont été identifiés et 

tous sont capables d’interagir avec les CDKA;1, CDKB1;2, CDKD;2, CDKD;3 et les cyclines de 

types D et H alors que les interactions avec les cyclines A, CDKB1;1, CDKB2;1, CDKD;1, CDKF;1 

semblent être spécifiques à certaines KRP (Vandepoele et al., 2002; De Veylder et al., 2001). 

Le niveau d’accumulation des protéines KRP est important pour leurs fonctions. D’une part, la 

surexpression de ces KRP entraine des phénotypes forts affectant la croissance et la 

morphologie des plantes tels que la réduction du nombre de cellules, de la taille des plantes, 

la formation de feuilles sérratées et une modification du niveau de l’endoréduplication (Wang 

et al., 2000; De Veylder et al., 2001; Jasinski et al., 2002; Zhou et al., 2003; Jégu et al., 2013; 

Noir et al., 2015). Ces phénotypes sont probablement dus à l’action inhibitrice des KRP sur les 

CDK comme cela a été démontré pour KRP2 et CDKA;1 (De Veylder et al., 2001; Cheng et al., 

2013). D’autre part, à l’exception de quelques mutants (i.e KRP5 ; Jégu et al., 2013), la perte 

d’une seule KRP n’entraine pas de phénotypes forts. La redondance de fonctions des KRP 

nécessite l’utilisation de quadruples et quintuples mutants krp pour observer des phénotypes 

tels qu’une augmentation du nombre de cellules mais une réduction de leurs tailles ou la 

formation de feuilles étroites et curvées et des septuples mutants pour étudier la fonction des 

KRP dans la formation des mégaspores (Cheng et al., 2013; Cao et al., 2018). Le niveau de 

protéines KRP est régulé grâce à leur dégradation par le système UPS. Ainsi il a été montré 

que KRP1 est ciblée par l’E3 ligase SCFSKP2b et la protéine RING RKP (Related to KPC1), les 

enzymes RHF1a (RING-H2 group F1a) et RHF2a entrainent la dégradation de KRP6 durant la 

méiose lors de la formation des gamètes alors que les KRP 6 et 7 sont reconnues par l’E3 ligase 
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SCFFBL17 lors du développement du grain de pollen (voir chapitre 4 ; Ren et al., 2008; Liu et al., 

2008; Gusti et al., 2009; Kim et al., 2008).  

La deuxième famille de CKI, spécifique aux plantes, est celle des SMR (SIAMESE-related 

ou SIM-related). Les SIM/SMR partagent un motif commun avec les KRP, bien que non 

essentiel à leur fonctionnement, impliqué dans l’interaction avec les cyclines (Churchman et 

al., 2006; Peres et al., 2007; Kumar et al., 2018). Ainsi, les SIM/SMR sont capables d’interagir 

avec les cyclines D et CDKA;1 (Churchman et al., 2006), et aussi, avec CDKB1;1 in vitro (Kumar 

et al., 2015). Ce groupe est composé de 17 membres chez Arabidopsis (Kumar et al., 2015) qui 

interviennent principalement dans la mise en place de l’endoréduplication, mais aussi dans la 

réponse aux conditions de stress (Churchman et al., 2006; Peres et al., 2007; Kumar et Larkin, 

2017; Kumar et al., 2018; Dubois et al., 2018).  

 

 



Figure 1.3.1 : Les stress génotoxiques endogènes et exogènes

Les stress génotoxiques peuvent être d’origines soit endogène, suite à une erreur lors de la réplication
de l’ADN ou une production anormalement élevée de ROS par le métabolisme cellulaire, soit exogène,
via l’exposition aux agents pathogènes, aux radiations (UV et ionisantes) et aux produits chimiques.
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Chapitre 3 : La réponse aux dommages à l’ADN 

 
Les organismes sont constamment soumis à différentes sortes de stress. Qu’ils soient 

endogènes ou exogènes, certains de ces stress peuvent compromettre l’intégrité physique ou 

fonctionnelle des génomes et induire des dommages à l’ADN, ces stress sont alors dits 

génotoxiques (Figure 1.3.1). Cependant, les cellules possèdent des systèmes complexes et 

sophistiqués pour maintenir l’intégrité génétique de l’individu afin que ces anomalies ne 

soient pas transmises aux générations futures. L’étude de ces systèmes a permis à Tomas 

Lindahl, Paul Modrich et Aziz Sancar de recevoir le prix Nobel de chimie en 2015 pour avoir 

cartographié les mécanismes moléculaires de la réparation de l’ADN et de la conservation de 

l’information génétique (Cleaver, 2016). 

 

I Les stress génotoxiques  

 

I.A Les stress endogènes 

 
I.A.1 Production d’espèces réactives de l’oxygène 

 
Les espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species ou ROS) sont des molécules 

bioactives importantes intervenant au niveau de la signalisation et de l’homéostasie cellulaires 

dans de nombreux processus tels que la croissance, le développement, la maintenance des 

méristèmes végétatifs apicaux, la morphogénèse des organes, la réponse aux stress et les 

modifications épigénétiques (Huang et al., 2019). L'anion superoxyde (O2
−), le peroxyde 

d'hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyle (HO•) font parties des ROS les mieux décrites 

(Sharma et al., 2012; Chatterjee et Walker, 2017). Ils sont issus d’un transfert d’électrons, 

dérivés des activités chloroplastiques, mitochondriales ou de voies métaboliques, sur le 

dioxygène (O2 ; Sharma et al., 2012; Huang et al., 2019). Leur production est favorisée par les 

stress environnementaux tels que la sécheresse, le stress salin, les radiations UV ou les 

attaques pathogènes. Malgré leurs rôles importants en tant que messager secondaire dans les 

processus cellulaires, une forte accumulation de ROS au sein des cellules peut entrainer un 

stress oxydatif provoquant des dommages à l’ADN pouvant être nucléaires, mitochondriaux 

ou chloroplastiques (Sharma et al., 2012; Chatterjee et Walker, 2017). L’attaque oxydative de 
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l’ADN entraine une oxydation des désoxyriboses, une cassure des brins d’ADN, la perte de 

nucléotides, la modification des bases des nucléotides ainsi que la formation d’interactions 

croisées (crosslink) avec des protéines (Sharma et al., 2012). Par exemple, l’HO•, espèce la plus 

réactive, va réagir avec les bases de l’ADN en s’ajoutant au niveau de leurs doubles liaisons ou 

avec les sucres de l’ADN en retirant les atomes d’hydrogènes des désoxyriboses (Imlay et al., 

1988; Dizdaroglu et al., 1991; Breen et Murphy, 1995).  

Tout en maintenant une quantité suffisante de ROS pour maintenir les activités 

cellulaires, les plantes possèdent des systèmes de défense antioxydants efficaces afin de 

maintenir l’homéostasie cellulaire, permettant d’éviter une accumulation de ROS et donc de 

dommages à l’ADN.  

 
I.A.2 La réplication de l’ADN 

 
La réplication de l’ADN, qui se doit d’être hautement fidèle afin d’éviter la perte 

d’information génétique, est assurée par des enzymes, les DNA polymérases (Pol, cf Partie 1, 

Chapitre 2). Chez la plupart des organismes, ces DNA polymérases sont multiples (e.g. 8 chez 

Saccharomyces cerevisae, 16 chez l’Homme et 12 chez Arabidopsis thaliana) et 3 complexes 

en particulier, les Pol α, δ, et ε, assurent la duplication des génomes chez les eucarytes 

(Pedroza-Garcia et al., 2019). Ces polymérases réplicatives peuvent engendrer des erreurs à 

la suite de l’incorporation de nucléotides mal appariés. Un système de relecture assuré par 

des DNA polymérases spécialisées est capable de retirer 90 à 99% des bases mal appariées 

permettant à la machinerie de réplication de présenter un taux d’erreurs d’environ 10–7 à 10–

8 chez les Eucaryotes (Kunkel, 2004; Jiricny, 2013). Ces taux d’erreurs, déterminés en absence 

de stress environnementaux et de réparation de l’ADN, sont augmentés par tout stress 

supplémentaire agissant sur la machinerie de réplication. 

 

I.B Les stress exogènes 

 
En tant qu’organismes sessiles, les plantes subissent des contraintes exercées par leur 

environnement sans pouvoir leur échapper. Les stress génotoxiques exogènes correspondent 

aux infections par des agents pathogènes ou à l’exposition à des métaux lourds (tels que 
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l’aluminium), et principalement à l’exposition aux rayonnements solaires, ou à des agents 

chimiques mutagènes. Ces deux derniers types de stress sont développés ci-après.  

 
I.B.1 Les rayonnements  

 
Certains rayonnements sont capables d’induire des dommages à l’ADN. Dans 65% des 

cas, ces dommages sont issus de la production de ROS chez les organismes et dans 35% des 

cas, les rayonnements affectent directement l’intégrité physique de l’ADN (étude in vitro sur 

des cellules de mammifères; Chapman et al., 1973; Ward, 1988). Parmi ces rayonnements, on 

retrouve, d’une part, les rayonnements ultraviolets (UV ; 10–400 nm), issus de la lumière du 

soleil et décomposés en trois classes, les UV-A (320 à 400 nm), les UV-B (290 à 320 nm) et les 

UV-C (280 à 100 nm). Seuls les UV-A (95% des rayonnements) et les UV-B (5% des 

rayonnements) atteignent la surface de la Terre, alors que les UV-C sont eux filtrés à leur 

entrée dans l’atmosphère par l’oxygène et l’ozone (Sinha et Häder, 2002). Cependant, aussi 

bien les UV-B que les UV-C peuvent être absorbés par l’ADN et produire des photolésions et 

des photoproduits. Ceux-ci entrainent alors une distorsion de l’hélice d’ADN ce qui peut soit 

interférer avec la réplication et la transcription de l’ADN, soit dans certains cas, induire des 

cassures simple brins de l’ADN (Sinha et Häder, 2002; Molinier, 2017). D’autre part, les 

rayonnements ionisants (IR) composés des rayonnements alpha, béta, gamma, neutron, X et 

les UV lointains (122 à 200 nm) sont produits par différentes sources naturelles (sol, 

rayonnement cosmique…) ou par l’Homme (appareils médicaux, activités industrielles…) et 

sont les plus nuisibles pour l’ADN. Ils peuvent former des clusters de dommages comprenant 

des lésions au niveau des bases de l’ADN voir leurs pertes, l’oxydation des purines ou 

pyrimidines, des réactions croisées avec les protéines (crosslink), des cassures simple-brin de 

l’ADN, mais aussi le dommage le plus critique, des cassures double-brins de l’ADN (Ward, 

2000; Sage et Shikazono, 2017).  

 
I.B.2  Les agents chimiques  

 
La découverte des cellules cancéreuses en 1850 a entrainé le développement de 

méthodes visant à contrer cette prolifération anormale des cellules. En plus de la chirurgie et 

de la radiothérapie, il a fallu attendre presque 100 ans et la découverte de molécules 
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chimiques pouvant affecter la régulation du cycle cellulaire pour permettre la mise en place 

de la chimiothérapie, efficace dans contre de nombreux types de cancers. Ces molécules 

chimiques sont capables d’inhiber la prolifération anormale des cellules cancéreuses, mais 

induisent aussi des dommages à l’ADN sur toutes les cellules de l’organisme. Certaines de ces 

drogues sont utilisées afin d’étudier la réponse aux dommages à l’ADN (Kim et al., 2016a).  

 

I.B.2.a La Zéocine (zeocin) 

 
Dans les années 1956, Umezawa et ses collaborateurs découvrent, en étudiant la bactérie 

Streptomyces verticillus, une nouvelle classe d’antibiotiques antitumoraux appelée 

bléomycine (Umezawa et al., 1966; Kim et al., 2016c). Cette famille possède des propriétés 

radiomimétiques dont le mode d’action se caractérise par la formation de complexes avec des 

ions métalliques tels que le cuivre (Cu2+) ou le fer (Fe2+, D’Andrea et Haseltine, 1978). Ce 

complexe s’intercale entre les bases de l’ADN et catalyse une réaction d’oxydoréduction 

entrainant la cassure de l’ADN par la libération de radicaux libres (Stubbe et Kozarich, 1987). 

La Zéocine (ou phléomycine D1, C55H86N20O21S2) est un analogue naturel de la 

bléomycine. Son implication dans la cassure double-brin (double strand break ou DSB) de 

l’ADN a été caractérisée chez Saccharomyces cerevisiae (Todorova et al., 2019) et 

Chlamydomonas reinhardtii (Chankova et al., 2007). Soluble dans l’eau, elle est vendue sous 

forme inactive, chélatée au cuivre Cu2+, lui donnant sa couleur bleue caractéristique. La 

réduction de Cu2+ en Cu+ libère la Zéocine qui devient active et se lie alors à l’ADN entrainant 

les cassures (Thermofisher: User Guide: Zeocin Selection Reagent 

(https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/cell-culture/transfection/selection/ 

zeocin.html).  

 

I.B.2.b L’Hydroxyurée  

 
Synthétisée pour la première fois en 1869 par W.F.C Dresler, il a fallu attendre 1928 et 

les travaux de F. Rosenthal sur l’inhibition de la croissance des leucocytes de moelles osseuses 

de lapin pour découvrir le mode d’action de l’hydroxyurée (HU; Dresler et Stein, 1869; 

Rosenthal et al., 1928). En se liant à la ribonucléotide réductase, l’HU (CH4N2O2) inhibe la 

formation des désoxyribonucléotides à partir des ribonucléotides perturbant la synthèse de 
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l’ADN durant la phase S (Young et Hodas, 1964; Krakoff et al., 1968). L’inhibition de la synthèse 

de l’ADN en phase S entraine un arrêt du cycle ainsi que l’induction de dommages à l’ADN tels 

que les cassures simple brin (Singh et Xu, 2016).  

 

I.B.2.c La Cisplatine 

 
Synthétisée pour la première fois en 1845 par Michel Peyrone, la cisplatine (Pt(NH3)2Cl2) 

présente une structure assez simple élucidée en 1893 par Alfred Werner, composée d’un 

atome de platine en son centre, de 2 groupes amines et 2 chlores (Chemical & Engineering 

News: Top Pharmaceuticals: Cisplatin). Il a fallu attendre 1965 et les travaux de B. Rosenberg 

sur l’impact des champs électriques sur la prolifération bactérienne pour comprendre son 

mode d’action (Rosenberg et al., 1965). B. Rosenberg observa que l’inhibition de la 

prolifération bactérienne dans un milieu de culture en présence de courant électrique est en 

fait due à la nature des électrodes et non à la présence de courant électrique. Les électrodes 

de platines en réaction aux ions ammonium et chlorure du milieu de culture libèrent un 

complexe de platine, la cisplatine, ayant un effet inhibiteur sur la division cellulaire. Depuis 

lors, la cisplatine est l’une des drogues les plus utilisées dans les traitements anti-cancéreux 

(Rosenberg et al., 1965; Kim et al., 2016b). Lorsque la cisplatine est en conformation cis, elle 

est alors active et une hydrolyse des groupements chlores entraine un chargement de l’ion 

platine [Pt(NH3)2ClH2O]+ induisant une liaison aux bases guanosines ou adénines de l’ADN. 

Cette liaison de la cisplatine à l’ADN entraine la formation de réticulation croisée ou intra-brin 

(crosslink ou intracrosslink) qui à terme entraine un arrêt de la réplication de l’ADN. 

 

II Les réponses aux dommages à l’ADN  

 
L’ADN est sujet à un large répertoire de dommages comprenant la réticulation de l’ADN 

(crosslink), les cassures simple- et double- brin, les dommages ou la perte de bases ou de 

nucléotides, les interactions ADN-protéine ou le blocage de la fourche de réplication (Tuteja 

et al., 2001). Parmi ces dommages, la cassure double-brin (DSB) de l’ADN est le type le plus 

néfaste pour l’intégrité de la séquence d’ADN. En effet, si la réparation mise en place n’est pas 

efficace, l’organisme peut perdre des fragments de séquence d’ADN porteuse de l’information 

génétique allant parfois jusqu’à la perte d’un gène entier (Cannan et Pederson, 2016). Etant 
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donnée l’importance de conserver leur intégrité génomique, les cellules ont développé 

différentes stratégies pour détecter et répondre aux stress génotoxiques. Ces stratégies 

constituent les réponses aux dommages à l’ADN (DNA damage response ou DDR ; Tuteja et 

al., 2001).  

A la suite de la détection d’un dommage à l’ADN (cf paragraphe.III.A), la première 

stratégie de DDR consiste en l’arrêt du cycle cellulaire grâce à l’activation de différents points 

de contrôle et l’inhibition des acteurs impliqués dans la progression du cycle (Preuss et Britt, 

2003; Yoshiyama et al., 2009), afin de mettre en place un mécanisme approprié de réparation 

de l’ADN. En effet, le répertoire des voies de réparation de l’ADN est aussi étendu que celui 

des dommages et permet d’y répondre spécifiquement (Tuteja et al., 2001). On retrouve 

notamment la voie de réparation par excision de nucléotides ou de bases, la voie de réparation 

des mésappariements et celles de la réparation des cassures simple et double-brin de l’ADN 

(Tuteja et al., 2001, 2009). Les DSB de l’ADN sont détectées et réparées par deux voies, celle 

de la jonction non-homologue des extrémités de l’ADN (Non-Homologous End-Joining ou 

NHEJ) et la recombinaison homologue (Homologous Recombination ou HR). La NHEJ est 

réalisée tout au long du cycle cellulaire et plus particulièrement en phase G1 (Goodarzi et al., 

2010) où elle relie les extrémités de l’ADN sans rechercher de modèle de séquence, entrainant 

une perte d’information génétique (Deriano et Roth, 2013). La HR, quant à elle, nécessite la 

présence de la chromatine sœur, utilisée comme matrice homologue, pour permettre une 

réparation avec un minimum d’erreurs et a donc lieu en phase S/G2 (Cejka, 2015). Chez les 

plantes, il a été montré que la réparation des DSB de l’ADN dans les cellules méiotiques se fait 

via la HR alors que la majorité des DSB dans les cellules somatiques sont réparées par la voie 

NHEJ (Puchta, 2005). 

Si les dommages à l’ADN ne peuvent être réparés, la cellule en division doit alors éviter 

leur transmission aux cellules-filles, soit par la mise en place d’une mort cellulaire 

programmée, soit par une transition du cycle mitotique vers l’endoréduplication (Cf Partie 1, 

Chapitre 1). Chez les animaux, l’apoptose est une mort cellulaire programmée fréquemment 

induite en réponse aux dommages à l’ADN, cela se traduit notamment par le rétrécissement 

cellulaire, une condensation de la chromatine périphérique ainsi qu’une fragmentation 

nucléaire (Norbury et Zhivotovsky, 2004; Elmore, 2007). Chez les plantes, à la suite d’un stress 

génotoxique, cette mort cellulaire programmée s’observe principalement au niveau des 

cellules méristématiques, racinaires et caulinaires, et se traduit par une perte de l’organisation 



Figure 1.3.2 : Voie de signalisation aboutissant à la réponse aux

dommages à l’ADN (DDR)

Comparaison des voies de la DDR chez les mammifères (A) et les plantes
(B). Les senseurs de la DDR sont représentés en vert, les transducteurs
en rouge, les médiateurs en gris et les effecteurs en bleu clair. En bleu
roi, sont précisées les réponse aux dommages à l’ADN. Image issue de
Yoshiyama et al (2013).

A

B
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interne avec une réorganisation du cytosquelette, une rupture du tonoplaste et de 

nombreuses vésicules (Fulcher et Sablowski, 2009; Furukawa et al., 2010). Il a été montré chez 

Arabidopsis thaliana que cette mort cellulaire implique les kinases ATM (Ataxia Telangiectasia 

Mutated) et ATR (Ataxia-Telangiectasia Related ; cf paragraphe III.B) et qu’il s’agit bien d’une 

réponse génétiquement programmée conséquente aux dommages à l’ADN et non un effet 

secondaire subi (Fulcher et Sablowski, 2009). Une alternative à la mort cellulaire en réponse 

aux stress génotoxiques est la reprogrammation du cycle cellulaire vers l’endoréduplication 

(Shu et al., 2018, Cf Partie 1, Chapitre 2). L’endoréduplication requière les acteurs majeurs de 

la voie de la DDR à savoir, ATM, ATR et SOG1, décrits ci-après et permet aux plantes 

d’empêcher le transfert d’ADN endommagé sans entrainer la mort de la cellule, réponse 

drastique provoquant l’altération de la structure tissulaire et pouvant entrainer une faiblesse 

pour les plantes (Adachi et al., 2011).  

 

III La voie de signalisation de la DDR 

 
La voie de la DDR comprend de nombreux acteurs impliqués à différents niveaux. Les 

senseurs vont permettre de reconnaitre les dommages et de transmettre l’information aux 

transducteurs du signal, les kinases. Ces dernières, grâce à des phosphorylations, vont activer 

les médiateurs et les effecteurs de la voie de la DDR afin d’induire les réponses spécifiques 

décrites ci-dessus (Figure 1.3.2).  

 

III.A Les senseurs  

 
III.A.1 Le complexe MRN 

 
Le complexe MRN (Mre11-Rad50-Nbs1) est décrit comme étant un acteur clef de la 

réponse aux dommages à l’ADN et de la maintenance de l’intégrité génomique chez les 

Eucaryotes, puisqu’il intervient à la fois, en tant que senseur, en reconnaissant les DSB de 

l’ADN (présenté ci-dessous), mais aussi en tant que médiateur (discuté plus tard ; Rupnik et 

al., 2010). Ce complexe est composé en son centre des nucléases Mre11 (Meiotic 

Recombination 11 Homolog 1) sous forme de dimère (Sung et al., 2014), de deux sous-unités 

ATPase Rad50 permettant de rapprocher les extrémités d’ADN grâce à leurs domaines coiled-
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coil (Hopfner et al., 2002) et de la protéine Nbs1 (Nijmegen Breakage Syndrome Protein 1) 

permettant le recrutement nucléaire de Mre11-Rad50 et l’activation de la kinase Atm au 

niveau des sites de dommages à l’ADN (Kobayashi et al., 2002; Hořejší et al., 2004; Lee et Paull, 

2004; Rupnik et al., 2010; Paull et Deshpande, 2014). D’un point de vue évolutif, le complexe 

MRN apparaît bien conservé depuis les archées jusqu’aux Eucaryotes en ce qui concerne les 

protéines Mre11 et Rad50 (Connelly et Leach, 2002), et entre Eucaryotes pour la protéine 

Nbs1 (Paull et Deshpande, 2014; Komatsu, 2016). Ainsi chez les mammifères, quelle que soit 

la protéine altérée, Mre11, Rad50 ou Nbs1, cette perte entraine la létalité embryonnaire (Xiao 

et Weaver, 1997; Luo et al., 1999; Zhu et al., 2001; Buis et al., 2008; Dumon-Jones et al., 2003). 

Dans le cas d’Arabidopsis, les mutants mre11, rad50 et nbs1, sont viables mais présentent une 

hypersensibilité aux agents génotoxiques, conséquence d’un défaut dans le mécanisme de 

réparation de l’ADN (Gallego et al., 2001; Bundock et Hooykaas, 2002; Waterworth et al., 

2007).  

 
III.A.2 Le complexe KU70-KU80  

 
Dans la voie de la NHEJ, la DSB de l’ADN est reconnue par l’hétérodimère de protéines 

kinases Ku (Ku70/Xrcc6-Ku80/Xrcc5). Ces protéines Ku vont permettre le recrutement de 

facteurs tels que Xrcc4 ( X-Ray Repair Cross-Complementing Protein 4) et la ligase IV (Lig4) 

impliqués dans la modification des extrémités de l’ADN et le remplissage des espaces 

permettant la liaison des extrémités de l’ADN cassé (Deriano et Roth, 2013). Chez Arabidopsis, 

les mutants ku70 et lig4 présentent une hypersensibilité aux conditions générant des DSB de 

l’ADN (Furukawa et al., 2015).  

 
III.A.3 Le complexe RPA 

 
Le complexe RPA (Replication Protein A) est un hétérotrimère composé des sous unités 

Rpa1, Rpa2 et Rpa3, capable de lier un simple brin d’ADN et particulièrement important dans 

la réplication, la réparation de l’ADN et la DDR (Oakley et Patrick, 2010). En conditions de 

cassure simple brin de l’ADN (Single Strand Break ou SSB), le complexe RPA se lie au brin d’ADN 

cassé pour participer à la réparation via l’excision de bases et de nucléotides, la réparation 

des mésappariements (mismatch) et la réparation des DSB (Wold, 1997; Oakley et Patrick, 
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2010; Deng et al., 2014). La mutation de n’importe quelle sous-unité du complexe entraine, 

chez la levure, la létalité ou une déstabilisation génomique (Smith et Rothstein, 1995; 

Santocanale et al., 1995) faisant du complexe RPA un régulateur central de la machinerie de 

maintenance du génome (Byrne et Oakley, 2019). En termes évolutifs, alors que le complexe 

RPA est hautement conservé chez les Eucaryotes (Wold, 1997), des régulations spécifiques de 

ce complexe se distinguent entre l’Homme, la levure et les plantes. Une seule copie par sous-

unité du complexe RPA est détectée chez les mammifères alors que le génome d’Arabidopsis 

présente 5 gènes RPA1, 2 gènes RPA2, et 3 gènes RPA3 (Shultz et al., 2007; Ganpudi and 

Schroeder, 2011; Aklilu et al., 2014). Ces nombreuses sous-unités RPA vont former différents 

complexes impliqués préférentiellement dans certaines voies de signalisation (Eschbach et 

Kobbe, 2014; Aklilu et Culligan, 2016). Ainsi, chez Arabidopsis, RPA1a est impliquée dans la 

progression de la méiose, RPA1b et RPA1d interviennent dans la réplication de l’ADN et RPA1c 

et RPA1e jouent un rôle clef dans la voie de réparation de l’ADN (Aklilu et al., 2014; Aklilu and 

Culligan, 2016) 

 
III.A.4 Le Complexe 9-1-1 

 
Le complexe hétérotrimérique 9-1-1 (RAD9-RAD1-HUS1 ; Onge et al., 1999; Hang et 

Lieberman, 2000) est recruté au niveau de la chromatine endommagée suite à différents 

stress (tels que les UV, les IR et les drogues) suggérant son implication dans la réponses à 

plusieurs types de dommages à l’ADN (Parrilla-Castellar et al., 2004). Des études chez la levure 

et l’Homme ont permis de montrer que le recrutement de ce complexe au site de lésion de 

l’ADN se fait grâce à la protéine Rad17 et son interaction avec Rad9 (Bermudez et al., 2003). 

Les sous-unités 9-1-1 s’associent alors sous forme d’anneau qui encerclent l’ADN double brin 

(agissant comme une pince ; Doré et al., 2009; Sohn et Cho, 2009; Xu et al., 2009). Une fois 

fixé, ce complexe va permettre le recrutement d’autres facteurs et activer les points de 

contrôle tels que Chk1 et la kinase Atr (voir ci-dessous ; Zou et al., 2002). La plante modèle 

Arabidopsis présente des protéines orthologues pour chacune des sous-unités du complexe 

9-1-1 et pour Rad17 (Venclovas et Thelen, 2000; Heitzeberg et al., 2004) et bien que moins 

étudiées que chez les mammifères, leur implication dans la réparation de l’ADN a été 

confirmée (Fidantsef et al., 2000; Heitzeberg et al., 2004). 

  





Partie 1 : Introduction 

49 
 

III.B Les transducteurs 

 
Chez les animaux, la détection des dommages à l’ADN par les senseurs entraine le 

recrutement et l’activation des transducteurs du signal, les sérine-thréonine-kinases, Atm, Atr 

et DNA-PKcs (DNA-dependent Protein Kinase catalytic subunit). Ainsi, lors des DSB, Nbs1 du 

complexe MRN recrute Atm sur le site du dommage et Ku80 recrute DNA-PK. Les SSB induisent 

alors le recrutement de Atr via la protéine Atrip (ATR-Interacting Protein) et le complexe RPA 

(Zou et Elledge, 2003; Blackford et Jackson, 2017). Une fois recrutée, ces kinases vont devenir 

actives via une auto-phosphorylation et vont phosphoryler de nombreux acteurs en aval de la 

voie entrainant une cascade d’activation et d’inhibition des médiateurs, des senseurs et des 

points de contrôles de la DDR. Chez les mammifères, ces kinases ciblent notamment les 

protéines Brca1 (Breast Cancer 1), le suppresseur de tumeur p53 et les sérine-thréonine-

kinases Chk1/Chk2 (Matsuoka et al., 2007; Stokes et al., 2007; Blackford et Jackson, 2017). 

Chk1/Chk2 vont elles-mêmes phosphoryler Brca1, p53, et les régulateurs du cycle E2f1 et 

Cdc25a (Kim et al., 2007). Ainsi, lors de dommages à l’ADN, la réplication de l’ADN et la mitose 

sont inhibées alors que la recombinaison, la réparation de l’ADN et l’apoptose sont activées. 

Les kinases Atm et Atr assurent un rôle majeur dans la DDR chez les animaux. Les mutants  

Atr-/- sont sujets à de la létalité embryonnaire (Brown et Baltimore, 2000) et les mutants  

Atm-/- chez les mammifères présentent des problèmes de croissance, des dysfonctionnements 

cérébraux et de la stérilité (Xu et al., 1996) alors que les mutants Dna-pk-/- ne semblent pas 

présenter de phénotypes particuliers chez la souris (Gao et al., 1998; Menolfi et Zha, 2020).  

Arabidopsis présente des orthologues des protéines Atm et Atr qui ont conservé leur 

fonction en tant que transducteur du signal de la DDR (Garcia et al., 2003; Culligan et al., 2004). 

Cependant, des différences existent puisque la kinase DNA-PK, les kinases Chk1/Chk2 et la 

protéine p53 ne sont pas conservées chez les plantes. De plus, il a été montré que parmi les 

108 protéines phosphorylées de façon ATM-/ATR-dépendantes chez les plantes, 69 sont des 

orthologues de protéines ciblées de façon Atm-/Atr-dépendantes chez les mammifères 

mettant en avant une différence de répertoire de protéines cibles entre les deux règnes 

(Roitinger et al., 2015; Matsuoka et al., 2007; Stokes et al., 2007). D’un point de vue 

phénotypique, les mutants d’Arabidopsis atm et atr sont viables et présentent un phénotype 

sauvage, sauf au niveau gamétophytique pour le mutant atm qui présente une stérilité 

partielle (Roitinger et al., 2015; Matsuoka et al., 2007; Stokes et al., 2007). Enfin, les travaux 
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sur ces kinases ont permis de mettre en évidence qu’ATM est spécifiquement recrutée par le 

complexe MRN lors des DSB de l’ADN (Rupnik et al., 2010), le mutant atm est donc sensible 

aux agents génotoxiques induisant des DSB (e.g. IR, Zéocine ; Garcia et al., 2003), alors qu’ATR 

est recrutée lors des dommages simple brin ou du blocage de la fourche de réplication et son 

mutant est donc sensible aux stress affectant la réplication tels que une exposition à 

l’aphidicoline ou l’HU (Culligan et al., 2004; Maréchal and Zou, 2013). 

 

III.C Les médiateurs 

 
Les médiateurs de la voie DDR vont permettre de recruter des substrats supplémentaires 

et/ou, en jouant le rôle de plateforme, d’assembler des complexes protéiques. Parmi les 

nombreux médiateurs identifiés chez les mammifères, tels que le complexe Mrn, Brca1, Mdc1 

(Mediator of DNA damage checkpoint protein 1) ou les Claspin (liste non exhaustive ; Harper 

et Elledge, 2007), l’histone H2AX joue un rôle clef. Suite à la formation de dommages à l’ADN, 

notamment les DSB de l’ADN, cette histone va être phosphorylée par les kinases Atm, Atr et 

DNA-PKcs au niveau de la sérine S139. Ainsi modifiée elle est surnommée γH2AX, (Stiff et al., 

2004, 2006; Rogakou et al., 1998). Cette phosphorylation entraine le recrutement de Mdc1, 

elle-même reliée au complexe MRN-Atm contribuant à l’amplification de la phosphorylation 

des histones H2AX (Melander et al., 2008; Spycher et al., 2008; Chapman et Jackson, 2008; 

Wu et al., 2008). Plusieurs centaines voire des milliers d’histones H2AX vont être 

phosphorylées au niveau de la cassure et vont pouvoir être détectées par microscopie sous 

forme de focus (Rogakou et al., 1999). Les γH2AX jouent le rôle de plateforme de recrutement 

pour les autres médiateurs et acteurs de la DDR tels que la kinase Chk2 et le facteur de 

transcription p53 (Fillingham et al., 2006; Harper et Elledge, 2007). Ce mécanisme d’action 

pour répondre aux DSB est conservé chez les plantes. Arabidopsis présente une 

phosphorylation des histones H2AX suite à un stress génotoxique de façon ATM-/ATR-

dépendante (Friesner et al., 2005; Amiard et al., 2010). Enfin, l’étude de la dynamique des foci, 

suite à un stress IR, a permis de montrer que les foci γH2AX étaient réparés rapidement après 

l’induction des DSB (disparition des foci dès 2h post-IR ; Friesner et al., 2005).  

 
 
  



449 aa

393 aa

N-ter Domaine de transactivation (DT)SOG1

p53

Domaine NAC

(DT) Domaine de liaison à l’ADN

Signal d’importation/exportation nucléaire 

Domaine impliqué dans la conformation 

Figure 1.3.3 : Comparaison des protéines p53 et SOG1

La protéine SOG1 est composée d’un domaine NAC impliqué dans la liaison avec l’ADN en
N-terminale et d’un domaine de transactivation. Cinq sites de phosphorylation sérine-
guanine (SQ) ont été identifiés. Ces sites sont phosphorylés par ATM à la suite d’un

dommage à l’ADN. La protéine p53 présente son domaine de transactivation en N-
terminale et parmi les quatre sites de phosphorylation identifiés, SQ15 et SQ37 sont
phosphorylés en réponse aux dommages à l’ADN. Image modifiée de Mahapatra et Roy
(2020).
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III.D Les effecteurs 

 
Les effecteurs de la DDR permettent d’induire la réponse appropriée à une large variété 

de dommages à l’ADN. Parmi ces effecteurs, le premier identifié fut le facteur de transcription 

p53 chez les mammifères (Figure 1.3.2 et 1.3.3). L’étude de souris mutées pour p53 (p53-/-) a 

montré que même si elles sont viables, ces souris développent notamment de nombreuses 

tumeurs dans les 2 à 9 mois après leur naissance (Attardi et Donehower, 2005) alors que les 

souris comportant un nombre surnuméraire de copies de p53 présentent une DDR améliorée 

et une protection dans l’apparition de cancer (García-Cao et al., 2002). Ces travaux ont mis en 

évidence le rôle clef de p53 en tant que suppresseur de tumeurs notamment grâce à son 

implication dans le maintien de l’intégrité génétique. En effet, une régulation fine de la 

protéine p53 permet aux cellules de choisir entre l’arrêt du cycle cellulaire et la réparation de 

l’ADN ou l’apoptose en cas de dommages trop importants (Helton et Chen, 2007). En condition 

standard, une quantité basale de p53 existe dans la cellule, régulée notamment par le système 

UPS (Cf chapitre 1, Brooks et Gu, 2006). Après un stress génotoxique, p53 va être stabilisée 

par des phosphorylations en partie N-terminale via l’action des transducteurs Atm et Atr 

(Lukas et al., 2004), p53 s’accumule alors dans les noyaux et régule la transcription des gènes 

impliqués dans la DDR. Chez les mammifères, 343 gènes cibles de la protéine p53 ont été 

confirmés, dont certains présentent une régulation tissu-spécifique (Rozan et El-Deiry, 2007; 

Fischer, 2017). 

Alors que de nombreux acteurs clef de la DDR sont partagés au sein du règne Eucaryote, 

la protéine p53, conservée depuis les invertébrés multicellulaires aux mammifères, ne 

présente pas d’orthologue chez les levures unicellulaires ni chez les plantes (Rutkowski et al., 

2010). Cependant, un homologue fonctionnel de p53 a été mis en évidence chez les plantes 

terrestres multicellulaires via l’étude du mutant sog1 (suppressor of gamma response 1 ; 

Preuss et Britt, 2003). Cette étude a permis de montrer que le facteur de transcription SOG1 

est l’effecteur clef de la DDR chez les plantes.  
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III.D.1 SOG1 est un facteur de transcription clef de la réponse aux dommages à 

l’ADN chez les plantes 

 
La protéine SOG1 appartient à la plus grande famille de facteurs de transcription chez les 

plantes (comprenant plus d’une centaine de membres), celle des protéines NAC (NAM, 

ATAF1/2, CUC2 ; Figure 1.3.2 et 1.3.3 ; Ooka et al., 2003; Yoshiyama et al., 2009). Comme p53 

chez les mammifères, SOG1, chez Arabidopsis, permet l’induction de gènes en réponse à un 

stress génotoxique de façon tissu-spécifique (Yoshiyama et al., 2009; Furukawa et al., 2010; 

Bourbousse et al., 2018). Ainsi, lors d’une irradiation au rayonnement γ, le mutant sog1-1 ne 

présente pas l’induction de gènes observée chez le sauvage, mettant en évidence le rôle clef 

de SOG1 dans la réponse aux DSB de l’ADN (Yoshiyama et al., 2009). De plus, une analyse de 

microarray associée à une étude de ChIP-seq chez Arabidopsis a mis en évidence qu’à la suite 

d’une DSB de l’ADN induit par la Zéocine, 442 gènes sont différentiellement exprimés (342 

induits et 100 réprimés ; Ogita et al., 2018). Sur les 342 gènes induits, 332 ne le sont pas chez 

le mutant sog1-1 après le traitement à la Zéocine et sont donc régulés par SOG1. Enfin, parmi 

ces 332 gènes, 146 sont des cibles directes de SOG1, l’induction des autres résultant d’une 

régulation indirecte. Ces 146 cibles sont notamment impliquées dans le cycle cellulaire, dans 

la réplication de l’ADN, dans la réponse aux stress abiotiques et dans la réparation de l’ADN 

(notamment la HR ; Ogita et al., 2018). Alors que l’étude de ces gènes a mis en évidence un 

faible pourcentage de gènes communs avec ceux ciblés par p53, une analyse GO (Gene 

ontology) a permis de mettre en évidence des catégories communes telles que celle du cycle 

cellulaire et de la réponse aux stress abiotiques. L’activation de la voie de la DDR via la HR 

semble, elle, être un ciblage propre à SOG1 et donc un niveau de régulation spécifique aux 

plantes (Ogita et al., 2018).  

 
III.D.2 La régulation de SOG1  

 
SOG1 est une protéine nucléaire régulée aux niveaux post-traductionnels par 

phosphorylation (Yoshiyama et al., 2013a). En effet, contrairement à son homologue p53, 

SOG1 ne subit pas de régulation transcriptionnelle et sa protéine ne présente ni accumulation 

ni relocalisation subcellulaire même en conditions de stress génotoxiques (Yoshiyama et al., 

2013a). Ce facteur de transcription est composé d’un domaine conservé NAC, nécessaire à la 
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liaison avec l’ADN, en position N-terminale et, en C-terminale, d’un domaine de régulation de 

la transcription, dit domaine de transactivation, incluant 5 motifs sérine-glycine (SQ, Figure 

1.3.3 ; Yoshiyama et al., 2013). Suite à la formation de dommages à l’ADN, les sérines de ces 

cinq motifs SQ vont être phosphorylées par le transducteur du signal, ATM (Yoshiyama et al., 

2013a, 2017). La phosphorylation de ces 5 motifs est séquentielle et nécessaire pour 

l’activation entière de SOG1 : en premier a lieu la phosphorylation des motifs, SQ350 et 

SQ356, puis celle des motifs SQ372, SQ430 et SQ436 (Yoshiyama et al., 2017). En effet, la 

génération de lignées Arabidopsis mutantes pour les différents sites de phosphorylation de 

SOG1 (substitution des sérines en alanines) a permis de montrer que, plus le niveau de 

phosphorylation de SOG1 est important, plus le niveau de régulation transcriptionnelle en aval 

sera élevé (amplification de l’activation ou de la répression des gènes cibles de SOG1) et la 

DDR renforcée (Yoshiyama et al., 2017). Les phosphorylations des sérines permettent 

d’exposer progressivement le domaine NAC de SOG1 et ainsi d’augmenter l’affinité de ses 

liaisons aux séquences promotrices (Yoshiyama et al., 2017). Ainsi, chez Arabidopsis, il a été 

montré que l’accumulation de dommages à l’ADN, associés à des DSB, entraine une 

hyperphosphorylation de SOG1 dans les 20 minutes suivant l’exposition à la Zéocine et que la 

perte d’une unique phosphorylation sur l’un des cinq motifs SQ résulte en une DDR aberrante 

(Yoshiyama et al., 2013a, 2017; 2018). L’étude de l’implication de SOG1, lors d’un stress par 

l’aluminium entrainant la production de ROS (Murali Achary et Panda, 2010), a permis de 

mettre en évidence la phosphorylation in vitro de SOG1 par ATR (site exacte de la 

phosphorylation non connu à ce jour), qui entraine alors une réponse transcriptionnelle 

différente de celle induite par ATM (Sjogren et al., 2015). Ces données illustrent bien que les 

différents stress génotoxiques entrainent des réponses transcriptionnelles spécifiques 

permettant des réponses ciblées indispensables à l’intégrité génomique (Sjogren et al., 2015).  

 
III.D.3 L’activation des réponses aux dommages à l’ADN par SOG1 

 
Le facteur de transcription SOG1 va permettre la mise en place de réponses aux 

dommages à l’ADN distinctes. La première réponse consiste en l’arrêt du cycle cellulaire. Cet 

arrêt est provoqué par l’inhibition transcriptionnelle de gènes permettant la progression du 

cycle cellulaire tels que CDKB2;1 (nécessaire à la progression en G2/M) et KNOLLE (nécessaire 

à la cytokinèse ; Preuss et Britt, 2003; Yoshiyama et al., 2009), combinée à l’induction de 
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l’expression des CKI, SMR5 et SMR7 (Yi et al., 2014), et de la kinase WEE1 qui permet de 

contrôler l’arrêt du cycle cellulaire en réponse aux dommages à l’ADN (Cf Partie 1, Chapitre 

2 ; De Schutter et al., 2007). Le facteur de transcription SOG1 permet aussi d’activer les gènes 

de réparation de l’ADN (notamment ceux impliqués dans la recombinaison homologue) tels 

que BRCA1 et RAD51 (Yoshiyama et al., 2009; Ogita et al., 2018). L’endoréduplication est 

également une réponse régulée par SOG1. En effet, il a été montré que l’expansion cellulaire 

associée à l’endoréduplication est supprimée chez le double mutant atm-2 atr-2 et le simple 

mutant sog1-1, suggérant que SOG1 est nécessaire, avec ATM ou ATR, à l’induction de 

l’endoréplication (Adachi et al., 2011). Enfin, alors qu’une plante sauvage présente de la mort 

cellulaire dès 12 heures après irradiation UV, le mutant sog1-1 ne présente pas de mort 

cellulaire avant 50 à 70 heures (Furukawa et al., 2010), montrant que SOG1 permet aussi 

d’induire la mort cellulaire programmée. Le facteur de transcription SOG1 permet donc 

l’induction des différentes réponses aux dommages à l’ADN ce qui en fait un acteur clef dans 

le maintien de la stabilité génomique (Yoshiyama et al., 2009).  

 

IV Implication des acteurs du cycle cellulaire dans la réponse 

aux dommages à l’ADN 

 
Le cycle cellulaire est un mécanisme finement régulé grâce à l’intervention de nombreux 

acteurs (Cf chapitre 2). Plusieurs points abordés précédemment illustrent l’interconnexion 

entre la DDR et le cycle cellulaire. Chez Arabidopsis, de récentes études ont permis de mettre 

en évidence le rôle clef de la kinase WEE1, du facteur de transcription E2Fa et des acteurs des 

complexes DREAM tels que RBR1 et les facteurs MYB3R et E2Fc dans la DDR.  

Chez Arabidopsis, E2Fa et RBR1 jouent des rôles essentiels dans le maintien de l’intégrité 

des génomes et dans la viabilité des cellules méristématiques. Les mutants, rbr (hypomorphe) 

et e2fa, présentent ainsi une hypersensibilité aux stress génotoxiques mise en évidence par 

l’accumulation de mort cellulaire et l’inhibition de l’élongation racinaire (Roa et al., 2009; Lang 

et al., 2012; Cruz-Ramírez et al., 2013; Horvath et al., 2017; Biedermann et al., 2017). D’un 

point de vue transcriptionnel, RBR1 et E2Fa sont, chez Arabidopsis, capables de cibler les 

gènes impliqués dans la DDR afin de réguler leur activation (analyse GO à partir de données 

de CHIPseq ; Verkest et al., 2014; Bouyer et al., 2018). E2Fa a été décrit comme un facteur de 



Figure 1.3.4 : Recrutement des protéines RBR1 et E2Fa au niveau des

foci γH2AX

Colocalisation des foci yH2AX, E2FA et RBR (flèche blanche) suite à un
stress génotoxique (Mitomycine C). Échelle = 2µm. Figure issue de
Horvath et al. (2017).
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transcription important dans l’activation des gènes BRCA1 et RAD51 impliqués dans la HR ou 

dans celle de RAD17 et PCNA impliqués dans la réplication et la réparation de l’ADN (Manova 

et Gruszka, 2015; Yoshiyama et al., 2013b; Vandepoele et al., 2005; Verkest et al., 2014; 

Biedermann et al., 2017; Bouyer et al., 2018). L’implication de E2Fa dans l’activation de ces 

gènes est sous le contrôle de l’action inhibitrice de RBR1 (Horvath et al., 2017; Biedermann et 

al., 2017) mais aussi de SNI1 (Suppressor of NPR1-1, Inducible ; Wang et al., 2018). SNI1 est 

une protéine clef dans l’induction de la réparation de l’ADN qui a récemment été caractérisée 

pour son interaction inhibitrice avec E2Fa, permettant d’arrêter la progression du cycle 

cellulaire (Wang et al., 2018). Par ailleurs, E2F, chez Nicotiana tabacum, et E2Fa et RBR1, chez 

Arabidopsis, sont recrutées au niveau des foci yH2AX (Figure 1.3.4 ; Lang et al., 2012; Horvath 

et al., 2017; Biedermann et al., 2017). Il a été montré également qu’au niveau de ces foci, non 

seulement RBR1 co-localise et interagit avec BRCA1 (Horvath et al., 2017), mais aussi qu’il est 

nécessaire au recrutement de RAD51 (Biedermann et al., 2017), suggérant un rôle clef de RBR1 

en tant que plateforme de recrutement des médiateurs de la DDR.  

En réponse aux dommages à l’ADN, les facteurs de transcription répresseurs des 

complexes DREAM interviennent d’une part via E2Fc, dans la régulation de l’expression des 

gènes SOG1 et ATR, ainsi que dans l’inhibition de la prolifération cellulaire suite à un stress 

UV-B (Gómez et al., 2019), et d’autre part via les MYB-rep, dans l’inhibition des gènes 

spécifiques de la transition G2/M afin d’empêcher la division cellulaire lors de dommages à 

l’ADN (Chen et al., 2017; Bourbousse et al., 2018). Dans ce cas, SOG1 réprime la transcription 

du gène MYB-ac MYB3R4 (Adachi et al., 2011; Chen et al., 2017). Ces MYB-ac de la transition 

G2/M n’étant plus transcrits, une diminution de l’activité des CDK a lieu ce qui empêche la 

phosphorylation des MYB-rep et leur dégradation par le protéasome 26S, entrainant une 

accumulation de ces MYB-rep (Chen et al., 2017). Enfin, notons que chez Arabidopsis, les 

facteurs de transcription MYB-rep sont également capables de cibler les gènes impliqués dans 

la DDR afin de réguler leur activation (analyse GO à partir de données de CHIP-seq de 

MYB3R3 ; Kobayashi et al., 2015).  

 Chez Arabidopsis, le mutant wee1 présente une hypersensibilité aux stress réplicatifs 

induisant des dommages à l’ADN (De Schutter et al., 2007). En réponse aux dommages à l’ADN 

(suite à un stress réplicatif ou non), les kinases ATM et ATR induisent la transcription de WEE1 

probablement via le facteur de transcription SOG1 (De Schutter et al., 2007; Ogita et al., 2018). 

La kinase WEE1 joue alors le rôle de point de contrôle et induit, chez Arabidopsis, un arrêt du 
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cycle cellulaire en phase G2 (De Schutter et al., 2007). Cependant, le rôle de médiateur de la 

DDR par WEE1 est indépendant des phosphorylations inhibitrices sur les Thr14 et Tyr15 de 

CDKA ;1 (Dissmeyer et al., 2009). Il est donc suggéré que la kinase WEE1 phosphoryle d’autres 

protéines du cycle cellulaire en réponse aux stress génotoxiques chez les plantes.  

 



Figure 1.4.1 : La protéine F-box Skp2

(A) Photo mettant en évidence la différence de développement d’une souris sauvage (+/+) et
d’une souris n’ayant plus de protéine Skp2 (-/-). Photo issue de Nakayama et al. (2000). (B) Liste
non exhaustive des cibles/substrats de Skp2 et leur implication. Image issue de Cai et al. (2020).

A B

Figure 1.4.2 : Le complexe SCFFBL17

La protéine FBL17 interagit grâce à son
domaine F-box en N-ter avec la
protéine adaptatrice ASK, pour former
le complexe SCF , et en C-ter grâce à
son domaine LRR avec le substrat, ici
une protéine KRP.
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Chapitre 4 : La protéine FBL17 chez Arabidopsis thaliana 

 
Le maintien de l’intégrité des génomes est capital pour la survie des organismes, et en de 

nombreux points dans les chapitres précédents, le lien entre les régulateurs du cycle cellulaire 

et les acteurs de la réponse aux dommages à l’ADN (DDR) a été mis en évidence.  

Chez les mammifères, la protéine F-box Skp2 du complexe E3 ubiquitine ligase SCFSkp2 

illustre justement cette interconnexion. La perte de cette protéine F-box entraîne chez les 

souris Skp2-/- une stérilité, un retard de croissance ainsi qu’une augmentation de l’apoptose 

(Figure 1.4.1 ; Nakayama et al., 2000). Ces phénotypes sont expliqués par le rôle clef de Skp2 

dans la régulation du cycle cellulaire (Nakayama et al., 2000; Frescas et Pagano, 2008; Zhu, 

2010; Kossatz et al., 2004; Carrano et al., 1999), la différentiation, mais aussi dans l’apoptose 

ou encore la DDR (Wang et al., 2012; Wu et al., 2012). La diversité de son répertoire de 

protéines cibles fait de Skp2 l’une des protéines F-box majeure chez les mammifères. Parmi 

ces cibles, on retrouve notamment des protéines impliquées dans la régulation du cycle 

cellulaire telles que les CKI p27Kip1, p21Cip1 et p57kip2 (Yu et al., 1998; Tsvetkov et al., 1999; 

Carrano et al., 1999; Nakayama et al., 2000b; Kamura et al., 2003), le facteur de transcription 

E2F1 (Marti et al., 1999), et la cycline E (Nakayama et al., 2000b), des acteurs clefs de la 

machinerie de réplication tels que hOrc1p (Méndez et al., 2002) et Cdt1 (Li et al., 2003) et les 

protéines suppresseurs de tumeur FOXO1 (Huang et al., 2005), BRCA1 (Parameswaran et al., 

2015) et la protéine Rb-like p130 (Tedesco et al., 2002; Bhattacharya et al., 2003). Cette liste 

non exhaustive ne cite que les substrats les mieux décrits de Skp2 (pour revue, Germain, 2011; 

Cai et al., 2020; Asmamaw et al., 2020).  

 

I La protéine F-box-like 17, FBL17  

 
La caractérisation de la protéine F-box FBL17 (F-box-like 17 ; AT3G54650) chez 

Arabidopsis thaliana révèle en N-terminale un motif F-box impliqué dans l’interaction avec la 

protéine adaptatrice ASK (1 et 11) du complexe SCF et en C-terminale 12 motifs LRR pour 

interagir avec les protéines cibles (Figure 1.4.2 ; Kim et al., 2008; Gusti et al., 2009). Comme 

de nombreuses protéines F-box, elle est régulée par l’UPS via une E3 ubiquitine ligase de type 

CRL (Noir et al., 2015), et comme Skp2, FBL17 apparait impliquée dans diverses processus 



Figure 1.4.3 : Phénotypes de mutant fbl17

Contrairement aux plantes hétérozygotes (fbl17-1+/-), le mutant fbl17-1 présente
un phénotype fort comparé à la plante sauvage (Col-0). Le panel du haut
représente les plantes après une croissance de 20 jours en conditions in vitro. Le
mutant fbl17 présente une taille réduite, une diminution de la croissance
racinaire et des feuilles de petite taille et sérratées. Le panel du bas met en
évidence l’absence de grains de pollen chez le mutant fbl17. Les images ont été
prises par microscopie électronique à balayage. Figure issue de Noir et al. (2015).

1 cm 1 cm 1 cm
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cellulaires chez Arabidopsis thaliana. La caractérisation de FBL17 ces dernières années laisse 

en effet suggérer qu’elle correspond à l’homologue fonctionnel de Skp2.  

Les travaux sur la protéine FBL17, chez la plante modèle Arabidopsis, ont permis de 

montrer que cette protéine F-box est un régulateur clef du cycle cellulaire, durant les phases 

gamétophytique et sporophytique de la vie de la plante (Kim et al., 2008; Gusti et al., 2009; 

Noir et al., 2015). Bien que la plante mutante hétérozygote pour FBL17 (fbl17+/-) ne présente 

pas de phénotype remarquable en termes de développement, elle présente une fertilité 

partielle (Figure 1.4.3). Durant la phase gamétophytique mâle, les grains de pollen mutants 

fbl17, bloqués lors de la progression en mitose II, ne produisent pas les deux cellules 

spermatiques haploïdes nécessaires à la double fécondation du sac embryonnaire chez les 

plantes à fleurs, entraînant un avortement des embryons fécondés par ce pollen (Kim et al., 

2008; Gusti et al., 2009). Notons qu’en absence totale de FBL17, le mutant homozygote fbl17 

ne produit pas de grain de pollen (Figure 1.4.3 ; Noir et al., 2015). Durant la phase 

gamétophytique femelle, l’analyse des défauts de mise en place du sac embryonnaire au sein 

du double mutant hétérozygote cdka;1+/- fbl17+/- a montré que CDKA;1 et FBL17 sont tous 

deux nécessaires au contrôle des première et seconde divisions mitotiques du sac 

embryonnaire (Zhao et al., 2012). Par ailleurs, la pollinisation des mutants fbl17 avec du pollen 

sauvage ne permet pas le développement des siliques et la formation des graines (donnée non 

publiée de l'équipe). L’ensemble de ces données montre que l’absence de FBL17 lors de la 

formation des gamètes entraine une stérilité complète des mutants homozygotes (Kim et al., 

2008; Gusti et al., 2009; Zhao et al., 2012; Noir et al., 2015 ; Figure 1.4.3). Lors de la phase 

sporophytique, FBL17 joue un rôle tout aussi essentiel puisque le mutant fbl17 présente des 

altérations développementales sévères. Ces mutants homozygotes qui n’apparaissent qu’à 

une fréquence d’environ 1% dans la descendance d’une plante hétérozygote fbl17+/-, sont de 

petite taille, présentent un retard de croissance important, un système racinaire mal formé, 

et des feuilles serratées et filiformes (Figure 1.4.3 ; Noir et al., 2015). D’un point de vue 

moléculaire, ce phénotype peut être expliqué par les différentes altérations observées lors de 

la progression du cycle cellulaire chez le mutant fbl17 décrites ci-après. 

 

 

 



Figure 1.4.4 : Boucle de rétrocontrôle de la transition G1/S impliquant FBL17

Représentation schématique de la boucle de rétrocontrôle en cinq étapes régulant la
transition G1/S. (1) dégradation des KRP via FBL17. (2) inhibition des CDK. (3)
Inhibition de RBR1. (4) libération des facteurs de transcription E2F et induction des
gènes de la phase S. (5) Répression de FBL17 via la fixation de RBR1 sur son
promoteur. Figure issue de Noir et al. (2015).
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Figure 1.4.5 : Instabilité génomique chez le mutant fbl17

(A) Révélation de la mort cellulaire constitutive au niveau des pointes racinaires chez le
mutant fbl17 avec le iodure de propidium. (B) Formation de ponts chromosomiques (flèche)
et de micronoyaux (tête de flèche) lors de la télophase durant la mitose dans les cellules
racinaires chez fbl17, H2B-YFP. (C) Induction constitutive des gènes de la DDR (ATR, WEE1,
CYCB1;1 et BRCA1) chez le mutant fbl17. Figures issues de Noir et al. (2015).
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II FBL17 et les transitions du cycle cellulaire  

 
Avec les protéines CDKA;1, KRP, RBR1 et E2F, FBL17 fait partie, chez Arabidopsis, d’un 

module permettant la régulation de l’entrée en phase S grâce à une boucle de rétrocontrôle 

en cinq étapes (Figure 1.4.4):  

1) FBL17 est capable de cibler l’ensemble des membres de la famille des KRP (à l’exception 

de KRP1 ; Kim et al., 2008; Gusti et al., 2009; Noir et al., 2015). Comme montré par 

l’accumulation de KRP2, KRP6 et KRP7 lors d’un traitement au MG132, ces interactions 

entrainent la dégradation des protéines KRP par le protéasome 26S. 

2) Les KRP inhibent CDKA;1 (Nakai et al., 2006; Verkest et al., 2005; cf Partie 1, Chapitre 1) 

3) CDKA;1 phosphoryle et inhibe RBR1 (Nowack et al., 2012; cf Partie 1, Chapitre 1).  

4) RBR1 phosphorylée libère le facteur de transcription E2FA qui va induire les gènes 

nécessaires à l’entrée en phase S dont notamment, FBL17 (Vandepoele et al., 2005; Gusti 

et al., 2009; Zhao et al., 2012). 

5) RBR1 (a priori non phosphorylée) se fixe directement sur le promoteur de FBL17 

entraînant sa répression transcriptionnelle (Zhao et al., 2012).  

D’après ces étapes, en absence de FBL17, une accumulation de KRP est observée et entraîne 

une inhibition accrue des CDKA;1 provoquant un blocage dans la progression du cycle 

cellulaire caractérisé par un retard de la phase S chez le mutant fbl17 (Noir et al., 2015).  

 
A un niveau transcriptionnel, les gènes impliqués dans la transition G1/S (RBR1, E2Fa et 

CYCD3;1), ceux de la transition G2/M (CDKB1;1, et CYCB1;2) ainsi que les gènes de la DDR 

(BRCA1), sont constitutivement surexprimés chez le mutant fbl17 (Noir et al., 2015). Cette 

altération du programme transcriptionnel pourrait expliquer les problèmes de prolifération 

cellulaire et d’instabilité génomique illustrés par la formation de micro-noyaux et de ponts 

chromosomiques lors de la mitose ainsi que la mort cellulaire constitutive chez le mutant fbl17 

(Figure 1.4.5 ; Noir et al., 2015). Notons que ces phénotypes, non-observés dans la lignée sur-

expresseur KRP2OE, ne semblent pas dus à une accumulation de KRP, et laissent suggérer 

l’implication de FBL17 au niveau des acteurs du processus de réplication de l’ADN ou de la 

mitose (Noir et al., 2015). 
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III FBL17 et l’endoréduplication  

 
La protéine FBL17 a aussi été caractérisée pour son implication dans l’endoréduplication. 

En effet, l’entrée en endoréduplication est altérée chez le mutant fbl17, résultant en la quasi-

absence de noyaux avec un niveau de ploïdie supérieur à 4C dans les premières paires de 

feuilles, les cotylédons et les racines à 20 jours (Noir et al., 2015). D’un point de vue 

phénotypique, ce phénomène peut être observé grâce à l’étude des trichomes (Cf Partie 1, 

Chapitre 1). Chez le mutant fbl17, les trichomes sont plus petits et moins fréquents que les 

trichomes sauvages, et présente une branche unique (Noir et al., 2015). D’un point de vue 

moléculaire, la perte de l’endoréduplication chez le mutant fbl17 est probablement due à une 

accumulation des KRP (Noir et al., 2015), ces derniers étant caractérisés pour supprimer 

l’endoréduplication lorsqu’ils sont fortement accumulés (De Veylder et al., 2001; Schnittger 

et al., 2003; Verkest et al 2005). 

 

IV FBL17 et la machinerie de réplication  

 
La caractérisation du mutant fbl17 a permis de mettre en évidence, d’une part, la 

présence d’une forte proportion de noyaux dont l’ADN apparaît en cours de réplication 

(suggérant un ralentissement en phase S), ou qui pourrait être partiellement répliqué 

(contenu en ADN de 2C-4C), et d’autre part, l’induction des gènes WEE1 et ATR, kinases 

activées lors de stress réplicatif (Culligan et al., 2004; De Schutter et al., 2007; Noir et al., 

2015). Ces données suggèrent une altération des mécanismes de réplication de l’ADN chez le 

mutant fbl17. 

La réplication de l’ADN est un processus complexe pouvant entraîner de nombreuses 

erreurs dans l’information génétique et une instabilité du génome (Cf Partie 1, Chapitre 1), la 

disponibilité et le bon fonctionnement des composants de la machinerie de réplication sont 

donc un prérequis au maintien de l’intégrité génomique. Parmi ces composants, le complexe 

de pré-réplication, formé des protéines ORC (Origin Recognition Complex), de CDC6 (Cell 

Division Cycle 6), de l’hétérohexamère MCM (MiniChromosome Maintenance) et des CDT1 

(Cdc10-Dependent Transcript 1), permet d’initier la réplication de l’ADN (licensing step; Riera 

et al., 2017). La formation de ce complexe repose d’une part sur les protéines ORC qui assurent 

la sélection des origines de réplication (ORI) et l’interaction avec l’ADN et d’autre part les 
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protéines CDT1, qui permettent d’activer les ORI et d’éviter la re-réplication de l’ADN, 

prévenant ainsi les risques d’instabilité génomique (del Mar Castellano et al., 2004; Arias et 

Walter, 2007; Sanchez et al., 2012). L’expression de ces protéines est finement régulée, et des 

travaux de Crisanto Gutierrrez (CSIC, Madrid) ont permis de montrer, chez Arabidopsis, 

l’implication de FBL17 dans la régulation de la dynamique de l’initiation de la réplication de 

l’ADN . Ces études récentes suggèrent que dans les cellules en prolifération lors de la transition 

G1/S, FBL17 est la protéine F-box ciblant CDT1a (Desvoyes et al., 2019 BioRXiv). 
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Les objectifs du  

projet de recherche doctoral 

 

L’équipe de recherche « Fonctions cellulaires de la protéolyse ubiquitine-dépendante », 

dans laquelle j’ai réalisé ma thèse, étudie les enzymes E3 ligases et leurs implications dans le 

contrôle du cycle cellulaire, la signalisation hormonale et la régulation post-transcriptionnelle 

(PTGS), chez la plante modèle Arabidopsis thaliana. Depuis de nombreuses années, l’équipe 

travaille sur la caractérisation des rôles de la protéine F-box FBL17, notamment lors du cycle 

cellulaire. Durant ces trois dernières années, j’ai participé à élucider les implications 

fonctionnelles de cette protéine chez Arabidopsis thaliana à travers deux axes principaux 

faisant chacun l’objet d’un chapitre de résultats. 

 

1- Tout d’abord, j’ai étudié l’interactome de la protéine FBL17 dans le but d’identifier de 

nouveaux partenaires protéiques intervenant potentiellement dans de nouvelles voies 

biologiques. En effet, les fonctions des protéines F-box sont indissociables de celles de 

leurs substrats, leur permettant d’intervenir dans de nombreux mécanismes 

cellulaires. Ce premier chapitre de résultats de thèse présentera les nouveaux 

candidats identifiés et la caractérisation de certains d’entre eux.  

 

 

2- J’ai ensuite mis en évidence un rôle nouveau de FBL17 dans la voie biologique de la 

réponse aux dommages à l’ADN (DDR). Ce travail a donné lieu à une publication dans 

Plant Physiology en 2020 (Gentric et al., 2020) et cet aspect continue d’être étudié afin 

de comprendre les implications génétiques et moléculaires de FBL17 dans la DDR. 
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Tableau 2.1.1: Mise en évidence du nombre de protéines

identifiées (A) et du nombre de spectres de spectrométrie de

masse détectés (B) lors des 2 réplicats biologiques (IP-MS 1 et 2)

réalisés en triplicat technique (rep1, rep2 et rep3).

A

B

Tableau 2.1.2: Liste non exhaustive des protéines statistiquement enrichies après

immunoprécipitation avec BPM6 et identifiées par spectrométrie de masse

En jaune sont représentés les Log de Fold Change (LogFC) des protéines enrichies avec BPM6. Un test
statistique, par la méthode de Benjamini-Hochberg, a permis d’attribuer une p.value (probability

value) à chaque protéine identifiée (à partir des trois réplicats techniques) et chaque p.value a subi
une correction statistique (adjp ou adjusted p value) par une régression binominale négative . Lorsque
la p.value et l’adjp sont statistiquement significatives (<0,05), leur case sont représentées en gris. La
recherche des peptides identifiés dans les banques de données a été réalisée avec l’algorithme

Mascot (version 2.5) et la banque TAIR.
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Chapitre 1 : Etudes des partenaires protéiques de FBL17 

 
Chez les mammifères, l’étude du répertoire des protéines ciblées par la protéine F-box 

Skp2 a permis de caractériser son implication dans la régulation du cycle cellulaire, la 

prolifération, l’apoptose et la différenciation cellulaire (pour revue Asmamaw et al., 2020). A 

ce jour, le rôle de FBL17, homologue fonctionnel de Skp2 chez Arabidopsis, n’a été caractérisé 

que dans une voie biologique, celle de la progression du cycle cellulaire (Kim et al., 2008; Gusti 

et al., 2009; Zhao et al., 2012; Noir et al., 2015; Desvoyes et al., 2019). De plus, seules 4 

protéines cibles ont été identifiées, à savoir KRP2, KRP6, KRP7 et CDT1a (Kim et al., 2008; Gusti 

et al., 2009; Noir et al., 2015; Desvoyes et al., 2019). Afin d’élucider les différentes fonctions 

de FBL17 chez les plantes, une meilleure connaissance de son répertoire de protéines cibles 

est nécessaire.  

 

I Identification de l’interactome de FBL17 

 
Pour étudier le répertoire des protéines ciblées par FBL17, une analyse 

d’immunoprécipitation associée à de la spectrométrie de masse (IP-MS) a été réalisée in vivo 

sur des plantules 35S:FBL17-GFP de 6 jours. Afin de favoriser l’identification des substrats de 

FBL17, les complexes protéiques comprenant la protéine F-box FBL17 et ses 

interactants potentiels ont été stabilisés par un traitement MLN4924 (MLN). Celui-ci bloque 

la rubbylation de la culline associée à la formation des complexes CRL et interfère avec la 

dégradation des substrats (Hakenjos et al., 2011).  

D’un point de vue technique, les résultats présentés ci-après sont issus de deux réplicats 

biologiques. Malgré la bonne qualité de ces 2 réplicats, le réplicat 2 présente un faible nombre 

de protéines identifiées de façon significative comparé au premier réplicat (25 et 83 protéines 

avec adjp<0,05, respectivement), du fait d’un plus faible nombre de spectres détectés en 

spectrométrie de masse (Tableau 2.1.1). Un troisième réplicat biologique est envisagé pour 

conforter certaines des données de cette analyse.  

La lignée rapportrice 35S:GFP-BPM6 a été utilisée comme contrôle afin de discriminer les 

liaisons aspécifiques avec FBL17. La protéine BPM6 est une protéine réceptrice de substrat 

prenant place dans un complexe E3 ligase de type CRL3 (cf Partie 1, chapitre 1.II.C.2.a), et dont 

l’interactome a récemment été identifié (Chico et al., 2020). Dans notre analyse, 



BPM6

FBL17

RBR1

E2Fb
SKP1bSKP1a

RD21A

Figure 2.1.1: Représentation graphique obtenue à partir de l’analyse protéomique

représentant les protéines enrichies avec GFP-BPM6 (à gauche) et FBL17-GFP (à

droite).

Les protéines identifiées dans le réplicat 1 sont classées dans un volcano plot en
fonction de leur rapport d’abondance (BPM6/FBL17) et l’analyse statistique a été
réalisée par une régression binominale négative (valeur P ajustée). Pour chaque
protéine, le nombre moyen de spectres des échantillons GFP-BPM6 (n = 3) a été
comparé au nombre moyen de spectres des échantillons de FBL17-GFP (n = 3). Les
lignes pointillées rouges verticales affichent des changements de Fold Change de
grande ampleur (axe x, FC <0,5, gauche; FC> 2, droite) tandis que la ligne pointillée
rouge horizontale affiche une signification statistique élevée (axe y, valeur P ajustée
<0,05 au-dessus de la ligne). Les points oranges représentent des protéines enrichies
de façon significative, tandis que les points bleus représentent des protéines identifiées
de façon non significative. Les protéines associées à la représentation du graphique du
volcan sont répertoriées dans les Tableaux 2.1.2 et 2.1.3.
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l’immunoprécipitation de BPM6 a permis de précipiter 76 protéines présentes de façon 

significative dans les 2 réplicats (adjp (valeur P ajustée)  <0,05 ; Figure 2.1.1). Comme 

indiquées dans le Tableau 2.1.2, des protéines identiques à celles de l’interactome décrit par 

Chico et al., 2020 ont été identifiées, dont les protéines BPM1, BPM4, BPM5, et les facteurs 

de transcription MYC2, MYC3 et MYC4, permettant de confirmer les bonnes conditions de 

l’expérience (le traitement MLN, le tampon d’extraction en condition native et 

l’immunoprécipitation des protéines ; cf Partie 4 : Matériels et Méthodes). Notons que les 

conditions utilisées lors de cette IP-MS ne sont pas les mêmes que celles utilisées dans Chico 

et al., 2020. Ainsi, de nouveaux interactants potentiels de BPM6 ont été mis en évidence tels 

que BPM3 et la kinase CDKA;1 (Tableau 2.1.2). La présence de cette kinase dans les résultats 

IP-MS de BPM6 laisse suggérer l’implication des protéines BPM dans le cycle cellulaire, mais 

cette possibilité ne sera pas plus discutée dans cette thèse.  

La lignée rapportrice 35S:FBL17-GFP a, quant à elle, permis de précipiter 10 protéines, 

présentes de façon significative dans les 2 réplicats (adjp<0,05 ; Figure 2.1.1 et Tableau 2.1.3). 

Parmi ces 10 protéines, les protéines adaptatrices SKP1A (ASK1) et SKP1B (ASK2) ont été 

détectées. Ces protéines, prenant place dans les complexes SCF, sont des interactants connus 

de FBL17 (Gusti et al., 2009; Kim et al., 2008), ce qui confirme là aussi les bonnes conditions 

expérimentales.  

De façon très intéressante, parmi les protéines les plus enrichies après l’IP de FBL17, sont 

retrouvés les membres du complexe DREAM, à savoir RBR1, E2FB et DPB (adjp<0,05 ; Figure 

2.1.1 et Tableau 2.1.3 ; Partie 1, Chapitre 2.II). Notons l’enrichissement d’autres régulateurs 

du cycle, DPA (adjp<0,05) et E2Fa (p.value<0,05) dans le premier réplicat, et celui de E2Fc, de 

façon non significative dans le deuxième réplicat (Tableau 2.1.3). La comparaison des 

séquences peptidiques entre E2Fa, E2Fb et E2Fc a permis d’identifier un peptide trypsique 

commun entre E2Fb et E2Fc (Annexe 1). Cependant ce dernier n’ayant pas été identifié en IP-

MS, les protéines E2Fb et E2Fc n’ont pas pu être confondues lors de la caractérisation de 

l’interactome de FBL17 (Annexe 1). Une caractérisation de ces candidats a été initiée et est 

présentée dans les paragraphes suivants (cf Partie 2, Chapitre 1.II). 

Quatre autres protéines sont sorties lors de ces analyses de façon significative (adjp<0,05) 

dans les deux réplicats : RD21A, WHY3, HTB1 et NDX (Tableau 2.1.3) : 

- La protéine RD21A (Responsive to Dessiccation 21A) est une protéase à cystéine 

impliquée dans la régulation des réponses aux stress biotique. Il a été montré qu’elle 



Tableau 2.1.3: Liste des protéines statistiquement enrichies après immunoprécipitation avec FBL17 

et identifiées par spectrométrie de masse 

En vert sont représentés les Log de Fold Change (LogFC) des protéines enrichies avec FBL17. Un test
statistique, par la méthode de Benjamini-Hochberg, a permis d’attribuer une p.value (probability

value) à chaque protéine identifiée (à partir des trois réplicats techniques) et chaque p.value a subi
une correction statistique (adjp ou adjusted p value) par une régression binominale négative .
Lorsque la p.value et l’adjp sont statistiquement significatives (<0,05), leurs cases sont représentées
en gris. La recherche des peptides identifiés dans les banques de données a été réalisée avec
l’algorithme Mascot (version 2.5) et la banque TAIR.
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contribue à l’immunité végétale notamment vis-à-vis des nématodes (Pogorelko et al., 

2019), du champignon nécrotrophe Botrytis cinerea (Shindo et al, 2012), ou de la 

bactérie Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Liu et al., 2020). Elle semble aussi 

impliquée dans des mécanismes développementaux tels que la skotomorphogenèse 

(Liu et al 2020), la régulation de la mort cellulaire en tant que facteur activateur (Lampl 

et al 2013) ou encore la sénescence via son interaction avec les SERPIN (Pružinská et 

al., 2017). RD21A est régulée par le système UPS en étant ciblée par deux E3 ubiquitine 

ligases distinctes de type RING pour induire sa dégradation par le protéasome 26S. La 

E3 ubiquitine ligase AIRP3/LOG2 apparaît comme le régulateur positif des mécanismes 

de tolérance aux stress salins et à la sécheresse via la voie de l’acide abscissique (ABA; 

Kim et Kim, 2013), alors que la E3 ligase SINAT4 (SEVEN IN ABSENTIA 4) en étant elle-

même ciblée par des effecteurs de bactéries (AvrRxo1 de Xanthomonas chez 

Arabidopsis) ou d’oomycètes (AvrBlb2 de Phytophtora infestans chez Nicotiana) pour 

augmenter son activité et cibler RD21A pour sa dégradation, apparaît impliquée dans 

la signalisation de l’immunité des plantes (Liu et al., 2020).  

- La famille de protéines Whirly (WHY) est composée de trois membres. Les protéines 

WHY1 et WHY3 se localisent au niveau des plastes alors que WHY2 se retrouve au 

niveau des mitochondries (Krause et al., 2005; Maréchal et al., 2008), où elles sont 

capables de se fixer de façon aspécifique au niveau de l’ADN de ces organelles (Prikryl 

et al., 2008; Marechal et al., 2009; Cappadocia et al., 2010). Chez Arabidopsis, WHY1 

et WHY3 interviennent dans la stabilité du génome plastidique (ADNpt). En se fixant 

aux extrémités simple brin de l’ADN, WHY1 et WHY3 protègent le génome de la voie 

de réparation médiée par micro-homologie (micro-homology-mediated repair ou 

MHMR) ou celle de la NHEJ qui favorise l’apparition de réarrangement génomique et 

celle d’erreurs (Marechal et al., 2009; Cappadocia et al., 2010; Pérez Di Giorgio et al., 

2019). Il a été proposé qu’en protégeant ces extrémités, les protéines WHY favorisent 

la réparation via la HR au niveau des génomes des organelles.  

- La protéine HTB1 (Histone Two B1) est l’un des 11 variants de l’histone H2B, chez 

Arabidopsis. La comparaison des séquences peptidiques entre les 11 variants a permis 

d’identifier les protéines HTB1, HTB2, HTB3, HTB4, HTB9 et HTB11 comme des 

« sameset » (les protéines sont identifiées avec le même set de peptides et ne peuvent 

être différenciées ; Annexe 2-A), les protéines HTB5, HTB6, HTB7, et HTB10 comme des 



Tableau 2.1.4: Mise en évidence des modifications post-traductionnelles identifiées chez FBL17 et

ses interactants lors des deux réplicats de l’analyse IP-MS (réalisés en triplicat technique (rep1, rep2

et rep3)).

Lorsqu’une PTM a été identifiée pour une protéine, un score de confidence pour la localisation de ces
modifications est attribué par le logiciel d’alignement Proline (plus le score est proche de 1 plus la
confidence sur la location de la modification est importante). Les scores sont représentés en vert
lorsque la location de ces modifications a pu être confirmée manuellement.
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« subset » (les protéines sont identifiées avec seulement une partie de ces peptides ; 

Annexe 2-B) et la protéine HTB8 n’a pas été identifiée (Annexe 2-C). Ainsi, à partir des 

spectres identifiés, il est impossible de savoir le(s)quel(s) de ces variant(s) de l’histone 

H2B se trouve(nt) dans l’interactome de FBL17. 

Les histones H2B avec les histones H2A, H3 et H4 constituent les histones de cœur 

(core histones) composant les nucléosomes de la chromatine (pour revue, Probst et 

al., 2020). Ces histones subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles 

(acétylation, méthylation, ubiquitination…) qui vont fortement influencer leur 

implication dans la régulation des gènes, la réparation de l’ADN et la stabilité 

chromosomique (pour revue Castillo et al., 2017; Lorković et Berger, 2017; Kim, 2019). 

Notons, que la monoubiquitination (H2Bub1) des histones H2B 1 à 11 excepté H2B8 

permet leur activation et l’induction de la transcription (Kim et al., 2013b; Feng et 

Shen, 2014; Wu et al., 2013). Une étude récente sur la famille des histones H2B chez 

les plantes suggère que l’importante diversification de ces variants d’histones est 

associée à une spécialisation des profils d’expression, de la distribution génomique et 

des propriétés de ces variants (Jiang et al., 2020).  

- La protéine NDX (nodulin homeobox) appartient à l’une des 11 classes de protéines à 

homéodomaine chez les plantes, et la classe NDX chez Arabidopsis est composée de 

ce seul membre (pour revue Mukherjee et al., 2009 et Bürglin et Affolter, 2016). Il a 

été montré dans le contexte de la floraison (flowering time) que NDX est capable 

d’interagir d’une part avec l’ADN simple brin en région 3’ du gène FLOWERING LOCUS 

C (FLC) codant pour un répresseur floral majeur, et d’autre part, avec la région 

promotrice des transcrits antisens COOLAIR (ensemble de transcrits antisens issus du 

locus FLC) par formation d’une structure R-loop (i.e. une molécule hybride ADN:ARN 

formant une structure à trois brins d’acides nucléiques), permettant ainsi une 

régulation fine de la floraison (Sun et al 2013). NDX a aussi été caractérisée pour son 

intervention en tant que régulateur négatif de la voie de l’ABA. AtNDX interagit 

directement avec les composants AtRING1A et AtRING1B du complexe PRC1 

(Polycomb Repressive Complex1) régulant ainsi l’expression de gènes de réponse à 

l’ABA. AtNDX peut également interagir directement avec la région 3’ du gène ABI4 

(ABA-INSENSITIVE) pour réprimer son expression (Zhu et al., 2020). Notons que dans 

le réplicat 1 de l’IP-MS, la protéine RING1A est enrichie avec FBL17 de façon non 



MQPQPHISPNTATAAISAALESQRSRKNRGSYNCGRCGQPKKGHVCLLTAPPDIPTTPIASEPVSCISAAASSSRSTVLSLTA
APSSRQTFTHLRRALSFDDVDARNSLDESDLDAASMDLDLQLDTDIVQPGRFHAVGLWEVLKRLPPSSLLMAARVCKGW
RETSRKMWKAAEELRIRVPERAQIGYIGSLLQKCPRLIRLSLKIESDFDATTLACIAFSCPNLEVLEITTSGAAVNRISGDELSR
FVANKRGLTSLKMEGCSNLGGFSLSSSSLSTLWLSDLHSLSKMIFNCPNLTEISLEFSRQEDDSTDLVTMVDGLGRTCTRLQ
NIHIASLKLSHTVVLSLTAVNFRYLRMLSLVLGINITDASVAAISSGYKNLELLDLSGSSITDTGLGMICDVLPDTLSKLLVALCP
NITSSGIQFATAQLPLLELMDCGMTVSDPNSDNPTFVENPSPHKTPGYNQKMFIKHKRLKKLSLWGCSSLDALFLNCPEL
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Figure 2.1.2: La protéine FBL17

(A) La séquence peptidique de FBL17 met en évidence les sites de phosphorylation (jaune) et
d’ubiquitination (rouge) identifiés en IP-MS-MS, et les motifs prédits, le motif LxCxE (bleu), le motif
PENF (vert) et les motifs de phosphorylation par des CDK (violet). (B) Représentation schématique de
la protéine FBL17 avec les domaines F-box (marron) et LRR (vert anis) ainsi que les sites possibles de
PTM ou motifs spécifiques mentionnés en A (même code couleur).

Figure 2.1.3: Accumulation de la protéine FBL17 après un traitement au Bortezomib et au MLN

Western Blot des protéines FBL17-GFP de plantules de 8 jours 35S:FBL17-GFP traitées de 15 minutes
(15’) à 6 heures (6h) avec du DMSO (contrôle), du Bortezomib (Bor; inhibiteur du protéasome) ou du
MLN (inhibiteur des complexes CRL). Une coloration au Bleu de Coomassie (CB) a été utilisée comme
contrôle de charge. Le @ indique l’hybridation avec l’anticorps utilisé. L’astérisque (*) indique
l’accumulation de la seconde bande FBL17-GFP.
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significative (Tableau 2.1.3). L’identification d’un partenaire connu de la protéine NDX, 

bien qu’enrichi de façon non significative, laisse envisager la possibilité d’une 

interaction de FBL17 au sein du complexe AtNDX-RING1A.  

Enfin, l’étude des spectres protéiques identifiés en IP-MS a permis de mettre en évidence 

la présence de 3 sites de phosphorylation pour la protéine FBL17 au niveau des sérines Ser8 

et Ser99 dans les 2 réplicats, et au niveau de la Ser80 dans le deuxième réplicat (score Proline 

entre 0,90 et 1 par échantillon, plus une validation manuelle de ces modifications (Johanna 

Chicher, plateforme de protéomique, IBMC, Esplanade, Strasbourg ; Tableau 2.1.4). Ces sites 

de phosphorylation se situent dans la partie N-terminale de FBL17 en amont du domaine F-

box (Figure 2.1.2). L’accumulation de FBL17-GFP en microscopie après un traitement au 

MG132 (un inhibiteur du protéasome) et un traitement MLN a mis en évidence sa régulation 

post-traductionnelle par un complexe de type CRL (Noir et al., 2015). L’accumulation de 

FBL17-GFP a été confirmée en Western Blot après un traitement au Bortezomib (un autre 

inhibiteur du protéasome) et un traitement MLN (Figure 2.1.3). Notons l’accumulation d’une 

deuxième bande après le traitement MLN laissant suggérer l’accumulation d’une forme 

modifiée de FBL17.  

 

II La relation entre FBL17, les membres du complexe DREAM 

(RBR1 et E2Fb) et E2Fa 

 
Les protéines FBL17, RBR1 et E2Fa font partie d’une boucle de rétrocontrôle avec les 

protéines CDKA;1 et KRP afin de réguler l’entrée en phase S des cellules. Les protéines RBR1 

et E2Fa sont notamment capables de se fixer au niveau du promoteur FBL17 afin de réguler 

son expression transcriptionnelle (Vandepoele et al., 2005; Gusti et al., 2009; Zhao et al., 

2012). L’identification des protéines E2F et RBR1 dans l’interactome de FBL17 laisse suggérer 

un autre niveau de régulation entre ces protéines. Différentes analyses ont été initiées, afin 

d’étudier si les protéines RBR1, E2Fa ou E2Fb interviennent dans la régulation de FBL17 ou si 

FBL17, en tant que protéine F-box, cible ces protéines pour induire leur dégradation. 

La relation entre FBL17 et les protéines RBR1, E2Fa et E2Fb a tout d’abord été étudiée d’un 

point de vue génétique en réalisant différents croisements. Le mutant rbr1 nul (knockout) 

étant létal, la lignée fbl17-1 a été croisée avec des lignées hypomorphes (knockdown) rbr1-2 
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Figure 2.1.4: Caractérisation des lignées hypomorphes pour RBR1.

Niveaux protéiquex de RBR1 observés par Western Blot dans les lignées amigoRBR (A) et Rbi (B)

sur des plantules âgées de 10 et 6 jours respectivement, et comparé à Col-0 (contrôle sauvage).
(A-B) Une coloration au Bleu de Coomassie (CB) a été utilisée comme contrôle de charge. Le @
indique l’hybridation avec l’anticorps utilisé.
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Taleau 2.1.5.: Liste des lignées Arabidospis générées dans le cadre de ce projet
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et RNAi (amigoRBR et Rbi ; Tableau 2.1.5). Afin de vérifier le niveau de protéines RBR1 au sein 

de ces lignées knockdown, un Western Blot a été réalisé. Comme attendue, une forte 

diminution de la quantité de RBR1 peut être observée dans la lignée amigoRBR en 

comparaison à Col-0 (Figure 2.1.4-A), par contre dans le cas de la lignée Rbi le résultat est 

moins évident et nécessite d’être répété (Figure 2.1.4-B). Notons cependant que les lignées 

hypomorphes pour RBR1 ont été caractérisées pour présenter de la mort cellulaire 

constitutive et une hypersensibilité aux stress génotoxiques (Cruz-Ramírez et al., 2013; 

Horvath et al., 2017; Biedermann et al., 2017), ces phénotypes sont bien retrouvés dans notre 

lignée Rbi laissant supposer une baisse suffisante du niveau de RBR1 pour engendrer ce 

phénotype (Figure 2.1.7). La lignée fbl17-1 a aussi été introgressée dans les fonds mutants T-

DNA e2fb-1, e2fb-2, e2fa-1 et e2fa-2 (Tableau 2.1.5). Pour ces différents croisements, aucun 

double mutant homozygote n’a pu être identifié dans les lignées fbl17-1 e2fb (deux 

populations par allèle criblées pour le phénotype fbl17-like, i.e. plantules petites, plus claires, 

cotylédons filiformes et petites racines, et 100 individus prélevés au hasard génotypés par 

PCR), fbl17-1 rbr1-2 (plus de treize populations criblées et environ 400 individus génotypés). 

Les populations nouvellement générées de fbl17-1+/- Rbi, fbl17-1+/- amigoRBR et fbl17-1+/- 

e2fa-1 n’ont, quant à elles, pas encore été caractérisées (Tableau 2.1.5). Seule la lignée fbl17-

1 e2fa-2 a permis l’identification de doubles mutants. Le double mutant fbl17-1 e2fa-2 

présente des phénotypes développementaux forts identiques à ceux du simple mutant fbl17. 

Les plantes sont très petites avec des feuilles serratées (Figure 2.1.5), et le même retard 

d’élongation racinaire peut être observé pour le double mutant fbl17-1 e2fa-2 que pour le 

simple mutant fbl17-1, alors que le simple mutant e2fa-2 présente une élongation racinaire 

similaire à celle du contrôle Col-0 (Figure 2.1.6). 

Afin d’étudier l’implication des protéines RBR1, E2Fa et E2Fb dans la régulation post-

traductionnelle de FBL17, la construction rapportrice pFBL17:FBL17-GFP a été introgressée 

dans les mutants e2fa, e2fb et Rbi (Tableau 2.1.5). Ces lignées permettront de regarder d’une 

part, le niveau protéique de FBL17 dans ces fonds mutants, et d’autre part, les possibles 

modifications de la distribution subcellulaire de FBL17. Si les lignées e2fa, pFBL17:FBL17-GFP 

et e2fb, pFBL17:FBL17-GFP ne sont pas encore disponibles, la lignée Rbi, pFBL17:FBL17-GFP a 

été caractérisée. Au niveau des pointes racinaires, la protéine FBL17-GFP ne présente pas 

d’expression différentielle d’un point de vue tissulaire ni de relocalisation au niveau 

subcellulaire (Figure 2.1.7).  



Col-0 fbl17-1 KRP2OE

e2fa-2 fbl17-1 e2fa-2

Figure 2.1.5: Le double mutant fbl17 e2fa présente le même

phénotype développemental que le simple mutant fbl17.

Les graines ont germé en condition in vitro, après une semaine, les
plantules ont été transférées sur sol. Sur l’image les plantules sont
âgées de 5 semaines. Echelle = 1cm.

Figure 2.1.6: Le double mutant fbl17 e2fa présente la même sensibilité aux stress génotoxiques

que le simple mutant fbl17.

(A) Elongation racinaire des plantules de 5 jours des génotypes indiqués et transférées sur milieu
MS standard (en haut) ou contenant 5 µM de Zéocine (en bas) pendant 7 jours supplémentaires.
Les barres d’erreurs indiquent la variabilité au sein de l’expérience. (B) pourcentage de l’inhibition

de l’élongation racinaire pour l’expérience décrite en A.
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Enfin, l’enrichissement des protéines RBR1, E2Fb et DPB lors de l’IP avec FBL17 (Figure 2.1.1 

et Tableau 2.1.3), ainsi que la régulation des protéines E2Fa, E2Fb et RBR1 par le protéasome 

26S (del Pozo et al., 2002; Hirano et al., 2011a, 2011b), nous permet d’envisager la 

participation de la protéine F-box FBL17 dans la régulation post-traductionnelle des 

composants des complexes DREAM ainsi que de E2Fa. Pour vérifier cette hypothèse, la 

stabilisation de ces protéines a tout d’abord été étudiée sous traitement MLN, afin de vérifier 

leur régulation par des complexes CRL. Ainsi, aussi bien dans les lignées Col-0 pour la protéine 

RBR1, que dans les lignées pE2Fb:E2Fb-GFP, une stabilisation des protéines testées peut être 

observée sous traitement Bortezomib, mais aussi sous traitement MLN, confirmant la 

régulation de RBR1 et E2Fb par un complexe CRL (Figure 2.1.8-A&B). Ensuite, afin d’étudier si 

les protéines E2Fa, E2Fb et RBR1 pourraient être régulées par le complexe SCFFBL17, les 

quantités de ces protéines ont été analysées dans le fond mutant fbl17 en utilisant des 

anticorps endogènes. En absence de la protéine FBL17, une accumulation des protéines RBR1 

et E2Fb a été clairement observée alors que pour E2Fa la qualité du résultat obtenu ne permet 

pas de conclure (Figure 2.1.8-C&D et Annexe 3). Notons également l’accumulation d’une des 

formes phosphorylées de RBR1 dans le fond mutant fbl17 (Figure 2.1.8-C). Ces résultats, 

associés à l’identification, lors des IP-MS, de motifs phosphorylés au niveau des sérines 117 

pour E2Fb (score Proline entre 0,86 et 1 dans le réplicat 1, plus une validation manuelle de ces 

modifications ; Tableau 2.1.4) et des sérines 374 ou 375 pour RBR1 (score Proline entre 0,5 et 

1 dans le réplicat 1, plus une validation manuelle de ces modifications ; Tableau 2.1.4), suggère 

que FBL17 pourrait réguler RBR1 et E2Fb via le protéasome en ciblant l’un des motifs 

phosphodégron identifiés. A ce stade, la faible quantité d’anticorps endogènes dont nous 

disposons pour les protéines E2F ne nous permet pas de confirmer l’implication de FBL17 dans 

la stabilité de ces protéines. De ce fait, les lignées rapportrices pRBR1:mcherry-RBR1, 

pE2Fa:E2Fa-GFP et pE2Fb:E2Fb-GFP ont été introgressées dans le fond mutant fbl17-1 

(Tableau 2.1.5). La lignée rapportrice fbl17-1+/-,pRBR1:mcherryRBR1 est encore en cours de 

génotypage, mais les lignées fbl17-1+/-,pE2Fa:E2Fa-GFP et fbl17-1+/-,pE2Fb:E2Fb-GFP ont 

déjà pu être obtenues. Cependant, l’analyse des F3 issues de ces croisements n’a pas permis, 

à ce jour, d’identifier des mutants homozygotes fbl17.  

Bien que la lignée surexpresseur 35S:FBL17-GFP ne présente pas de phénotype particulier 

(Noir et al., 2015), l’étude du niveau des protéines RBR1 et des E2F au sein de cette lignée a 

été initiée afin de vérifier si une surexpression de FBL17 pourrait impacter la quantité de ces 



Figure 2.1.8: Accumulation des protéines E2Fb et RBR1 sous inhibiteur du système UPS et dans le fond

mutant fbl17

(A) Western Blot des protéines RBR1 de plantules de 10 jours Col-0 traitées pendant 3 et 6 heures avec du
DMSO (contrôle), du Bortezomib (50 µM; Bor; inhibiteur du protéasome) ou du MLN (25 µM, inhibiteur des
complexes CRL). (B) Western Blot des protéines E2Fb-GFP de plantules de 8 jours pE2Fb:E2Fb-GFP traitées
pendant 3 (t3) et 6 (t6) heures avec du DMSO (contrôle), du Bortezomib (50 µM Bor; inhibiteur du
protéasome) et du MLN (25 µM inhibiteur des complexes CRL). (C) Western Blot des protéines RBR1 de
plantules Col-0, fbl17-1 et fbl17-1± de 12 jours. (D) Western Blot des protéines E2Fb des plantules Col-0,
fbl17-1 et fbl17-1± de 20 jours. (A-D) Une coloration au Bleu de Coomassie (CB) a été utilisée comme
contrôle de charge. Le @ indique l’hybridation avec l’anticorps utilisé.
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Figure 2.1.7: La protéine FBL17

est recrutée sous forme de foci

dans la lignée Rbi après un

stress génotoxique.

Microscopie confocale sur les
pointes racinaires des lignées
pFBL17:FBL17-GFP et Rbi,
pFBL17:FBL17-GFP de 6 jours
après 16 heures de traitement
génotoxique (Zéocine 20µM)
ou en condition standard
(Contrôle). Echelle = 50 µm
(panel du haut) et 2 µm (panel
du bas). L’expérience a été
réalisée deux fois (9 < N (par
génotype) <10).
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protéines au sein des plantes. Des lignées 35S:FBL17-mCherry et pFBL17:FBL17-mCherry ont 

été générées pour réaliser les croisements avec les lignées rapportrices pE2Fa:E2Fa-GFP et 

pE2Fb:E2Fb-GFP. Un anticorps endogène pour RBR1 étant disponible, l’analyse se fera 

directement sur la lignée surexpresseur 35S:FBL17-GFP. Cependant, les expériences sont 

encore en cours et ne sont pas présentés ici.  

Enfin, un croisement a été réalisé entre les lignées pRBR1:mCherry-RBR1 et 

pFBL17:FBL17-GFP afin d’étudier la dynamique d’accumulation au niveau cellulaire entre les 

protéines FBL17 et RBR1 (Tableau 2.1.5). Alors que la protéine mCherry-RBR1 est exprimée 

dans les noyaux de façon homogène à tous les niveaux tissulaires de la pointe racinaire, la 

protéine FBL17-GFP présente, au niveau des noyaux, un profil plus composite du fait du pic 

d’expression de FBL17 lors de l’entrée en phase S et de son instabilité (Noir et al., 2015). Cette 

lignée a permis d’observer une colocalisation de FBL17 et RBR1 dans des noyaux en interphase 

(Figure 2.1.9). Des cinétiques d’observation sont actuellement en cours afin de déterminer 

finement la dynamique d’expression entre ces 2 protéines. Une fois la lignée pFBL17:FBL17-

mCherry disponible, son croisement avec les lignées rapportrices pE2Fa:E2Fa-GFP et 

pE2Fb:E2Fb-GFP permettra le même niveau d’analyses dynamiques entre FBL17 et les E2F. 

 

III Conclusion 

 
Ce premier axe de recherche a permis d’identifier les partenaires protéiques de FBL17 et 

d’initier leur caractérisation. En plus des protéines SKP1A (ASK1) et SKP1B (ASK2), prenant part 

au complexe SCF, et des protéines RD21A, WHY3, HTB1 et NDX, la protéine F-box FBL17 

présente au sein de son interactome les protéines E2Fa et DPa ainsi que les membres du 

complexe DREAM à savoir les protéines RBR1, E2Fb et DPb. L’étude de la relation entre ces 

derniers est encore en cours d’étude, mais les résultats obtenus à ce jour permettent déjà de 

faire l’hypothèse que FBL17 pourrait jouer un rôle clef dans la régulation par le protéasome 

de ces protéines. Notons que l’étude de la régulation de FBL17 par RBR1 et les E2F n’est pas 

encore suffisamment avancée pour exclure la possibilité d’un rétro-contrôle entre ces 

interactants.  



Figure 2.1.9: Les protéines rapportrices de FBL17 et RBR1 co-localisent en

condition standard et sous stress génotoxique.

Microscopie confocale sur les pointes racinaires de la lignée pFBL17:FBL17-GFP
pRBR1:mcherry-RBR1 de 6 jours en condition standard (Contrôle) ou après 16 heures
de traitement génotoxique (Zéocine 20 µM). Echelle = 50 µm (pointes racinaires) et
5 µm (noyaux). L’expérience a été réalisée une fois.
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Chapitre 2 : Implication de FBL17 dans  

la réponse aux dommages à l’ADN  

 
Depuis quelques années, la caractérisation des acteurs clefs de la progression du cycle 

cellulaire a permis de mettre en évidence leur implication dans la réponse aux dommages à 

l’ADN. Que ce soit la plateforme protéique RBR, les facteurs de transcription E2F et MYB ou la 

kinase WEE1, ces protéines semblent intervenir à la suite d’un stress génotoxique en étant 

recrutées au niveau des lésions de l’ADN et/ou en régulant le cycle cellulaire. Dans l’équipe, 

la caractérisation du mutant fbl17 a permis de mettre en évidence l’induction de certains 

gènes de la voie DDR, la présence de mort cellulaire constitutive au niveau des pointes 

racinaires et des problèmes de ségrégation chromosomique lors de la mitose (Noir et al., 

2015). L’ensemble de ces données laissait suggérer l’implication de FBL17 dans la voie de la 

réponse aux dommages à l’ADN chez Arabidopsis thaliana.  

Le second axe de recherche de ma thèse a donc été d’étudier cette implication en 

caractérisant, d’une part, la DDR constitutivement présente chez le mutant fbl17, et d’autre 

part, la sensibilité de ce mutant aux stress génotoxiques, en m’intéressant aux régulations 

transcriptionnelles et post-traductionnelles de FBL17 en réponse aux dommages à l’ADN. Par 

ailleurs, chez les mammifères, la protéine F-box Skp2 intervient dans la régulation de certains 

acteurs de la DDR (pour revue Cai et al., 2020; Asmamaw et al., 2020). Par analogie, la relation 

de FBL17 avec des acteurs de la DDR tels que SOG1, BRCA1, ATR, ATM et WEE1 a été initiée. 

Une partie des résultats de ce second chapitre ont donné lieu à une publication (Gentric 

et al., 2020), dont les Figures et Tableaux supplémentaires se trouvent en Annexe 4 et 5. 
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Figure 2.2.1: Lignées rapportrices des recombinaisons homologues somatiques (SHR)

Représentation schématique des réactions HR, intramoléculaire entre les répétitions U du gène de la
β-glucuronidase (GUS) dans un sens identique (A ; lignée 1406) ou inversé (B ; lignée 1445), et
intermoléculaire (C ; IC1, IC6 et IC9). Les évènements de HR restaurent le gène GUS (GUS+). P
représente le promoteur 35S et H le gène de résistance à l’hygromycine. Figure issue de Schuermann
et al., (2005). (D) Restauration de l’expression du gène de la B-glucuronidase de la lignée 1406 dans
le fond mutant fbl17. La flèche noire met en évidence une cellule de feuille ayant subi une
recombinaison homologue somatique (SHR) entrainant la restauration du gène GUS, après
révélation en présence de X-Gluc.

2 mm
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B

C D
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I Le mutant fbl17 présente une DDR constitutive 

 
Afin de comprendre les phénotypes liés à la perte de FBL17 (i.e une réduction de la taille 

des feuilles, l'apparence dentelée des feuilles et la stérilité ; Noir et al., 2015), une étude de 

RNAseq a été réalisée chez le mutant fbl17 (Gentric et al., 2020). Cette dernière a révélé que 

près de 25% du transcriptome total de fbl17 présente des gènes différentiellement exprimés. 

En sélectionnant ceux présentant un log2FC d’une valeur absolue > 1,5, nous avons mis en 

évidence l’implication de ces gènes dans la réponse aux stress et la réparation de l‘ADN (59%), 

dans la progression du cycle cellulaire (10%), dans les mécanismes de réplication de l’ADN 

(10,5%) et dans la dynamique des chromosomes (18%). En plus d’une induction constitutive 

des gènes de la DDR, le mutant fbl17 présente aussi des phénotypes forts tels qu’une 

hypersensibilité aux stress génotoxiques et une augmentation du nombre de lésions au niveau 

de l’ADN. De plus, cette DDR constitutive observée chez le mutant fbl17 est indépendante du 

facteur de transcription SOG1, bien qu’il soit le régulateur central de la réponse aux stress 

génotoxiques chez Arabidopsis (Yoshiyama, 2015; Ogita et al., 2018; Bourbousse et al., 2018). 

Ces données montrent que dans la DDR, la protéine FBL17 est nécessaire au maintien de 

l’intégrité génétique des cellules de façon SOG1-indépendante.  

Afin de comprendre les causes moléculaires des phénotypes de DDR constitutive, la 

caractérisation du mutant fbl17 est encore en cours. Les deux parties présentées ci-dessous, 

non publiées dans Gentric et al., (2020), permettent 1- de caractériser la DDR constitutive via 

les évènements de recombinaison homologue et 2- d’étudier d’autres candidats responsables 

de cette DDR.  

 

I.A Caractérisation des lésions de l’ADN par détection des événements 

de recombinaison homologue 

 
Chez les plantes, la réparation des DSB de l’ADN dans les cellules somatiques est 

principalement réalisée par la voie NHEJ. Il a été montré que la fréquence des recombinaisons 

homologues somatiques (SHR) augmente en réponse aux dommages à l’ADN (pour revue 

Puchta, 2005). Ces dernières années, l’utilisation des lignées rapportrices SHR a permis 

d’étudier la fréquence d’apparition de ces recombinaisons chez différents mutants ou en 

présence de stress génotoxiques (Puchta et Hohn, 2012). Ces lignées sont composées du gène 



A B

C D

Figure 2.2.2: Les 6804 gènes différentiellement exprimés dans fbl17 sont ciblés par RBR1 et les facteurs

de transcription E2Fa, MYB3R3 et SOG1.

(A) Diagramme de Venn présentant la répartition des 6804 gènes différentiellement exprimés (DE) à chez
fbl17 qui sont ciblés par RBR1 et les facteurs de transcription E2FA, MYB3R3 et SOG1. (B) Analyse de
l’ontologie des 1137 gènes (GO) DE chez fbl17 et ciblés par RBR1 et les facteurs de transcription E2Fa,
MYB3R3 et SOG1. (C) Diagramme de Venn présentant la répartition des 6804 gènes DE chez fbl17 qui sont
régulés par les facteurs de transcription E2Fa, MYB3R3 et SOG1. (D) Analyse de l’ontologie des 487 gènes
DE chez fbl17 et régulés par les facteurs de transcription E2Fa, MYB3R3 et SOG1. (B) et (D) L’analyse de
l’enrichissement des GO est basée sur des catégories de fonction de processus biologiques du logiciel
ShinyGO v0.61. Les 30 enrichissements les plus significatifs sont montrés en utilisant un regroupement
hiérarchique résumant la corrélation des gènes partagés entre les différentes voies. Plus les points bleus
sont gros plus la p-value est petite.
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de la β-glucuronidase (GUS) tronqué en deux parties superposables. Lors d’un évènement de 

SHR, le gène GUS est restauré et permet la visualisation des cellules ayant subi cet évènement 

via l’apparition de points bleus (Figure 2.2.1 ; Orel et al., 2003; Schuermann et al., 2009). Ces 

différentes lignées se distinguent par l’orientation des parties tronquées du gène GUS 

permettant d’étudier les recombinaisons intramoléculaires (lignée 1406 et 1445 ; Gherbi et 

al., 2001; Schuermann et al., 2009; Gao et al., 2012), mais aussi les recombinaisons 

intermoléculaires (lignées IC1, IC6 et IC9 ; Molinier et al., 2004).  

Le mutant fbl17 présentant une forte accumulation de lésions à l’ADN (Gentric et al., 

2020), nous avons souhaité quantifier la réparation des cassures via les recombinaisons 

homologues au sein de ce mutant. Pour cela, le mutant fbl17 a été croisé avec différentes 

lignées SHR, citées ci-dessus, afin d’étudier l’accumulation ou la diminution des événements 

SHR dans le mutant en présence et en absence de stress génotoxiques (Tableau 2.1.5). A ce 

stade, bien que les lignées aient été générées, la fréquence des événements de SHR dans le 

fond mutant fbl17 n’a pas encore été évaluée. 

 

I.B Contribution de E2Fa et des composants du complexe DREAM dans 

les phénotypes du mutant fbl17  

 
D’un point de vue transcriptionnel, la caractérisation, chez Arabidopsis thaliana, des 

composants des complexes DREAM ces dernières années grâce à des analyses CHIP et TChAP, 

a permis d’explorer d’une part, les promoteurs des gènes ciblés par ces composants, à savoir 

937 pour RBR1, 2407 pour E2Fa et 394 pour MYB3R3 (Verkest et al., 2014; Kobayashi et al., 

2015b; Bouyer et al., 2018a), et d’autre part, les gènes directement régulés, à savoir 393 pour 

E2Fa et 77 pour MYB3R3. A ce jour, aucune analyse n’a été réalisée sur les gènes ciblés par les 

autres facteurs de transcription E2Fb et E2Fc. Puisqu’il est communément admis que ces 

facteurs de transcription reconnaissent la même séquence promotrice TTT(C/G)(C/G)CGC, 

ciblant les mêmes gènes, l’utilisation de ces données nous permet d’envisager l’importance 

des facteurs E2F. Sur les 6804 gènes différentiellement exprimés (DE) chez fbl17, 13,37% sont 

ciblés par E2Fa dont 4,72% sont directement régulés par ce TF, 2,57% sont ciblés par MYB3R3 

dont 0,29% régulés, et 7,10% sont ciblés par RBR1 contre seulement 1,41% ciblés par le facteur 

de transcription SOG1 dont 2,56% gènes régulés (directement ou indirectement) par lui 

(Figure 2.2.2-A&C). Ces gènes sont principalement impliqués dans le processus de réplication, 



Figure 2.2.3: Les 1443 gènes différentiellement exprimés dans fbl17 (LogFC>1,5) sont ciblés par RBR1 et

les facteurs de transcription E2Fa, MYB3R3 et SOG1.

(A) Diagramme de Venn présentant la répartition des 1443 gènes différentiellement exprimés (DE) chez
fbl17 avec un log2FC >1,5 et ciblés par RBR1 et les facteurs de transcription E2FA, MYB3R3 et SOG1. (B)

Analyse de l’ontologie (GO) des 402 gènes DE chez fbl17 et ciblés par RBR1 et les facteurs de transcription
E2Fa, MYB3R3 et SOG1. (C) Diagramme de Venn présentant la répartition des 1443 gènes DE chez fbl17

avec un log2FC >1,5 qui sont régulés par les facteurs de transcription E2Fa, MYB3R3 et SOG1. (D) Analyse de
l’ontologie des 299 gènes DE chez fbl17 et régulés par les facteurs de transcription E2Fa, MYB3R3 et SOG1.
(B) et (D) L’analyse de l’enrichissement des GO est basée sur des catégories de fonction de processus
biologiques du logiciel ShinyGO v0.61. Les 30 enrichissements les plus significatifs sont montrés en utilisant
un regroupement hiérarchique résumant la corrélation des gènes partagés entre les différentes voies. Plus
les points bleus sont gros plus la p-value est petite.

A B

C D



Partie 2 : Résultats 
 

86 
 

la réparation de l’ADN et la réponse aux stress et la dynamique des chromosomes (Figure 

2.2.2-B&D et Annexe 6 et 7). Ces catégories sont celles retrouvées après un filtrage de 

Log2FC>1,5 des gènes DE chez le mutant fbl17 (Gentric et al., 2020). Sur les 1443 gènes DE 

après ce filtrage chez fbl17, 22,18% sont ciblés par E2Fa dont 15,59% sont régulés par E2Fa, 

6,58% sont ciblés par MYB3R3 dont 0,42% régulés et 16,91% sont ciblés par RBR1 contre 

seulement 3,53% gènes ciblés par SOG1 dont 6,17% régulés par ce facteur de transcription 

(Figure 2.2.3 et Annexe 8 et 9). Dans Gentric et al., (2020), nous avons mis en évidence que, si 

l’induction des gènes de la voie DDR est dépendante de SOG1 après un stress génotoxique, 

l’induction constitutive de ces gènes est, quant à elle, SOG1-indépendente chez le mutant 

fbl17. Les analyses in silico ci-dessus, montrent que MYB3R3 cible un faible nombre de gènes 

DE chez fbl17 (i.e. 6,58%), en régule encore moins (i.e. 0,42%), et ne ressort pas dans les 

analyses IP-MS contrairement à E2Fa, E2Fb et RBR1. Ainsi l’accumulation de ces protéines 

dans le mutant fbl17 (Figure 2.1.8-C&D) pourrait, du moins en partie, contribuer à l’expression 

différentielle de près de 25% du génome d’Arabidopsis dont près de 59% des gènes concernés 

sont impliqués dans la réparation de l’ADN et la réponse aux stress chez le mutant (Gentric et 

al., 2020). 

 

Pour comprendre l’implication de ces acteurs dans la DDR constitutive de fbl17 et puisque 

seule la mutation e2fa a permis l’identification de double mutant homozygote fbl17 e2fa 

(Tableau 2.1.5 et Figure 2.1.5), des études transcriptomique et phénotypique ont été réalisées 

chez ce double mutant.  

D’un point de vue transcriptionnel, le mutant e2fa-2 présente globalement un niveau 

d’induction des gènes de la DDR similaire aux contrôles Col-0 et KRP2OE (Figure 2.2.4). L’étude 

des gènes de la voie DDR a permis de mettre en évidence l’induction constitutive de BRCA1, 

ATR, RAD17, WEE1, RB1R, RAD51 et ZDP au sein du double mutant fbl17 e2fa. Cependant, 

alors que pour ATR, RBR1 et RAD51 cette induction est comparable à celle observée chez le 

simple mutant fbl17-1, chez le double mutant, l’induction des gènes BRCA1, RAD17 et WEE1 

semble atténuée et l’expression du gène ZDP est, elle, plus fortement induite (Figure 2.2.4).  

Les simples mutants fbl17 et e2fa ont chacun été caractérisés pour leur 

hypersensibilité aux stress génotoxiques chez Arabidopsis thaliana (Roa et al., 2009; 

Biedermann et al., 2017; Gentric et al., 2020). La sensibilité du double mutant fbl17-1 e2fa-2 

à un traitement à la Zéocine grâce à un test d’élongation racinaire a été étudiée. Dans les 
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Figure 2.2.4: Niveau d’expression des gènes de la voie DDR chez Col-0, les simples mutants

fbl17 et e2fa et le double mutant fbl17 e2fa.

Niveaux d’expression relative des gènes chez des plantules de 8 jours cultivées en condition in

vitro standard, déterminés par RT-qPCR. Les données sont comparées à Col-0 normalisé à 1. Les
barres représentent le niveau moyen de transcrits du gène indiqué issus d’un réplica biologique
indépendant (les barres d’erreurs représentent la variabilité au sein d’un triplicat technique).
L’expérience a été réalisée une seule fois.
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conditions utilisées, le simple mutant e2fa-2 présente une sensibilité au traitement à la 

Zéocine similaire à celle des contrôles Col-0 et KRP2OE avec un pourcentage d’élongation 

racinaire d’environ 20% (Figure 2.1.6-A&B). Comme montré précédemment ((Gentric et al., 

2020)), l’élongation racinaire du simple mutant fbl17-1 est totalement inhibée après 3 jours 

sous Zéocine avec une inhibition d’environ 70% (Figure 2.1.6-A&B). Le double mutant fbl17-1 

e2fa-2 semble tout aussi affecté avec toutefois un léger retard de l’inhibition de l’élongation 

racinaire à partir seulement de quatre jours (Figure 2.1.6-A). La barre d’erreur du pourcentage 

d’inhibition ne nous permet pas de préciser si la différence observée entre le simple et le 

double mutant est significative (Figure 2.1.6-B).  

 

II Caractérisation des fonctions de FBL17 dans la voie de la 

DDR  

 
Lors de stress génotoxique induisant des DSB de l’ADN, FBL17 est recrutée au niveau de 

foci nucléaires où elle co-localise, partiellement avec la protéine γH2AX, et parfaitement avec 

la protéine RBR1 (Gentric et al., 2020). Pour comprendre les fonctions moléculaires de la 

protéine FBL17 en condition de stress génotoxique, différents niveaux d’analyse, présentés ci-

dessous, se sont intéressés aux potentiels substrats de FBL17 lors de DSB de l’ADN, à la relation 

entre FBL17 et RBR1 au niveau des foci nucléaires ainsi qu’à la relation entre FBL17 et certains 

acteurs centraux de la DDR.  

 

II.A Identification de l’interactome de FBL17 en condition de stress 

génotoxique  

 
Etant donné le recrutement de FBL17 au niveau des foci γH2AX, une étude du répertoire 

des protéines ciblées par FBL17 lors de dommages à l’ADN a été réalisée par IP-MS. Un stress 

génotoxique, identique à celui utilisé pour observer les foci dans Gentric et al. (2020 ; i.e 16h à 

20 µM Zéocine), a été appliqué sur les plantules 35S:FBL17-GFP et le contrôle 35S:GFP-BPM6 

une heure avant l’ajout de MLN. Deux réplicats biologiques ont été effectués, révélant pour 

ces échantillons, aussi, une différence en nombre de protéines et spectres identifiés de façon 

significative Tableau 2.2.1. 



Tableau 2.2.1: Liste des protéines statistiquement enrichies après immunoprécipitation avec FBL17

(vert) et identifiées par spectrométrie de masse après un traitement à la zéocine.

En vert et en jaune sont représentés les Log de Fold Change (LogFC) des protéines enrichies avec
FBL17 et BPM6, respectivement. Un test statistique, par la méthode de Benjamini-Hochberg, a
permis d’attribuer une p.value (probability value) à chaque protéine identifiée (à partir des trois
réplicats techniques) et chaque p.value a subi une correction statistique (adjp ou adjusted p value)
par une régression binominale négative. Lorsque la p.value et l’adjp sont statistiquement significatives
(<0,05), leurs cases sont représentées en gris. La recherche des peptides identifiés dans les banques
de données a été réalisée avec l’algorithme Mascot (version 2.5) et la banque TAIR.
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La comparaison FBL17-GFP/GFP-BPM6 a permis de mettre en évidence le maintien de 

l’enrichissement des protéines RBR1, E2Fb, DPb, SKP1A, SKP1B et RD21A (Figure 2.2.5 et 

Tableau 2.2.1) alors que HTB1 et WHY3 ne sont plus retrouvées comme enrichies avec FBL17-

GFP sous Zéocine (Tableau 2.2.1). La protéine NDX n’est, quant à elle, pas enrichie dans le 

réplicat 1 mais l’est de façon significative (adjp<0,05) dans le réplicat 2. De façon intéressante, 

deux nouvelles protéines, c’est à dire non identifiées dans l’interactome de FBL17 en condition 

standard (et en comparaison avec l’interactome de BPM6), sont enrichies de façon 

significative (adjp<0,05) dans les deux réplicats sous Zéocine : SH3P1 et ATJ2 (Tableau 2.2.1 et 

Tableau 2.1.3).  

Chez Arabidopsis, la famille des protéines SH3P (Sarc Homology 3 Of Plant) est 

composée de trois membres, SH3P1, SH3P2 et SH3P3, caractérisés pour leur implication dans 

l’endocytose (Lam et al., 2001, 2002; Kolb et al., 2015). Plus précisément, SH3P1 et SH3P3 sont 

impliquées dans le trafic de vésicules entourées de clathrin (trafficking of clathrin-coated 

vesicles). La protéine SH3P1 est capable de s’associer avec l’actine, les auxilin (AUXILIN-

RELATED PROTEIN-1 Ou AUXILIN-LIKE1) et les clathrin pour réaliser ce trafic (Lam et al., 2001). 

La protéine SH3P2, quant à elle, a été caractérisée pour son implication dans la formation des 

plaques cellulaires (cell plate) dans les cellules en division via son association avec les 

protéines KNOLLE et DRP1A (DYNAMIN-RELATED PROTEIN 1A ; Ahn et al., 2017), et dans 

l’assemblement des autophagosomes des cellules qui ne sont pas en division (Zhuang et al., 

2013). En plus des protéines mentionnées ci-dessus, SH3P1 est capable de former un 

complexe avec les protéines SH3P2 et DRP1A (Ahn et al., 2017). Notons que dans notre analyse 

IP-MS avec FBL17 en condition standard, SH3P3 a été identifiée, mais de façon non 

significative et SH3P2 n’a pas été détectée (Tableau 2.1.3). De plus, la protéine DRP1A est 

enrichie de façon significative avec BPM6 dans les 2 réplicats (Tableau 2.1.2 et Tableau 2.1.3). 

Les protéines SH3P2 et DRP1A n’ayant pas été identifié dans l’interactome de FBL17, ces 

résultats laissent supposer que dans les conditions utilisées lors de l’IP-MS, SH3P1 pourrait 

interagir avec FBL17 seule ou au sein d’un autre complexe que celui qui lui est connu avec les 

protéines SH3P2 et DRP1A.  

Les protéines J (appelées aussi HSP40 ou DnaJ protein) sont des co-chaperonnes 

impliquées dans la reconnaissance de protéines non-actives et leur transport jusqu’aux 

protéines chaperonnes HSP70. Elles permettent alors l’activation des HSP70 (passage de 



BPM6

FBL17

RBR1

E2Fb
SKP1bSKP1a

Figure 2.2.5: Représentation graphique obtenue à partir de l’analyse protéomique

représentant les protéines enrichies avec GFP-BPM6 (à gauche) et FBL17-GFP (à

droite) après un traitement à la Zéocine.

Les protéines identifiées dans le réplicat 1 sont classées dans un volcano plot en
fonction de leur rapport d’abondance (BPM6/FBL17) et l’analyse statistique a été
réalisée par une régression binominale négative (valeur P ajustée). Pour chaque
protéine, le nombre moyen de spectres des échantillons GFP-BPM6 (n = 3) a été
comparé au nombre moyen de spectres des échantillons de FBL17-GFP (n = 3). Les
lignes pointillées rouges verticales affichent des changements de Fold Change de
grande ampleur (axe x, FC <0,5, gauche; FC> 2, droite) tandis que la ligne pointillée
rouge horizontale affiche une signification statistique élevée (axe y, valeur P ajustée
<0,05 au-dessus de la ligne). Les points oranges représentent des protéines enrichies de
façon significative, tandis que les points bleus représentent des protéines identifiées de
façon non significative. Les protéines associées à la représentation du graphique du
volcan sont répertoriées dans le Tableaux 2.2.1.
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HSP70-ATP à HSP70-ADP) qui vont assurer la re-conformation des protéines mal conformées 

ou leur transfert vers la voie de la protéolyse (pour revue, Cyr et Ramos, 2015; Jacob et al., 

2017). Les protéines J ont aussi été caractérisées pour réguler les gènes induits par les stress 

en se liant et régulant des facteurs de transcription chez le tabac (Ham et al., 2006). Chez 

Arabidopsis, la protéine ATJ2 a été décrite comme l’homologue de DnaJ chez Escherichia coli 

(Zhou et al., 1995). Notons que parmi les nombreuses protéines HSP70 identifiées par 

spectrométrie de masse dans nos analyses (HSP70-3, HSP70-5, HSP70-6, HSP70-7, HSP70-9, 

HSP70-10, HSP70-14), seule HSP70-14 est enrichie de façon significative (adjp<0,05) dans le 

réplicat 1 en condition standard (Tableau 2.1.3) 

 

La comparaison de l’enrichissement en protéines entre FBL17-GFP sous Zéocine et FBL17-

GFP en condition standard n’a pas permis, dans nos conditions, de mettre en évidence des 

différences significatives entre les deux réplicats (Annexe 10). Cependant, notons que des 

plantules entières ont été utilisées pour ces analyses d’IP-MS et rappelons que les foci FBL17 

sont observés au niveau des pointes de racines à une fréquence faible (i.e. de l’ordre de 2% ; 

Gentric et al., 2020), sans que cela ait été vérifié expérimentalement, on peut postuler que 

cette fréquence pourrait être du même ordre de grandeur dans les autres organes de la 

plantule. Les interactants spécifiques de la DDR pourraient donc être présent en trop faible 

quantité dans le protéome total des plantules pour être identifiés par cette méthode. 

 

Enfin, l’étude des spectres protéiques identifiés en IP-MS a permis de mettre en évidence 

la présence des 2 sites de phosphorylation pour la protéine FBL17 déjà identifiés en condition 

standard, à savoir au niveau des sérines Ser8 et Ser99 dans les 2 réplicats (score Proline entre 

0,90 et 1 par échantillon, plus une validation manuelle de ces modifications ; Tableau 2.1.4). 

En plus de ces phosphorylations, un site d’ubiquitination a aussi été détecté en condition de 

stress génotoxique dans le réplicat 1 au niveau de la lysine K195 ou de la cystéine C196. Bien 

que les peptides identifiés ne permettent pas de discriminer l’aa exact de cette ubiquitination, 

le site identifié dans cette analyse se situe dans le domaine LRR de FBL17 (Figure 2.1.2). De 

plus, notons que la phosphorylation de la protéine E2Fb au niveau de la sérines 117, déjà 

identifiée en condition standard, est maintenue lors du stress génotoxique dans le réplicat 1 

(score Proline entre 0,95 et 0,97 par échantillon, plus une validation manuelle de ces 

modifications ; Tableau 2.1.4), alors que la phosphorylation des sérines 374 ou 375, identifiée 
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Figure 2.2.6: La protéine RBR1 est recrutée sous forme de foci dans le

mutant fbl17 après un stress génotoxique.

Image représentative des noyaux de pointes racinaires de Col-0 et fbl17 après
immunomarquage des foci RBR1 (vert) et γH2AX (rouge) sous condition
standard (Contrôle) ou après un stress génotoxique de 16h avec 5 µM de
Zéocine. Les noyaux sont marqués au 4’,6-diaminophenylindole (DAPI, bleu).
Echelle = 2 µm



Partie 2 : Résultats 
 

90 
 

en condition standard pour RBR1, n’a pas été détectée après le traitement Zéocine (Tableau 

2.1.4). 

 

II.B Régulation de FBL17 et RBR1 au niveau des foci  

 
En présence de stress génotoxique, les protéines FBL17 et RBR1 ont été caractérisées 

pour être recrutées sous forme de foci au niveau des lésions à l’ADN et co-localisent au niveau 

des foci γH2AX (Horvath et al., 2017; Biedermann et al., 2017; Gentric et al., 2020). Afin 

d’étudier la relation entre FBL17 et RBR1 au niveau de ces foci, la lignée Rbi,pFBL17:FBL17-

GFP a été soumise à un stress génotoxique. Tout comme la lignée pFBL17:FBL17-GFP, la lignée 

Rbi,pFBL17:FBL17-GFP est capable d’entrainer le recrutement de FBL17 sous forme de foci 

(Figure2.1.7). La protéine RBR1 ne semble donc pas nécessaire au recrutement de FBL17 sous 

forme de foci. Du fait de l’utilisation de lignée knockdown, une analyse immunomarquage des 

foci FBL17-GFP dans Rbi permettra de calculer la fréquence des foci et savoir si le niveau de 

protéine RBR1 influence la fréquence des foci FBL17. Lors d’un stress génotoxique, le niveau 

protéique de RBR1 diminue mettant en évidence un autre niveau de régulation de cette 

protéine en plus de sa relocalisation sous forme de foci en présence de dommages à l’ADN 

(Figure 2.1.4-B). Afin d’étudier si FBL17 est impliquée dans la régulation de RBR1, et puisque 

la lignée rapportrice fbl17-1,pRBR1:mCherry-RBR1 n’est pas encore disponible, l’utilisation de 

l’anticorps @RBR1 lors des analyses d’immunomarquage chez le mutant fbl17-1, a permis de 

montrer le recrutement de RBR1 sous forme de foci (Figure 2.2.6). A ce stade de l’analyse, la 

fréquence des foci RBR1 dans fbl17 n’a pas été quantifiée.  

 

Nous avons montré précédemment que FBL17 n’est recrutée au niveau des foci γH2AX 

qu’en présence de RBR1 (Gentric et al., 2020). Afin d’étudier la dynamique in vivo des foci 

FBL17 et RBR1 (time-laps en microscopie), la lignée pRBR1:mCherry-RBR1 pFBL17:FBL17-GFP 

a été soumise à un stress génotoxique. Bien que préliminaire, ces données confirment la co-

localisation des foci FBL17 et RBR1 (Figure 2.1.9). Les conditions expérimentales utilisées dans 

cette expérience sont les mêmes que dans Gentric et al. (2020), c’est-à-dire 16 heures de 

traitement Zéocine 20 µM sur des plantules de 5 jours) et vise à maximiser l’apparition des 

foci FBL17 qui présentent une très faible fréquence (i.e. de l’ordre de 2% ; Gentric et al., 2020). 

Cependant, les observations réalisées sur la lignée pRBR1:mCherry-RBR1 pFBL17:FBL17-GFP 



Contrôle Zéocine

pSOG1:SOG1-GFP fbl17-1, 

pSOG1:SOG1-GFP 

pSOG1:SOG1-GFP fbl17-1, 

pSOG1:SOG1-GFP 

Figure 2.2.7: La protéine SOG1 n’est pas exprimée différentiellement dans le mutant fbl17,

en condition standard ou après un stress génotoxique

Microscopie confocale sur les pointes racinaires des lignées pSOG1:SOG1-GFP et fbl17-1,
pSOG1:SOG1-GFP de 8 jours en condition standard ou après 48 heures de traitement
génotoxique (Zéocine 20µM). Echelle = 50 µm (images du haut) et 2 µm (images du bas).
L’expérience a été réalisée une fois (2< N/par génotype<10).
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dans ces conditions n’ont pas permis d’observer la dynamique de recrutement puis de 

disparition des protéines RBR1 et FBL17 au niveau de ces foci. En effet, tous les foci FBL17 

observés colocalisent déjà avec les foci RBR1 (Figure 2.1.9). Afin de pouvoir observer cette 

dynamique entre FBL17 et RBR1, de nouvelles conditions expérimentales vont être testées, 

notamment : 1- un traitement plus court de Zéocine (20µM) entre 3 et 6 heures, et 2- un 

traitement de Zéocine (20µM) de 16h puis un transfert en condition sans Zéocine. Le facteur 

le plus problématique est de ne pas savoir la durée de vie de ces foci. Les observations 

réalisées jusqu’à présent ont été faites entre 1 heure et 3 heures. Une observation plus longue 

est envisagée afin de ne pas manquer l’étape de dissolution des foci.  

 

II.C Régulation des acteurs de la DDR par FBL17  

 
II.C.1 La relation FBL17-SOG1 

 
Malgré le caractère SOG1-indépendant de la DDR constitutive chez le mutant 

fbl17 (Gentric et al., 2020), une étude de la possible relation entre les protéines SOG1 et FBL17 

a été initiée.  

La protéine SOG1 est connue pour être une protéine nucléaire ne subissant ni 

accumulation, ni relocalisation subcellulaire même en conditions de stress génotoxiques 

(Yoshiyama et al., 2013a). Afin d’étudier l’implication de FBL17 dans la régulation de SOG1, la 

lignée rapportrice pSOG1:SOG1-GFP a été introgressée dans le mutant fbl17-1 (Tableau 2.1.5). 

Comme le montre la Figure 2.2.7, le mutant fbl17 ne présente ni accumulation ou diminution 

évidente du niveau protéique de SOG1-GFP au niveau tissulaire, ni relocalisation au niveau 

subcellulaire. La protéine SOG1 étant le facteur de transcription clef de la voie DDR, un stress 

génotoxique à la Zéocine a été appliqué. Tout comme en condition standard, la lignée fbl17-

1,pSOG1:SOG1-GFP ne présente pas de régulation, que ce soit aux niveaux tissulaire ou 

nucléaire, de la protéines SOG1-GFP (Figure 2.2.7).  

La régulation directe ou indirecte de FBL17 par SOG1 restant une possibilité, les lignées 

35S:FBL17-GFP et pFBL17:FBL17-GFP ont été introgressées dans le mutant sog1-1 et sont 

bientôt disponibles (Tableau 2.1.5). 

Enfin, chez les mammifères, le facteur de transcription p53 est une protéine finement 

régulée notamment par le système UPS. En effet, à ce jour, une quinzaine de E3 ligases ont 
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Figure 2.2.8: Niveau d’expression des gènes de la voie DDR chez Col-0, les

simples mutants fbl17 et brca1 et le double mutant fbl17 brca1 en absence (A)

ou présence (B) de stress génotoxique (Zéocine).

(A) Niveaux d’expression relatifs des gènes chez des plantules de 8 jours cultivées
in vitro (en condition standard) déterminés par RT-qPCR. Les données sont
comparées à Col-0 normalisé à 1. (B) Niveaux d’expression relatifs des gènes chez
des plantules de 8 jours cultivées en conditions in vitro et prélevées après 3h de
traitement Zéocine 20 µM, déterminés par RT-qPCR. Les données sont
comparées au niveau d’expression dans le même génotype en condition
standard. Les barres représentent le niveau moyen des transcrits indiqués issus
d’un réplicat indépendant. L’expérience a été réalisée une seule fois. Les barres
d’erreurs représentent la variation d’un triplicat technique.
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été caractérisées pour réguler son activité, dont le complexe SCFSkp2 (pour revue Chao, 2015). 

Les protéines SOG1 et FBL17 étant respectivement les homologues fonctionnels de p53 et 

Skp2 chez Arabidopsis thaliana, l’hypothèse d’une régulation de SOG1 par FBL17 ne peut être 

exclue. Tout d’abords, une étude de la stabilité de la protéine SOG1 après un traitement au 

Bortezomib ou MLN permettra de savoir si cette protéine est régulée par le protéasome 26S 

et une enzyme E3 ligase de type CRL, respectivement. Ensuite, bien qu’aucune accumulation 

de la protéine SOG1 n’a pu être observée chez le mutant fbl17 (Figure 2.2.7), la protéine SOG1 

est connue pour être régulée post-traductionnellement par des phosphorylations via la kinase 

ATM en réponse aux dommages à l’ADN (Yoshiyama et al., 2013a, 2017). Les E3 ligases ciblant 

préférentiellement les protéines avec un motif phosphorylé (phosphodégron), une étude du 

niveau de phosphorylation de SOG1 dans le mutant fbl17 est envisagée. Cette expérience 

nécessite l’utilisation d’un réactif phos-tag dans le gel de polyacrylamide afin de faire migrer 

différentiellement les protéines SOG1 non phosphorylées, mono-phosphorylées et pluri-

phosphorylées (Yoshiyama et al., 2013a, 2017; Hamasaki et al., 2019). A terme, cette 

expérience nous permettra de mettre en évidence si une forme différentiellement 

phosphorylée de SOG1 (en présence ou en absence de stress génotoxiques) est détectée dans 

le fond mutant fbl17.  

 
II.C.2 La relation FBL17-BRCA1  

 
La protéine BRCA1 est un acteur clef de la réparation des DSB de l’ADN. Chez les 

mammifères, en réponse aux stress génotoxiques, Brca1 est hyperphosphorylée par les 

kinases Atm et Chk2 (Scully et al., 1997; Cortez et al., 1999; Lee et al., 2000). Le motif 

phosphodégron de Brca1 est reconnu par l’E3 ligase Skp2 entrainant son ubiquitination et sa 

dégradation via le protéasome 26S (Parameswaran et al., 2015).  

La régulation de BRCA1 par FBL17 a donc été envisagée et le croisement des lignées T-

DNA fbl17-1 et brca1-1 a été réalisé. Les résultats présentés ci-après, constituent des données 

préliminaires, puisque certaines expériences n’ont pas encore fait l’objet de réplicats. Tout 

d’abord, l’absence des transcrits FBL17 et BRCA1 dans le double mutant fbl17-1 brca1-1 a été 

vérifiée et confirmée par analyse de RT-qPCR (Figure 2.2.8). Alors que le mutant brca1-1 ne se 

distingue pas de la plante sauvage Col-0 en termes de développement (taille des rosettes, 

forme des feuilles, floraison), le double mutant fbl17-1 brca1-1 présente un développement 
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Allèle fbl17

homozygote
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Allèle 
sauvage/hétérozygote 
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4130 3280 3503

Total 4167 3307 3537
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Figure 2.2.9: La mutation brca1 ne restaure pas le phénotype mutant

fbl17.

Les graines ont germé en condition in vitro pendant une semaine et ont
été transférées sur sol jusqu’à 4 (A; échelle = 1cm) et 7 (B; échelle = 2
cm) semaines. C. Fréquence d’apparition du double mutant fbl17 brca1

et du simple mutant fbl17.
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retardé et des phénotypes forts similaires à ceux du simple mutant fbl17 (i.e. les plantes sont 

très petites, les feuilles sont sérratées ; Figure 2.2.9-A). Cependant et bien que n’ayant pas été 

quantifiées, quelques légères différences peuvent être notées telles que des feuilles moins 

filiformes chez le double mutant (mais restant plus proches phénotypiquement de fbl17-1 que 

de la lignée KRP2OE ; Figure 2.2.9-A), et un léger retard de la floraison (Figure 2.2.9-B). Le 

double mutant fbl17-1 brca1-1 présente la même stérilité que le mutant fbl17-1 (i.e. absence 

totale de graines). La fréquence d’apparition des doubles homozygotes, sélectionnés sur la 

base de leur phénotype à partir de 6 jours, a été calculée à partir de deux populations 

distinctes. Ainsi, le double mutant fbl17-1 brca1-1 a une fréquence d’apparition moyenne de 

0,89% dans la descendance d’une plante fbl17-1+/- brca1-1, soit identique à celle observée 

chez le simple mutant fbl17-1 (Figure 2.2.9-C). L’étude de l’élongation racinaire chez le double 

mutant fbl17-1 brca1-1 a été initiée mais n’a pas abouti du fait de la perte des quelques 

mutants identifiés après leur transfert. Toutefois, la caractérisation des pointes racinaires par 

microscopie confocale a permis de mettre en évidence la même désorganisation structurale 

des cellules racinaires ainsi que la présence de mort cellulaire constitutive chez les doubles 

mutants fbl17-1 brca1-1 (Figure 2.2.10). Enfin, d’un point de vue transcriptionnel, en condition 

standard, le mutant brca1-1 présente le même niveau d’induction des gènes de la voie DDR 

que les contrôles Col-0 et KRP2OE. Le double mutant fbl17-1 brca1-1 présente, quant à lui une 

induction des gènes WEE1, RAD17, RAD51 et ATR2 aussi importante que celle présente chez 

le simple mutant fbl17-1 (Figure 2.2.8-A). L’ensemble de ces données suggèrent qu’en 

condition standard, la mutation brca1 ne restaure ni les phénotypes développementaux ; ni la 

DDR constitutive, observés chez le mutant fbl17. 

Les simples mutants brca1 et fbl17 ont chacun été caractérisés pour leur 

hypersensibilité aux stress génotoxiques (Horvath et al., 2017; Gentric et al., 2020). L’étude 

du double mutant fbl17-1 brca1-1 sous traitement Zéocine a été initiée. D’un point de vue 

phénotypique, malheureusement, aucune donnée n’est disponible, les doubles mutants 

fbl17-1 brca1-1 ayant été perdus après leur détection lors de cette analyse. D’un point de vue 

transcriptionnel, alors que dans les lignées contrôles Col-0 et KRP2OE, les gènes BRCA1, RAD17, 

ou RAD51 sont fortement induits après un stress génotoxique et faiblement induit pour WEE1, 

le simple mutant brca1-1 présente, lui, une induction plus faible des gènes RAD51 et RAD17, 

et l’absence d’induction pour WEE1 (Figure 2.2.8-B). L’induction des gènes de la voie DDR a 

largement été caractérisée en condition de stress génotoxiques chez fbl17-1 (Gentric et al., 



Figure 2.2.11: La protéine FBL17 est recrutée sous forme de foci dans le mutant brca1

après un stress génotoxique.

Microscopie confocale sur les pointes racinaires des lignées 35S:FBL17-GFP et brca1,
35S:FBL17-GFP de 6 jours en condition standard ou après 16 heures de traitement
génotoxique (Zéocine 20 µM). Echelle = 50 µm (images du haut) et 2 µm (images du bas).
L’expérience a été réalisée une fois (2< N/génotype<10).

brca1-1, 

35S:FBL17-GFP 

brca1-1, 

35S:FBL17-GFP 

35S:FBL17-GFP 35S:FBL17-GFP 

Contrôle Zéocine

Figure 2.2.10: Le double mutant fbl17 brca1 présente, tout comme le simple mutant fbl17, de

la mort cellulaire de façon constitutive.

Image représentative des pointes racinaires de plantules de 8 jours des génotypes indiqués
cultivées en conditions in vitro. La mort cellulaire est révélée suite à une coloration au iodure de
propidium. 5 plantules par génotype ont été analysées et présentent des phénotypes similaires.
L’expérience a été réalisée une fois. Echelle = 50 µm.

Col-0 fbl17-1 brca1-1fbl17-1 brca1-1
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2020), le double mutant fbl17-1 brca1-1 présente des profils similaires à ceux du simple 

mutant fbl17-1 avec l’absence de sur-induction des gènes testés (Figure 2.2.8-B). Comme cela 

a été proposé dans Gentric et al. (2020), cette réduction ou absence d’induction après un 

traitement génotoxique s’expliquerait par l’induction constitutive de ces gènes chez fbl17-1 

et fbl17-1 brca1-1. Les gènes SOG1 et ATR2 sont, quant à eux, connus pour ne pas changer 

d’expression suite aux stress génotoxiques (Culligan et al., 2006; Yoshiyama et al., 2013a).  

Enfin, en terme de protéines, aussi bien FBL17 que BRCA1 ont été caractérisées pour 

être recrutées sous forme de foci au niveau des lésions à l’ADN et co-localise chacune avec 

RBR1 au niveau des foci γH2AX (Horvath et al., 2017; Gentric et al., 2020). Alors que BRCA1 et 

RBR1 sont capables d’interagir ensemble, les deux protéines sont recrutées indépendamment 

au niveau des foci γH2AX (Horvath et al., 2017). Par contre, FBL17 n’apparaît localisée au 

niveau de ces foci qu’en présence de RBR1  (Gentric et al., 2020). Afin d’étudier la relation 

entre FBL17 et BRCA1 au niveau de ces foci, les lignées rapportrices pBRCA1:BRCA1-GFP et 

35S:FBL17-GFP ont été introgressées dans les mutants fbl17-1 et brca1-1, respectivement 

(Tableau 2.1.5). La lignée brca1-1,35S:FBL17-GFP ne présente pas d’expression différentielle 

de la protéine FBL17-GFP à un niveau tissulaire, ni de relocalisation à un niveau subcellulaire 

(Figure 2.2.11). Lors de l’application d’un stress génotoxique, la lignée brca1-1,35S:FBL17-GFP, 

tout comme la lignée contrôle 35S:FBL17-GFP, présente le recrutement de FBL17 sous forme 

de foci (Figure 2.2.11). La protéine BRCA1 ne semble donc pas impliquée dans le recrutement 

de FBL17 au niveau des foci γH2AX. Cette hypothèse pourra être vérifiée avec une expérience 

d’immunomarquage pour regarder si, dans le fond mutant brca1-1, FBL17 est toujours capable 

de co-localiser avec les foci γH2AX.  

La lignée rapportrice fbl17-1,pBRCA:BRCA1-GFP, quant à elle, est encore en cours de 

génotypage. Elle permettra d’étudier si FBL17 intervient dans le recrutement de BRCA1 au 

niveau des foci et la régulation potentielle de BRCA1 par FBL17 au niveau post-traductionnel 

en absence et en présence de dommages à l’ADN. 

 
II.C.3 La relation entre FBL17 et les kinases de la DDR  

 
En phosphorylant divers substrats, les kinases ATM, ATR et WEE1 jouent un rôle clef dans 

la DDR permettant la mise en place d’une réponse appropriée aux dommages présents. 

L’étude de la relation entre FBL17 et ces kinases a été initiée pour, d’une part, étudier si FBL17 
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est elle-même régulée par ces kinases, ce qui pourrait influencer son rôle lors de la DDR, et 

d’autre part, pour étudier si FBL17 peut cibler des protéines phosphorylées par ces kinases. 

En effet, en tant que protéine F-box, FBL17 ciblerait préférentiellement les substrats 

présentant un motif phosphodégron. Les croisements du mutant fbl17-1 avec les lignées 

mutantes T-DNA wee1-1, atr-2 et atm-2 ont été réalisés (Tableau 2.1.5). Pour l’instant, le 

croisement fbl17 x atm a été retardé en raison de la difficulté de polliniser l’une ou l’autre de 

ces lignées, les plantes fbl17-1+/- et atm-2 étant toutes 2 affectées dans leur fertilité. Les 

lignées fbl17-1+/- atr-2 et fbl17-1+/- wee1-1 ont, par contre, été obtenues et ont pu être 

analysées. Cependant, à ce jour, aucun double mutant homozygote n’a pu être identifié à la 

suite du criblage à l’œil de phénotypes fbl17-like (i.e. plantules petites, plus claires, cotylédons 

filiformes et petites racines). Un crible PCR sur 100 individus prélevés au hasard par lignée n’a 

pas non plus permis d’identifier de doubles mutants homozygotes qui auraient présenté une 

suppression du phénotype fbl17. Les doubles mutants fbl17 wee1 et fbl17 atr2 n’ayant pas 

été identifiés, nous avons conclu que la perte simultanée de ces gènes n’est pas viable pour 

les plantules, laissant supposer une relation importante entre ces protéines chez les plantes. 

A terme, une alternative envisagée au sein de l’équipe est d’utiliser un mutant fbl17 

hypomorphe (knockdown) afin d’éventuellement contourner ces problèmes de létalité des 

doubles mutants. Enfin, les lignées rapportrices 35S:FBL17-GFP et pFBL17:FBL17-GFP ont été 

introgressées dans les mutants wee1, atm, atr et, la lignée pWEE1:WEE1-GFP dans le fond 

mutant fbl17 (Tableau 2.1.5). Ces lignées, en cours de génotypage, seront bientôt disponibles 

et permettront de quantifier et de localiser les protéines de fusion dans les fonds mutants 

introgressés.  

 

III Conclusion chapitre 2  

 
Dans ce second axe de recherche, l’étude du mutant fbl17 a permis de caractériser la 

présence d’une DDR constitutive associée à une augmentation du nombre de lésions au 

niveau de l’ADN, et l’induction des gènes liés aux dommages à l’ADN de façon SOG1-

indépendante. Bien qu’encore à l’étude, la présence de cette DDR constitutive chez le mutant 

fbl17 pourrait être, au moins en partie, due aux membres des complexes DREAM à savoir les 

E2F et RBR1.  
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En condition de stress génotoxique, l’hypersensibilité du mutant fbl17 a été révélée. De 

plus, FBL17 est recrutée au niveau de foci nucléaires où elle co-localise, partiellement avec la 

protéine γH2AX (un marqueur de la cassure double brin de l’ADN), et parfaitement avec la 

protéine RBR1, une protéine associée au contrôle de la progression du cycle cellulaire et de la 

réponse aux dommages à l’ADN.  

L’ensemble de ces données suggèrent que la protéine FBL17 participerait d’une part, au 

maintien de l’intégrité génétique des cellules en condition standard, et d’autre part, à la 

dynamique de réparations des lésions de l’ADN lors d’un stress génotoxique.  
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I La caractérisation de la protéine F-box FBL17  

 
Parmi les différentes voies dans lesquelles intervient le système d’ubiquitination, celle de 

la dégradation, médiée par le protéasome 26S, est la plus répandue. Ainsi, chez les 

mammifères, environ 80% des protéines sont régulées par le système UPS (Yen et al., 2008). 

Le caractère sélectif de ce système est sous le contrôle des E3 ubiquitine ligases qui ciblent de 

façon spécifique certaines protéines. La caractérisation de ces E3 ubiquitine ligases, ces 

dernières décennies, a fait l’objet de nombreuses études et s’est intéressée à deux niveaux 

d’analyses. Le premier est l’étude de l’interactome, permettant d’identifier le répertoire des 

protéines ciblées par ces enzymes et ainsi de comprendre leur rôle biologique. Le deuxième 

est la régulation-même de ces protéines E3 ubiquitine ligases afin de comprendre dans quels 

contextes celles-ci sont actives ou inactives.  

Lors de cette thèse, la protéine F-box FBL17 prenant part au complexe SCF (Skp1-Cullin-F-

box) a été caractérisée afin de comprendre ses implications biologiques et fonctionnelles. 

 

I.A L’interactome de FBL17  

 
L’étude de l’interactome de FBL17 était essentielle à la découverte de nouvelles voies 

biologiques impliquant cette protéine F-box. Parmi les protéines identifiées dans l’analyse IP-

MS, certaines ont particulièrement retenu notre attention, dont notamment les protéines 

RBR1, E2Fb et DPb identifiées de façon significative lors des deux réplicats biologique ainsi que 

E2Fa et DPa identifiées de façon significative dans un seul des réplicats (Tableau 2.1.3 et 2.2.1).  

 
I.A.1 FBL17 et le complexe DREAM  

 

I.A.1.a En condition standard  

 
Les protéines RBR1, E2Fb et DPb, identifiées dans l’interactome de FBL17 (Figure 2.1.1), ont 

été caractérisées pour leur implication au sein du complexe DREAM. Ce complexe est 

notamment impliqué dans les tissus jeunes où il inhibe les gènes précoces du cycle cellulaire 

et les gènes impliqués dans la différenciation cellulaire telle que l’entrée en endoréduplication 





Partie 3 : Discussion et Perspectives 
 

99 
 

(Magyar et al., 2005, 2012). Lors de la caractérisation de ces protéines, la régulation par le 

protéasome des protéines E2Fb et RBR1 a été mise en évidence (Hirano et al., 2011a).  

Mes travaux de thèse suggèrent une interaction potentielle des protéines RBR1 et E2Fb 

avec la protéine F-box FBL17 et laissent à supposer que FL17 pourrait participer à leur 

dégradation par le protéasome. En effet, chez les mammifères, la protéine Rb est régulée par 

trois E3 ubiquitine ligases : Mdm2, NRbE3 et hUTP14a alors que la protéine Rb-like p130 et le 

facteur de transcription E2F1 sont ciblés par la protéine F-box Skp2 (Xiao et al., 1995; Marti et 

al., 1999; Tedesco et al., 2002; Bhattacharya et al., 2003; Darnell et al., 2003; Uchida et al., 

2005; Sdek et al., 2005; Delston et al., 2011; Wang et al., 2015; Liu et al., 2018; Rousset-Roman 

et al., 2019). Par analogie, les protéines RBR1 et E2Fb chez Arabidopsis pourraient être ciblées 

par différentes E3 ubiquitine ligases dont FBL17 supposée être l’homologue fonctionnel de 

Skp2. En effet, les résultats présentés lors de cette thèse démontrent la régulation de ces 

protéines par le protéasome via un complexe CRL (Figure 2.1.8-A&B), l’accumulation de ces 

protéines dans le fond mutant fbl17 (Figure 2.1.8-C&D) et leur co-localisation au niveau 

cellulaire (Figure 2.1.9) suggèrant que E2Fb et RBR1 constituent de bons candidats en tant que 

substrats de FBL17. Par ailleurs, l’analyse in silico de la séquence protéique de FBL17 a révélé 

deux motifs RDB (Rb-binding domain), à savoir le motif LxCxE au niveau du domaine LRR de 

FBL17 et un motif PENF dégénéré au niveau du domaine F-box (Figure 2.1.2 ; Lee et al., 1998; 

Darnell et al., 2003; Liu et al., 2018). Le motif PENF, caractérisé chez les mammifères, prend 

place au sein de la séquence consensus Z(X4-5)J(X4)PZZJ(X6-7)Z(X8-9)JJ où Z représente un 

résidu polaire, J représente un résidu hydrophobe large et X représente n’importe quel aa et, 

au sein de cette séquence, quatre substitutions d’aa sont autorisés (Darnell et al., 2003). 

Notons que le motif PENF identifié chez FBL17 ne présente que deux substitutions (Figure 

2.1.2). La présence de ces motifs conforte l’hypothèse d’une interaction directe entre FBL17 

et RBR1, qu’il reste toutefois à démontrer. Enfin, les E3 ubiquitine ligases de type SCF ont été 

caractérisées pour leur affinité vis-à -vis de motifs dégrons phosphorylés (ou phosphodégrons) 

présents sur leur substrat (Jin et al., 2005; Ravid et Hochstrasser, 2008; Skaar et al., 2013). 

L’identification de E2Fb et RBR1 dans l’interactome de FBL17 a aussi permis de révéler et/ou 

confirmer des sites de phosphorylation chez ces protéines. Chez Arabidopsis, la kinase TOR 

(Target Of Rapamycin) est capable de phosphoryler le facteur de transcription E2Fb in vitro. 

Cependant, la position exacte de cette phosphorylation n’est pas encore déterminée (Li et al., 

2017). Ainsi, la phosphorylation de la sérine 117 chez E2Fb constitue à ce jour, le premier site 
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Figure 3.1.1: Alignement des séquences N-terminales (A) et C-terminales (B) des

protéines Retinoblastoma chez Arabidopsis (At_RBR1) et l’Homme (Hs_Rb).

L’alignement des séquences a été réalisé avec le logiciel Muscle dans Geneious (version
7.1; http://www.geneious.com). La similarité entre les aa a été déterminée par la matrice
de similarité Blosum62 avec un threshold de 1 dans Geneious. En orange sont représentés
les aa avec 100% de similarité et en gris les aa avec une conservation biochimique. Les
encadrés représentent les séquences consensus dégénérées ou ont été identifiées des
phosphorylations lors de l’IP-MS (encadré en A) ou avec l’anticorps Rb-PS807/811 (encadré en
B)
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de phosphorylation caractérisé au niveau du facteur de transcription E2Fb chez Arabidopsis. 

En ce qui concerne RBR1, cette protéine est connue pour être, comme son homologue Rb, 

une protéine multi-phosphorylée, avec 17 sites de phosphorylations prédits (Figure 1.2.2 ; 

pour revue Desvoyes et al., 2014; Desvoyes et Gutierrez, 2020). La forme enrichie dans 

l’interactome de FBL17 est phosphorylée en sérine 374 ou 375 (Tableau 2.1.4). Grâce à la 

similarité des séquences protéiques entre Rb et RBR, il est possible de faire l’analogie des 

séquences présentant les motifs phosphorylés. La phosphorylation de la Ser374/375 au niveau 

de la séquence KIDALSS chez Arabidopsis correspond donc à la séquence QTDSIDS (position 

344-350) chez l’Homme, pour laquelle aucune phosphorylation n’a été identifiée (Figure 

3.1.1). Ainsi, cette phosphorylation, qui semble être spécifique aux plantes, ne permet pas 

d’émettre des hypothèses quant à sa fonction chez RBR1. Il est intéressant de noter que 

l’étude du mutant fbl17 a permis de mettre en évidence l’accumulation d’une forme 

phosphorylée de RBR1, grâce à l’utilisation de l’anticorps @Rb-PS807/811 dirigé contre un 

phospho-peptide humain (Figure 2.1.8-C). Lorsque Ábrahám et al (2011) ont caractérisé cet 

anticorps, ils ont mis en évidence que les phosphorylations des Ser807/811 au niveau de la 

séquence NIYISPLKS chez l’Homme correspondent à la phosphorylation des Ser911/916 au 

niveau de la séquence homologue NVYVSPLRG chez Arabidopsis (Figure 3.1.1). Notons que 

seule la phosphorylation de la Ser911 a été confirmée chez Arabidopsis (pour revue Desvoyes 

et al., 2014; Desvoyes et Gutierrez, 2020). Si la kinase responsable de cette phosphorylation 

chez les plantes n’a pas encore été identifiée, la séquence peptidique ressemble à la séquence 

consensus de phosphorylation par les CDK (SPXK). Aussi, l’utilisation de cet anticorps, chez 

Arabidopsis, a permis de mettre en évidence que la phosphorylation sucre-dépendante de 

RBR1 est sous le contrôle de CYCD3;1 (accumulation de RBR1-P dans la lignée CYCD3;1OE) et 

KRP2 (réduction du niveau de RBR-P dans la lignée KRP2OE ; Magyar et al., 2012). Notons que, 

dans le fond mutant fbl17, une accumulation simultanée de RBR-P (Figure 2.1.8-C) et de KRP2 

(Noir et al., 2015) est observée, suggérant une régulation post-traductionnelle complexe de 

ces régulateurs. A ce jour l’implication fonctionnelle de cette phosphorylation chez RBR1 

(RBR1-P) n’est pas décrite. Il est aussi intéressant de noter que chez la luzerne, l’utilisation de 

l’anticorps @Rb-PS807/811 a permis de mettre en évidence la présence de RBR-P sous forme de 

spots dans les noyaux en interphases et sous forme de granules dans les noyaux en prophases 

(Ábrahám et al., 2011). Chez les mammifères, la forme phosphorylée de Rb, Rb-PS807/811, est 

retrouvée au niveau des mitochondries et la phosphorylation de la sérine 807 permet 
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l’association de Rb avec la protéine pro-apoptotique Bax afin de bloquer l’apoptose 

(Antonucci et al., 2014). Notons, que la phosphorylation de la sérine 807 ne peut être réalisée 

lorsque Rb interagit avec des protéines au niveau de leur motif LxCxE (Zarkowska et Mittnacht, 

1997). D’autres implications fonctionnelles des phosphorylations de Rb en C-terminale (dont 

Rb-P811) ont été révélées dans la régulation des promoteurs de gènes ciblés par Rb, 

notamment dans l’induction de gènes mitochondriaux et, par association de Rb-P811 et du 

complexe NURD (Nucleosome Remodeling and Deacetylase) dans l’activation de gènes 

impliqués dans la HR (Sanidas et al., 2019).  

 
Afin d’élucider les relations mécanistiques entre FBL17-RBR1 et FBL17-E2Fb, différents 

niveaux d’études peuvent être proposés.  

La première étape serait de vérifier si ces protéines sont capables d’interagir directement, 

soit par BiFC (dans des protoplastes d’Arabidopsis ou par infiltration dans Nicotiana 

benthamiana), soit par FRET-FLIM (grâce à la lignée d’Arabidopsis pRBR1:mCherry-RBR1 

pFBL17:FBL17-GFP). Si cette interaction était confirmée, il serait particulièrement intéressant 

de déterminer le(s) domaine(s) assurant cette/ces interaction(s). Puisque FBL17 présente à la 

fois un motif PENF dans sa région F-box (impliquée dans son interaction avec le complexe SCF) 

et un motif LxCxE dans le domaine LRR (impliqué dans l’interaction avec le substrat), ces deux 

motifs d’interaction offrent des possibilités d’interconnexion entre FBL17 et RBR1 :  

1. Dans le cas où FBL17 et RBR1 interagissent au niveau du motif PENF. Cette hypothèse 

implique que le recrutement de FBL17 par RBR1 empêche la formation du complexe 

SCFFBL17 en bloquant l’interaction de FBL17 avec la protéine SKP1 (ASK). Bien que peu 

probable puisque les protéines SKP1A (ASK1) et SKP1B (ASK2) ont été identifiées dans 

l’interactome de FBL17 (Figure 2.1.1 et 2.2.5 et Tableau 2.1.3 et 2.2.1), cette possibilité 

pourrait se mettre en place dans certains contextes biologiques.  

2. Dans le cas où FBL17 recrute RBR1 au niveau du motif LxCxE. Cette possibilité 

correspondrait à une interaction classique d’une protéine F-box avec son substrat et 

suggère l’ubiquitination et la dégradation par le protéasome de RBR1 via FBL17.  

Alors que ces deux protéines sont déjà sujettes à un rétrocontrôle transcriptionnel, les 

hypothèses 1 et 2 ci-dessus suggèrent la possibilité d’un rétrocontrôle complexe post-
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traductionnel où les fonctions de FBL17 pourraient être bloquées par RBR1 et la dégradation 

de RBR1 pourrait être assurée par FBL17. 

Dans la suite de ce travail, il serait donc intéressant de réaliser des mutations au niveau 

des motifs PENF et LxCxE de la protéines FBL17 et/ou d’établir des lignées tronquées 

composées, soit, de la région C-terminale de FBL17 (donc ayant perdu le domaine F-box ; 

fbl17, FBL17(CTR)-GFP), soit, de la région N-terminale de FBL17 (donc ayant perdu le domaine 

LRR ; fbl17, FBL17(NTR)-GFP) afin d’étudier quel domaine est impliqué dans l’interaction de 

ces protéines et d’étudier le phénotype des plantes associé à l’absence d’interaction entre 

FBL17 et RBR1. 

 
Si une interaction directe est confirmée entre FBL17 et nos 2 candidats, deux niveaux 

d’études pourront être envisagés :  

1. Déterminer le niveau d’ubiquitination in vivo des substrats potentiels. Il s’agira de 

vérifier si les protéines E2Fb et RBR1 sont ubiquitinées et si FBL17 est responsable de 

cette ubiquitination. Ces questions pourront être étudiées en testant la présence de 

formes ubiquitinées de E2Fb ou RBR1, en vérifiant si ces formes ubiquitinées sont 

accumulées après un traitement au Bortezomib, et si ces formes ubiquitinées sont 

réduites ou absentes dans le fond mutant fbl17 grâce à l’utilisation d’anticorps qui 

reconnaissent spécifiquement les chaines d’Ub. Après avoir vérifié l’ubiquitination de 

ces protéines, il serait également intéressant de vérifier le type de chaine impliqué 

dans cette ubiquitination. En effet, chez les mammifères, l’homologue fonctionnel de 

FBL17, Skp2, est impliqué dans l’ubiquitination des protéines en K48 pour induire leur 

dégradation ainsi qu’en K63 pour stabiliser certaines protéines, induire le 

recrutement d’interactants ou altérer leur localisation subcellulaire (pour revue 

Yumimoto et al., 2020). Cette analyse pourrait être réalisée grâce au système 

d’Ubicapture permettant d’isoler les protéines présentant un type donné de chaine.  

2. Caractériser le motif phosphodégron impliqué dans le recrutement des substrats. 

Ainsi, des lignées phospho-mimiques et phospho-mutantes pourraient être générées 

pour les sites de phosphorylation identifiés chez E2Fb et RBR1. Ces lignées 

permettraient de maintenir la protéine sous une forme mimant la forme 

phosphorylée, en remplaçant les sérines (S) par des acides aspartiques (D ; E2FbS117D, 
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RBRS374/375D, RBRS911D), ou au contraire sous sa forme non phosphorylée, en 

remplaçant les sérines (S) par des alanines (A ; E2FbS117A, RBRS374/375A, RBRS911A). Ces 

lignées pourraient aussi être réalisées avec une étiquette protéique afin d’étudier si 

l’interaction avec FBL17 est maintenue ou non.  

 
Notons qu’il serait aussi intéressant de réaliser les analyses décrites ci-dessus avec le 

facteur de transcription E2Fa identifié dans l’une des analyses IP-MS.  

De plus, afin de déterminer avec quelle(s) versions du complexe DREAM FBL17 interagit, 

il serait intéressant de réaliser une IP-MS sur la première paire de feuilles de plantules de 8 

jours, condition utilisée pour identifier le complexe RBR-E2Fb-DPb-MYB3R4 (Kobayashi et al., 

2015). Ce complexe s’exprime dans les tissus âgés, où il vient activer les gènes permettant la 

réalisation de la mitose (Figure 1.2.3 ; Kobayashi et al., 2015). L’utilisation de plantules de 6 

jours dans nos conditions expérimentales ne permet pas d’exclure un rôle de FBL17 au sein 

de cette version du complexe DREAM.  

 

I.A.1.b Dans un contexte DDR  

 
Dans un contexte de stress génotoxiques, il a été montré que les protéines RBR1 et E2Fa 

sont recrutées au niveau des foci γH2AX, le marqueur des cassures double brin de l’ADN (Lang 

et al., 2012; Biedermann et al., 2017; Horvath et al., 2017), suggérant que ces protéines 

pourraient jouer un rôle plus direct dans la réparation de l'ADN. Il est intéressant de noter que 

RBR1 interagit physiquement avec la protéine BRCA1, que ce soit chez les mammifères ou les 

plantes, au niveau des foci γH2AX (Aprelikova et al., 1999; Horvath et al., 2017), et qu’elle est 

nécessaire au recrutement de la protéine RAD51 au niveau de ces foci (Biedermann et al., 

2017) suggérant un rôle structurel des protéines RBR dans la machinerie DDR.  

Lors de cette thèse, la protéine FBL17 a été caractérisée en condition de stress 

génotoxique pour sa capacité à se relocaliser sous forme de foci nucléaires. Ces foci 

colocalisent avec la protéine RBR1 au niveau des sites de dommage à l’ADN (Gentric et al., 

2020 ; Figure 2.1.9). L’observation de cette colocalisation laisse suggérer l’implication de 

FBL17 dans le processus de réparation de l'ADN. De plus, le recrutement de FBL17 au niveau 

de ces lésions est directement lié à la présence de la protéine RBR1 (Gentric et al., 2020), 

suggérant une dynamique d’interaction entre ces deux protéines (Figure 2.1.9). Ces 
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observations suggèrent deux hypothèses. Premièrement, la protéine RBR1 pourrait recruter 

FBL17 au niveau des foci γH2AX, où elle exercerait son rôle de protéine F-box sur des protéines 

présentes au niveau des sites de lésions de l'ADN. Cette hypothèse est soutenue par l’analogie 

avec les mammifères où la protéine BRCA1 est ubiquitinée par la protéine Skp2 induisant sa 

dégradation afin d’assurer la réalisation de la HR en phase S/G2 (Parameswaran et al., 2015). 

Deuxièmement, la protéine FBL17 ciblerait RBR1 afin d’entrainer sa dégradation. RBR1 étant 

nécessaire au recrutement de protéines essentielles à la réparation de l’ADN, sa dégradation 

pourrait initier la disparition des foci γ-H2AX une fois l’ADN réparé. Cette idée est soutenue 

par la diminution du niveau protéique de RBR1 suite à un stress génotoxique, suggérant sa 

régulation par dégradation (Figure 2.1.4). Ces deux hypothèses pourraient être exclusives, 

respectivement, ou non exclusives et dans ce cas prendre place selon une cinétique qui 

resterait à déterminer.  

 
L’étude des implications de FBL17 dans la DDR ainsi que la vérification des hypothèses 

posées pourraient être vérifiées grâce à différentes expérimentations :  

1. Les expériences proposées en condition standard, telles que l’interaction entre les 

protéines ou le rôle des phosphorylations, pourraient être étudiées en condition de stress 

génotoxiques.  

2. Il a été mis en évidence, notamment chez les champignons, que certaines protéines F-box, 

exercent un rôle de façon indépendante de leur complexe E3 en interagissant seulement 

avec SKP1 (Jonkers et Rep, 2009). L’identification de deux SKP1 (Ask) dans l’interactome 

de FBL17 (Figure 2.1.1 et 2.2.5 et Tableau 2.1.3 et 2.2.1), ainsi que l’absence de culline, 

pourrait suggérer un rôle fonctionnel de FBL17 en dehors de son complexe SCF. Il serait 

intéressant de vérifier si, au niveau des foci, le complexe SCF entier est recruté avec FBL17, 

pour assurer l’ubiquitination de substrats, ou si seule la protéine F-box FBL17 est recrutée 

assurant une régulation indépendante de son complexe E3 ligase. 

3. Etant donné le recrutement de RBR1 et FBL17 sous forme de foci, il serait intéressant 

d’étudier la régulation subcellulaire de E2Fb, en condition de stress génotoxiques. 

L’utilisation d’une lignée pE2Fb:E2Fb-GFP pFBL17:FBL17-mCherry permettrait d’observer, 

par immunomarquage, si cet autre membre du complexe DREAM identifié dans 
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l’interactome de FBL17 est aussi recruté sous forme de foci et si les protéines FBL17, E2Fb 

et RBR colocalisent au niveau de ces foci.  

 
I.A.2 L’absence des interactants connus 

 
De façon surprenante, l’analyse IP-MS n’a pas permis de mettre en évidence les 

interactants connus de FBL17 tels que les protéines KRP ou CDT1a (Tableaux 2.1.3 et 2.2.1). 

Ces protéines, jouant un rôle précis lors de certaines phases du cycle cellulaire, sont finement 

régulées et peuvent présenter des profils d’expression cycliques au sein des cellules. Ainsi, 

certaines KRP sont probablement dégradées par FBL17 avant la transition G1-S, alors que 

CDT1a est dégradée en début de phase S (Gusti et al., 2009; Desvoyes et al., 2019). Etant 

donnée l’utilisation de plantules entières dans les analyses d’IP-MS, ces interactants, 

spécifiques de certaines phases du cycle cellulaire, pourraient être présents en trop faible 

quantité dans le protéome total des plantules pour être identifiées par cette méthode. Nous 

ne pouvons donc pas exclure que d’autres interactants spécifiques du cycle cellulaire peuvent 

ne pas être identifiés dans notre analyse.  

Afin de remédier à ce problème, une des solutions envisagées est l’utilisation de lignées 

BY2 afin de travailler sur une population de cellule pouvant être synchronisées et d’étudier les 

interactants de FBL17 à chaque phase du cycle (Kumagai-Sano et al., 2006). Une alternative 

serait la synchronisation des cellules de pointes racinaires par l’utilisation de l’HU. En effet, il 

a été montré que des plantules traitées à l’HU présentaient alors un arrêt transitoire en 

transition G1/S (Cools et al., 2010). 

 

I.B La régulation de la protéine F-box FBL17 

 
De nombreuses études ont permis de mettre en évidence les différents niveaux de 

régulation post-traductionnelles des E3 ubiquitine ligases. Ainsi, les phosphorylations 

interviennent dans leur activation ou l’inhibition des interactions avec le substrat, alors que 

les ubiquitinations interviennent notamment dans la dégradation de ces E3 ubiquitine ligases 

(de Bie et Ciechanover, 2011).  
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I.B.1 Les phosphorylations  

 
Bien qu’en nombre modéré, des phosphorylations ont pu être mises en évidence chez les 

protéines F-box. Chez les mammifères, la protéine suppresseur de tumeur F-box Fbxw7 (F-

box/WD repeat-containing protein 7) est phosphorylée au niveau des sérines 25, 176, 349 et 

372 et de la tyrosine 205 par les kinases Pik2 (class I phosphoinositide 3-kinases), Cdk5 et ERK 

(Extracellular signal-Regulated Kinases) induisant son ubiquitination et sa dégradation par le 

protéasome 26S (Cizmecioglu et al., 2012; Ko et al., 2019; Ji et al., 2015). Suite à un stress 

génotoxique, la protéine F-box Fbxo31 est phosphorylée par la kinase Atm au niveau des 

sérine-glutamine 278/279. Cette phosphorylation permet l’interaction de Fbxo31 avec ses 

substrats tels que la cycline D1 ou le régulateur négatif de la protéine suppresseur de tumeur 

p53 Mdm2, conduisant à leur ubiquitination et leur dégradation par le protéasome 26S (Santra 

et al., 2009; Malonia et al., 2015). Enfin, dans un autre modèle, chez le champignon pathogène 

pour l’Homme, Aspergillus fumigatus, la protéine F-box Fbx15 est constitutivement 

phosphorylée au niveau des sérines 468/469 et interagit avec la protéine Skpa pour former le 

complexe SCFFbx15. Fbx15 phosphorylée permet le transport nucléaire du corépresseur SsnF 

qui cible les gènes impliqués dans la réponse au stress oxydatif et les métabolites secondaires. 

Suite à un stress oxydatif, Fbx15 est déphosphorylée, entrainant une activité moins 

importante du complexe et ainsi une réduction du transport de SsnF dans le noyau, 

permettant l’activation des gènes (Jöhnk et al., 2016). La phosphorylation de protéines F-box 

reste encore peu étudiée, à ce jour, chez les plantes.  

Chez Arabidopsis thaliana, trois sites de phosphorylation au niveau des sérines 8, 80 et 

99 ont été identifiés pour la protéine F-box FBL17, lors de cette thèse (Tableau 2.1.4). Afin 

d’étudier le rôle de ces phosphorylations dans la régulation de FBL17, des lignées phospho-

mimiques (FBL17S8D, FBL17S80D, FBL17S99D) et phospho-mutantes (FBL17S8A, FBL17S80A, 

FBL17S99A ; mutations simples et multiples) pourraient être générées et introduites dans le 

fond génétique fbl17. Quatre niveaux d’études pourraient être envisagés :  

1. Le phénotype de ces lignées pourrait être comparé à Col-0. Si l’une (ou plusieurs) de ces 

phosphorylations interviennent dans l’inactivation de la protéine FBL17, un phénotype 

fbl17-like (i.e. plantules petites, plus claires, cotylédons filiformes et petites racines) 

pourrait être observé.  
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2. La localisation subcellulaire de FBL17 en condition standard, mais aussi sous stress 

génotoxique, pourrait être étudiée et nous informer du rôle potentiel de ces 

phosphorylations dans le maintien de FBL17 dans le noyau ou dans son recrutement sous 

forme de foci en conditions génotoxiques.  

3. L’interaction entre FBL17 et ses substrats, ainsi que leur niveau protéique permettrait 

d’évaluer le rôle de ces phosphorylations dans la dégradation des substrats par le 

protéasome 26S. Une étude du niveau protéique des substrats après un traitement au 

CHX permettrait de vérifier l’activité de FBL17 dans les différentes lignées phospho-

mimiques et phospho-mutantes.  

4. FBL17 étant une protéine très instable et régulée par le protéasome (Figure 2.1.3, Noir et 

al., 2015), l’étude de ces lignées phospho-mimiques et phospho-mutantes permettrait 

d’envisager l’implication de ces phosphorylations dans la stabilité de la protéine F-box 

elle-même.  

Enfin, trois kinases ont été étudiées dans cette thèse, à savoir WEE1, ATR et ATM et aucun 

double mutant homozygote n’a pu être identifié pour fbl17 wee1 et fbl17 atr alors que la 

lignée fbl17 atm n’est pas encore disponible (Tableau 2.1.5). Cette absence de double mutant 

homozygote laisse suggérer un lien fort entre les protéines FBL17/WEE1 et FBL17/ATR. Des 

expériences pourraient être menées afin de tester si ces kinases sont responsables de la 

phosphorylation de FBL17.  

 
I.B.2 L’ubiquitination  

 
La caractérisation de certaines protéines F-box a permis de mettre en évidence leur 

capacité à s’autoréguler (de Bie et Ciechanover, 2011). Chez les mammifères, deux protéines 

F-box, Grr1p et Cdc4p, ont été caractérisées pour s’auto-ubiquitiner au sein de leur complexe 

SCF in vivo, entrainant leur dégradation par le protéasome 26S (Galan et Peter, 1999). D’autres 

protéines F-box sont proposées poursuivre le même type de régulation, telles que Skp2, pour 

laquelle une ubiquitination in vitro au sein du complexe CRL purifié a été montrée (Wirbelauer 

et al., 2000). Ce type d’autorégulation a aussi été mis en évidence chez le champignon 

filamenteux Neurospora crassa, ainsi que la levure Saccharomyces cerevisiae (Zhou et Howley, 

1998; He et al., 2005), mais pas encore chez les plantes. En effet, si certaines protéines F-box 
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sont connues pour être régulées via le protéasome 26S (Noir et al., 2015; Sun et al., 2015; 

Stuttmann et al., 2009), à ce jour aucune ubiquitination autocatalytique n’a été démontrée.  

L’identification d’un site d’ubiquitination chez FBL17, au niveau de la lysine K195 ou la 

cystéine C196 au début du domaine LRR (Tableau 2.1.4 et Figure 2.1.2), en plus de l’absence 

d’une autre E3 ubiquitine ligases dans l’interactome de FBL17 (Tableaux 2.1.3 et 2.2.1) permet 

d’envisager ce type d’autorégulation de la protéine F-box FBL17. Afin de vérifier cette 

hypothèse, différentes expériences pourraient être réalisées :  

1. La première étape serait de prouver l’ubiquitination in vivo de FBL17 et l’accumulation de 

cette forme ubiquitinée suite à un traitement au Bortezomib. Cette analyse pourrait être 

réalisée grâce à l’utilisation d’anticorps qui reconnaissent spécifiquement les chaines K48 

(K11 ou K63).  

2. L’importance du complexe SCF (Skp1-Cullin1-F-box) dans l’autoubiquitination de FBL17 

pourrait être étudiée. Puisque la mutation de la culline 1 est létale (Shen et al., 2002), les 

lignées rapportrices FBL17-GFP pourraient être introgressées dans les fonds mutants ask1 

et ask2 (Skp1-like genes ), mais pas le double mutant ask1ask2 qui est aussi létal (Yang et 

al., 1999; Liu et al., 2004), permettant d’étudier la stabilité protéique de FBL17 dans ces 

fonds génétiques.  

3. La nécessité du complexe SCF entier dans l’ubiquitination de FBL17 pourrait être explorée 

grâce à l’utilisation d’une lignée mutée dans le domaine F-box . Si FBL17 s’autoubiquitine 

au sein de son complexe SCF, la perte du domaine F-box nécessaire à l’interaction avec le 

domaine SCF entrainerait une stabilisation de la protéine FBL17 en absence de tout 

traitement.  

4. Il a récemment été montré l’implication des enzymes E2, UBC35 et UBC36, comme les 

enzymes majeures de la poly-Ub en chaines polyubiquitines de type K63 chez les plantes, 

nécessaires à leur croissance et développement (Romero-Barrios et al., 2020). Il serait 

intéressant d’étudier quelle enzyme E2 s’associe avec FBL17 et de croiser le mutant fbl17-

1 avec le double mutant ubc35-1 et ubc36-2 (knockout). 
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II Les responsables de la DDR constitutive chez fbl17  

 
Chez les plantes, l’un des régulateurs clefs de la DDR est le facteur de transcription SOG1, 

qui a été comparé en terme de fonction, au suppresseur de tumeur p53 chez les mammifères 

(Yoshiyama et al., 2009; Yoshiyama, 2015). L’activation de SOG1 dépend de son niveau de 

phosphorylation par la kinase ATM (Yoshiyama et al., 2013a, 2017), et lui permet de réguler 

(directement ou indirectement) plus de 300 gènes impliqués dans le cycle cellulaire, la 

réplication de l’ADN, la réponse aux stress abiotiques et la réparation de l’ADN en réponse à 

un stress génotoxique (Yoshiyama et al., 2009; Furukawa et al., 2010; Bourbousse et al., 2018; 

Ogita et al., 2018). Ainsi, la mutation sog1 entraine des déficiences au niveau de la réparation 

de l'ADN, de l'arrêt du cycle cellulaire et de l'activation de la mort cellulaire (Preuss et Britt, 

2003; Yoshiyama et al., 2009; Furukawa et al., 2010). Le mutant fbl17 a précédemment été 

caractérisé pour l’induction constitutive de certains gènes de la DDR, la formation de micro-

noyaux et de ponts chromosomiques lors de la mitose, ainsi que la présence de mort cellulaire 

constitutive au niveau des pointes racinaires (Noir et al., 2015). Lors de cette thèse, la DDR 

constitutive du mutant fbl17 a été caractérisée précisément. Ainsi, une approche 

transcriptomique a révélé que la mutation fbl17 conduit à une activation très large de 

nombreux gènes de la DDR (i.e ~60% des 1 443 gènes DE chez fbl17 (-1,5<log2FC<1,5) ; Gentric 

et al., 2020). De plus, la perte de cette protéine entraine une augmentation du nombre de 

lésions au niveau de l’ADN. Certaines données obtenues suggèrent que la DDR présente de 

façon constitutive chez le mutant fbl17 n’est toutefois pas dépendante de SOG1. En effet, 

l'induction transcriptionnelle constitutive des gènes de la DDR dans le mutant fbl17 n'est pas 

supprimée par la mutation sog1 et de nombreux gènes ciblés par SOG1 peuvent encore être 

induits lors d'un traitement à la Zéocine dans le fond mutant fbl17. Enfin, l'hypersensibilité du 

mutant fbl17 aux agents induisant des DSB et l'augmentation de la mort cellulaire au niveau 

des pointes racinaire ne dépendent pas de SOG1 (Gentric et al., 2020).  

Ces dernière années, la caractérisation de mutants, tels que wee1 ou abo4-1, dans le fond 

mutant sog1, a permis de mettre en évidence la présence d’une réponse DDR SOG1-

indépendante chez les plantes (pour revue Nisa et al., 2019). Les acteurs clefs du cycle 

cellulaire, RBR1 et E2Fa, ont été caractérisés pour leur implication dans la régulation 

transcriptionnelle de nombreux gènes de la DDR (Figure 2.2.2 et 2.2.3 ; Verkest et al., 2014; 

Bouyer et al., 2018). La protéine RBR1 est notamment recrutée au niveau des sites consensus 
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E2F de nombreux promoteurs des gènes de la DDR (Bouyer et al., 2018a) et semble jouer un 

rôle de répresseur, puisque plusieurs gènes impliqués dans la DDR sont induits lorsque le 

niveau protéique de RBR1 est réduit dans des lignées RNAi ou dans le mutant hypomorphe 

rbr1-2 (Horvath et al., 2017; Biedermann et al., 2017). Cette action répressive semble 

coordonnée avec E2Fa puisque, chez Arabidopsis, le gène BRCA1 a été caractérisé pour être 

réprimé directement par RBR1 et le facteur de transcription E2Fa (Horvath et al., 2017). Selon 

notre analyse, en combinant les informations des sites de liaison du facteur de transcription 

E2Fa (Verkest et al., 2014) avec l'ensemble de données d'immunoprécipitation de la 

chromatine RBR1 (Bouyer et al., 2018a), ainsi que ceux de MYB3R3 (Kobayashi et al., 2015b) 

et SOG1 (Ogita et al., 2018) plusieurs des gènes de la DDR constitutivement induits dans fbl17 

apparaissent être des cibles de RBR1/E2F (Figure 2.2.2 et 2.2.3). D’un point de vue fonctionnel, 

les lignées knockdown pour RBR1 présentent un niveau élevé de dommages à l'ADN en 

condition standard ainsi qu’une augmentation significative du niveau de fragmentation de 

l'ADN après traitement BLM (Biedermann et al., 2017; Horvath et al. , 2017). De plus, la 

réduction de RBR1 fonctionnelle et la perte d'E2Fa entraînent une hypersensibilité aux agents 

induisant des DSB de l'ADN (Roa et al., 2009; Lang et al., 2012; Biedermann et al., 2017). Ainsi, 

la perte de la fonction FBL17 partage de nombreuses similitudes avec le phénotype des 

plantes knockdown pour RBR1 et knockout pour E2Fa, suggérant que la protéine F-box 

pourrait agir à ce niveau. Cependant, si les protéines RBR1 et E2F sont effectivement 

impliquées dans la régulation des gènes de la DDR chez fbl17, cette régulation est plus 

compliquée que décrite jusqu’à présent. En effet, le mutant fbl17 présente une 

suraccumulation des protéines RBR1 et E2Fb (Figure 2.1.8), et si le double mutant fbl17-1 e2fa-

2 ne présente pas de phénotype particulier (Figure 2.1.5), l'activation transcriptionnelle 

constitutive des gènes DDR dans fbl17 est seulement légèrement réduite par la mutation e2fa 

(Figure 2.2.4). Enfin, l’analyse d’IP-MS a permis de mettre en évidence un enrichissement très 

important des protéines E2Fb et RBR1 dans l’interactome de FBL17 (Tableaux 2.1.3 et 2.2.1). 

Ainsi, plusieurs études pourraient être réalisées pour comprendre la DDR constitutive du 

mutant fbl17 :  

1. Tout comme lors de la régulation des gènes du cycle cellulaire, le complexe DREAM (RBR1-

E2Fb-DPb) et le complexe RBR1-E2Fa pourraient réguler les gènes de la DDR de façon 

différente. Si le complexe RBR1-E2Fa réprimait ces gènes, le complexe RBR1-E2Fb-DPb 
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(dont RBR1 et E2Fb sont suraccumulés dans le mutant fbl17) pourrait au contraire les 

induire. Ceci devrait être testé. 

2. Puisqu’une légère baisse du niveau d’induction des gènes de la DDR dans le double mutant 

fbl17-1 e2fa-2 a pu être observée comparé à fbl17-1 (Figure 2.2.4), l’hypothèse d’une 

action redondante des E2F peut être soulevée et suggère la nécessité d’étudier les 

doubles et triple mutants e2f dans le fond mutant fbl17.  

 

III La protéine F-box FBL17 et Physcomitrella patens 

 
L’intégrité génétique des individus est primordiale au maintien des espèces. Ainsi, chacun 

des grands règnes composant l’arbre universel de la vie de Carl Woese (les eucaryotes et les 

procaryotes composés des bactéries et des archées) possèdent des mécanismes de réparation 

de l’ADN plus ou moins bien conservés (pour revue DiRuggiero et Robb, 2004; Hanawalt, 

2015). L’absence d’organisation de la chromatine chez les bactéries (Hanawalt, 2015), ainsi 

que certaines similarités entre les composants de la machinerie de réparation chez les archées 

et les eucaryotes suggèrent une évolution indépendante entre, d’une part, les bactéries et, 

d’autre part, les archées et les eucaryotes (DiRuggiero et Robb, 2004). Au sein des Eucaryotes, 

les plantes ont été caractérisées pour leur mécanisme d’adaptation aux conditions de stress 

génotoxiques. Ainsi, les plantes supérieures sont plus résistantes aux radiations ionisantes par 

rapport aux mammifères. En effet, suite à une exposition aux rayonnements γ, les cellules de 

tabac BY2 ne présentent qu’un tiers des DSB de l’ADN retrouvées lors d’un traitement 

identique chez les cellules d’ovaire de hamster chinois (Yokota et al., 2005). Chez une espèce 

plus primitive, la mousse Physcomitrella patens, de récentes études ont permis de mettre en 

évidence une nouvelle voie de réponse aux dommages à l’ADN, celle de la reprogrammation 

(Gu et al., 2020). Cette voie entraine la dédifférentiation des cellules foliaires de 

Physcomitrella ayant subi des dommages à l’ADN et leur différenciation en protonema via la 

voie ATR. L’hypothèse proposée dans Gu et al (2020) est l’utilisation de cette voie par 

Physcomitrella afin d’échapper à un environnement génotoxique.  

Avec comme objectif d’étudier le rôle de FBL17 chez la mousse modèle Physcomitrella 

patens, une étude phylogénétique de cette protéine F-box a été réalisée. De façon 

surprenante, FBL17 n’a pas été retrouvée chez Physcomitrella. En effet, elle est apparue avec 

les spermatophytes et est donc retrouvée chez les gymnospermes, les monocotylédones et 



Figure 3.1.2: Phylogénie de la protéine FBL17.

(A) Mise en évidence de l’apparition de la protéine FBL17 (en bleu) dans l’arbre

phylogénétique des Viridiplantae. (B) Arbre phylogénétique de la protéine FBL17 construit
avec le plugin PHYML dans Geneious (version 7.1 ; http://www.geneious.com). Les
différents clades sont mis en évidence par groupes de couleurs, vert pour le
gymnosperme, bleu pour les monocotylédones et orange pour les eudicotylédones. Les
séquences sont issues de la plateforme Phytozome et Congenie. Seules les séquences
présentant un score de Bits > 50 et une E value > 10-10 ont été sélectionnées. L’alignement

des séquences a été réalisé avec le logiciel Muscle dans Geneious. La distance des
branches représente le taux de substitution des acides aminés et a été calculée avec un
test Chi2. La barre d'échelle représente le nombre de changements par position d’acides

aminés.
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les dicotylédones (Figure 3.1.2). FBL17 étant l’homologue fonctionnel de Skp2 chez les 

mammifères, il serait intéressant d’identifier et d’étudier l’homologue fonctionnel de Skp2 et 

FBL17 parmi les 228 gènes codant potentiellement une protéine F-box chez Physcomitrella 

(Elzanati et al., 2017). Trois stratégies peuvent être utilisées. La première est l’identification 

de protéines F-box régulées au cours du cycle cellulaire et dont la transcription pique en phase 

S. La seconde est la présence d’un motif E2F binding sur le promoteur de cette F-box et la 

troisième l’identification d’un motif LxCxE au sein de cette protéine F-box. Une fois cet 

homologue identifié, son implication dans le cycle cellulaire et la DDR pourrait être étudiée. 

De plus, l’identification de cette nouvelle voie de réponse aux dommages à l’ADN chez 

Physcomitrella (Gu et al., 2020), ouvre la question de l’évolution de la DDR chez les plantes.  

 





 

 

 

 

 

 

 

 

PARTIE 4 :  

Matériels et Méthodes 

 



Tableau 4.1.1: Liste des lignées mutantes et transgéniques utilisées



Partie 4 : Matériels et Méthodes 
 

114 
 

Chapitre 1 : Matériels  

 

I Matériel végétal 

 
Toutes les lignées Arabidopsis utilisées dans ce manuscrit sont décrites dans le Tableau 

4.1.1. 

 

II Souches Bactériennes  

 
La souche TOP10 d’Escherichia coli (Invitrogen) a été utilisée afin d’amplifier les plasmides 

et réaliser les clonages par choc thermique. Génotype : F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.  

La souche d’Agrobacterium tumefaciens GV3101 (PMP90) a été utilisée pour transformer 

les plantes d’Arabidopsis. Elle possède une résistance à la rifampicine et comporte le plasmide 

PMP90 Ti (Tumor inducing) désarmé qui encode les gènes vir nécessaires au transfert du T-

DNA et lui confère une résistance à la gentamycine.  

 

III Vecteurs et constructions binaires  

 
L’ensemble des vecteurs utilisés sont associés à la technique GateWay (Invitrogen) 

décrite dans la partie Méthodes (Partie 4, II). Les différentes constructions réalisées sont 

décrites dans le Tableau 4.1.2. 

Le pDONR221 (4762 paires de bases) porte un gène de résistance à la kanamycine. Le 

plasmide contient les sites de recombinaison attP1 et attP2 entre lesquels se trouve le gène 

suicide ccdB. La séquence complète de ce plasmide est disponible sur le site 

www.invitrogen.com. Pour créer le clone pENTRY(221)-FBL17g, le plasmide pDONR221 a été 

recombiné avec le fragment PCR contenant la séquence génomique de FBL17 (2876 paires de 

bases) flanquée des sites de recombinaison attB1 et attB2. Pour créer le clone pENTRY(P4-

P1R)-pFBL17, le plasmide pDONR221 P4-P1R (contenant les sites de recombinaison attP4 et 

attB1) a été recombiné avec le fragment PCR contenant la séquence promotrice de FBL17 

(1173 paires de bases) flanquée des sites de recombinaison attB1 et attB4. La liste des 

amorces utilisées pour amplifier le promoteur et le gène de FBL17 et introgresser les 



Tableau 4.1.2 : Liste des constructions réalisées. 
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séquences att dans les vecteurs sont décrites dans le Tableau 4.1.3. Les vecteurs pENTRY(R2-

L3)-3xFlag, pENTRY(R2-L3)-mRFP, pENTRY(R2-L3)-3HA, pENTRY(R2-L3)-eGFP, pENTRY(R2-L3)-

mcherry, pENTRY(P4-P1R)-35S ont été réalisés par Plant Systems Biology (VIB, Ghent, 

Belgique) et les détails de ces vecteurs sont disponibles sur https://gatewayvectors.vib.be/. 

La transcription des constructions insérées est arrêtée par un terminateur 35S dans les 

pENTRY(R2-L3).  

Le vecteur binaire pGWB617 (P35S-attR1-Cmr-ccdB-attR2-4xMyc-TNOS) comporte une 

résistance à la spectinomycine pour la sélection des bactéries et un gène de résistance au 

BASTA pour celle des plantes. pGWB14 (P35S-attR1-Cmr-ccdB-attR2-3xHA-TNOS) comporte 

une résistance à la spectinomycine pour la sélection des bactéries et un gène de résistance à 

l’hygromycine pour celle des plantes. Ces vecteurs proviennent de la collection Nakagawa 

(Nakagawa et al., 2007). Le vecteur binaire pB7m34GW,0 comporte une résistance à la 

spectinomycine pour la sélection des bactéries et un gène de résistance au BASTA pour celle 

des plantes. Le vecteur binaire pH7m34GW,0 comporte une résistance à la spectinomycine 

pour la sélection des bactéries et un gène de résistance à l’hygromycine pour celle des plantes. 

Ces vecteurs ont été designés par la société Plant Systems Biology (VIB, Ghent, Belgique) et 

les détails de ces vecteurs sont disponibles sur https://gatewayvectors.vib.be/.  

 

IV Anticorps utilisés pour les Western Blots et 

l’immunomarquage  

 
Les anticorps primaires et secondaires utilisés lors des différentes études par Western 

Blot et immunomarquage et leur condition d’utilisation sont décrits dans le Tableau 4.1.4.  

 

V Composés chimiques et antibiotiques  

 

V.A  Antibiotiques et herbicides de sélection des bactéries/plantes  

 
La liste des antibiotiques et herbicides utilisés pour sélectionner les bactéries et les 

plantes est présentée ci-après avec leur concentration d’utilisation.  



Tableau 4.1.3: Amorces utilisées pour le clonage.
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V.B  Composés chimiques appliqués sur les plantes  

 
La liste des produits chimiques utilisés pour traiter les plantules d’Arabidopsis est 

présentée ci-dessous avec leur condition d’utilisation.  

 

V.C Microscope confocal  

 
Les données de microscopie confocale ont été réalisées à partir des objectifs x20, x40 en 

immersion avec l’eau et x60 en immersion sous huile avec le microscope confocal LEICA TCS 

SP8 (Leica Microsystem). Le lasers Argon a permis l’excitation des protéines GFP (488 nm) et 

Cyn5 (476 nm), le laser DPSS 561 celle des protéines mcherry, RFP ou le marquage au Iodure 

de propidium et le laser UV (405 nm), la révélation du marquage au DAPI. Les images de 

microscopie ont été traitées en utilisant le logiciel Fiji (ImageJ 1.52p ; http://imageJ.nih.gov/ij). 

  

Agent de sélection Solvant 
Solution stock 

(mg/ml) 
Concentration finale 

(µg/ml) 
BASTA Eau  10  10  
Gentamycine Eau  100  50-100 
Hygromycine  Eau  500 70 µL/L 
Kanamycine Eau  100  50  
Norflurazon DMSO  5 mM 5 µM 
Rifampicine DMSO  100  50 
Spectinomycine Eau  100  100  
Streptomycine Eau  30  30  
Sulfadiazine Eau  10  5  

Composé chimique Solvant Solution stock Concentration finale Fournisseur 

MLN4924 DMSO 25 mM 25 µM Activebiochem 
MG132 DMSO 50 mM 100 µM Sigmaaldrich 
Bortezomib (PS-341) DMSO 50 mM 50 µM Selleckchem 
Cycloheximide Ethanol 100% 100 mM 100 µM Sigma 
Zéocine Eau 70,05 mM 5 ou 20 µM Invitrogen 
Cisplatine NaCl 1,67 mM 15 µM Sigma 
Hydroxyurée Eau 100 mM 5 mM Sigma 



Tableau 4.1.4: Liste des anticorps utilisés 
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Chapitre 2 : Méthodes  

 

I Condition de culture  

 

I.A Culture en in vitro  

 
Les graines destinées à la culture in vitro sont stérilisées dans une solution à 70% 

d’éthanol. Après trois lavages de 5 min avec cette solution, elles sont rincées à l’éthanol 100% 

et séchées sous hotte stérile. Les graines sont ensuite semées sur du milieu MS supplémenté 

de 0,8% ou 1% d’agar avant d’être stratifiées 2 jours à 4°C dans le noir. Les graines sont alors 

transférées dans une chambre de culture avec 16 heures de jours à 21°C, 8 heures de nuit à 

18°C et 80% d’humidité.  

· Milieu MS (Murashide et Skoog) : MS avec micro- et macro-éléments M0255 (KALYS), 10 
g/L de sucrose, pH 7,5 

 

I.B Sur terre  

 
Les plantules issues de la culture in vitro sont transférées sur terre et cultivées en terre 

dans des chambres de culture avec 16 heures de jours à 21°C, 8 heures de nuit à 18°C, 80% 

d’humidité et une lumière fluorescente (49W/965, Osram Biolux).  

 

II Analyse phénotypique  

 

II.A Etude de l’élongation racinaire  

 
Les graines sont germées et cultivées en culture in vitro sur des boites verticales avec du 

milieu MS 1% (w/v) et transférées, après 5 jours, sur du milieu MS 1% avec ou sans Zéocine 5 

µM. L’élongation racinaire est suivie pendant 7 jours à la même heure. Le logiciel Fiji (ImageJ 

1.52p ; http://imageJ.nih.gov/ij) a été utilisé afin de mesurer les racines. Le logiciel R a permis 

de calculer la moyenne arithmétique des élongations racinaires.  

  



Tableau 4.2.1: Détails des mixes et programmes d’amplification PCR

Tableau 4.2.2 : Amorces utilisés pour le génotypage.
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II.B L’étude de la mort cellulaire  

 
L’étude de la mort cellulaire a été réalisée sur des plantules de 8 jours traitées ou non 

avec de la Zéocine 5 µM pendant 3 jours. Le marquage de la mort cellulaire a été réalisée 

comme décrit précédemment (Biedermann et al., 2017). La quantification de la mort cellulaire 

a été effectuée avec le logiciel Fiji (ImageJ 1.52p ; http://imageJ.nih.gov/ij) sur une zone de 

15 000 µm² (200 µm de long à partir du QC et 75 µm de large). Le logiciel R a permis de calculer 

la moyenne arithmétique des aires de mort cellulaire.  

 

III Analyse des acides nucléiques  

 

III.A Extraction de l’ADN pour le génotypage  

 
L’ADN des lignées mutantes e2f (e2fa-1, e2fa-2, e2fb-1, e2fb-2) est extrait dans 300 µL de 

tampon Edwards. Les échantillons sont centrifugés 10 min à 3700 rpm et 100 µL de surnageant 

sont transférés dans 80µL d’isopropanol et mélangés délicatement avant d’être centrifugés 

15 min à 3700 rpm. Les culots sont séchés pendant 15 min à 37°C, puis resuspendus dans de 

l’eau. L’ADN des autres lignées est extrait dans 300µL de tampon Magic, ne nécessitant que 

l’étape de broyage. 

· Tampon Edwards : 200 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA et 0.5% SDS 

· Tampon Magic : 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM NaCl, 10% sucrose  

 

III.B Amplification de l’ADN par PCR 

 
L’amplification PCR (Polymerase chain reaction) a été utilisée pour le clonage et le 

génotypage. L’ADN polymérase Phusion High-Fidelity (ThermoFisher Scientific) a été utilisée 

pour amplifier avec une grande fidélité les séquences promotrices et génomiques de FBL17. 

L’ADN polymérase Phire Hot Start II (ThermoFisher Scientific) a été utilisée pour le 

génotypage. Les conditions PCR (mix et programmes) sont décrites dans le Tableau 4.2.1. La 

liste des amorces utilisées pour le génotypage est présentée dans le Tableau 4.2.2. Les 

amplifications PCR sont analysées par électrophorèse sur gel d’agarose (entre 1 et 2%) dans 

du TAE 1X. L’ADN est marqué avec du Bromure d’éthidium (BET) et révélé sous UV. 



Tableau 4.2.3: Amorces utilisées pour les qRT-PCR.
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III.C Extraction des ARN et traitement à la DNase 

 
Environ 100 mg de plantules congelées dans l’azote liquide sont broyés en présence de 

billes de verres (1,7-2,1 mm) par le Silamat (Ivoclar Vivadent). La poudre est resuspendue dans 

1 mL de réactif Trizol (Sigma-Aldrich). Après avoir bien agités les échantillons, 200 µL de 

chloroforme (Sigma-Aldrich) sont ajoutés avant de vortexer les tubes pendant deux minutes 

et de réaliser une centrifugation de 15 minutes à vitesse maximale à 4°C. Le surnagent est 

prélevé et transféré dans un nouveau tube avant de précipiter les ARN en y ajoutant 500µL 

d’isopropanol 100%. Les tubes sont agités délicatement à la main et incubés 20 minutes à 

température ambiante. Une centrifugation de 10 minutes à vitesse maximale est réalisée afin 

de culoter les ARN. Les culots sont lavés dans 1 mL d’éthanol 75% puis centrifugés 5 min à 

7500g avant d’enlever le surnageant. Cette étape est réalisée deux fois puis les culots sont 

séchés pendant 10 minutes et sont resolubilisés dans 25µL d’eau. Les ARN sont alors quantifiés 

en utilisant le nanodrop (ThermoFisher Scientific).  

 

III.D Quantitative real-time PCR 

 
Un traitement à la DNAse est réalisé sur 1µg des ARN totaux obtenus lors de l’extraction 

avec la DNAase I (ThermoFisher Scientific). Les cDNA sont obtenus en utilisant le kit de 

transcription inversée (Applied Bioscience) et sont dilués deux fois avant de réaliser la qPCR. 

Le master mix SYBR Green (Roche) est utilisé pour réaliser la qPCR sur le LightCycler 480 

(Roche) en suivant les instructions. La valeurs moyenne de trois réplicats expérimentaux est 

utilisée dans les graphiques et normalisée à partir des contrôles internes Sand et TIP41 

(Tableau 4.2.3). Toutes les amorces utilisées pour les qRT-PCR sont listées dans le Tableau 

4.2.3. 

 

III.E Séquençage des ARN  

  
III.E.1 Extraction d'acide nucléique 

 
L'ARN total a été extrait en utilisant une solution de Trizol (Invitrogen) à partir de 

plantules fbl17-1 et Col-0 âgées de 10 jours cultivées en in vitro, avec une extraction réalisée 
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comme décrit ci-dessus et complétée par un deuxième traitement au phénol/chloroforme. 

Trois réplicats biologiques ont été utilisés comme matériel de départ. Les concentrations 

d'ARN ont étaient déterminées avec un fluoromètre QuBit (Thermo Fisher Scientific). 

L'intégrité de l'ARN a été vérifiée à l'aide du Bioanalyzer 2100 (Agilent).  

 
III.E.2 Préparation de banque d'ADNc 

 
Les ARNm ont été isolés des ARN totaux en utilisant le module d'isolation magnétique 

des ARNm Poly(A) NEBNext (NEB) pour la préparation des bibliothèques d'ARNm. Les 

bibliothèques de séquençage ont été préparées en utilisant le kit de bibliothèques d'ARN 

Collibri pour Illumina (Invitrogen).  

 
III.E.3 Séquençage et analyse de données 

 
Les bibliothèques ont été séquencées en utilisant le système Illumina Nextseq 500 (mode 

single-end 1x75 pb). Les données RNA-seq ont été déposées dans la base de données 

ArrayExpress d'EMBLEBI (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) sous le numéro d'accession E-MTAB-

9050. Pour l'analyse bioinformatique, le prétraitement des données de séquençage a été 

réalisé à l'aide de TrimGalore (v0.5.0; https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ 

projects/trim_galore); les lectures ont été traitées en supprimant les séquences adaptatrices 

Illumina à l'aide de Cutadapt v1.18 et la qualité a été évaluée à l'aide de FastQC v0.11.8 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projets / fastqc /). Les lectures avec une qualité 

de 0,30 et une longueur de lecture minimale de 50 pb ont été conservées. Les données ont 

été cartographiées avec le génome d'Arabidopsis (TAIR10) à l'aide du logiciel Hisat2 (v2.1.0) 

(Kim et al., 2015) et triées avec Samtools v1.9 (Li et al., 2009). Pour chaque gène, une 

quantification de lecture a été réalisée à l'aide du logiciel HTSeqcount v0.11.0 (avec le 

paramètre « intersection nonempty »; Anders et al., 2015). L'analyse d'expression 

différentielle par comparaison par paires (pairwise) a été réalisée à l'aide du package R DESeq2 

(v1.24.0; Anders et Huber, 2010) et le paramètre betaprior défini sur true. Les analyses 

d'enrichissement GO et KEGG ont été effectuées à l'aide du logiciel ShinyGo v0.61 (Ge et al., 

2019). 
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IV Analyses protéiques  

 

IV.A Western Blot 

 
IV.A.1 Extraction protéique  

 
Environ 100 mg de plantules congelées dans l’azote liquide sont broyés en présence de 

billes de verres (1,7-2,1 mm) par le Silamat (Ivoclar Vivadent). La poudre est resuspendu avec 

200 µL de tampon Laemmli chaud (95°C) et dénaturée 5 min à 95°C avant d’être centrifugée 

5 min à 15 000 rpm. Le surnageant (extrait total de protéines) est récupéré et utilisé pour 

réaliser la quantification protéique et le western blot.  

· Tampon Laemmli : 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 3% SDS, 10% glycérol, 0,1% bleu de 
bromophénol, et 100 mM DTT. 

 
IV.A.2 Quantification protéique (Popov et al., 1975) 

 
10 µL d’extrait total de protéine sont dilués et mélangés avec 190 µL d’eau avant d’ajouter 

1 mL de solution Amidoblack. Les tubes sont alors centrifugés à température ambiante 

pendant 15 min à 15 000 rpm et le surnageant est éliminé. Les culots sont rincés avec la 

solution de lavage puis recentrifugés avant d’éliminer le surnageant. Les culots sont alors 

séchés à température ambiante pendant 10-15 min puis dissous dans 1 mL de solution NaOH 

à 0,2M. 200 µL sont utilisés pour mesure de la DO à 630 nm et la concentration de l’échantillon 

est calculée en fonction de la courbe obtenue à partir de la gamme BSA.  

· Solution Amidoblack : 10% Acide acétique (v/v), 90% méthanol (v/v), et 0,05% Amidoblack 
(w/v) 

· Solution de lavage : 10% Acide acétique (v/v), et 90% éthanol (v/v) 

 
IV.A.3 Immunodetection par Western Blot 

 
Les protéines totales sont séparées par SDS-PAGE en utilisant les gels précoulés Criterion 

(4-15% Criterion™ TGX Stain-Free™, BioRad). Les protéines totales sont d’abord séparées dans 

le tampon de migration pendant 15 min à 50V puis à 120V jusqu’à l’obtention de la séparation 

souhaitée. Elles sont transférées sur une membrane de type Immobilon-P PVDF (GE 
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Healthcare-Life Science) à 270 mA pendant environ 1h30 dans le tampon de transfert. La 

membrane est alors incubée 1h avec la solution TBS-T et 5% de lait à température ambiante. 

Une fois la saturation de la membrane terminée, l’anticorps primaire est ajouté et laissé toute 

la nuit à 4°C. La membrane est rincée trois fois 20 min avec du TBS-T avant d’être incubée 2h 

à température ambiante avec l’anticorps secondaire puis rincée à nouveau trois fois. La liste 

des anticorps utilisés est présentée dans le Tableau 4.1.4. La révélation se fait en utilisant le 

substrat chimioluminescent Clarity (BioRad) et le signal est détecté par l’imageur Fusion FX 

(Vilber). La quantité totale de protéine est mise en évidence par une coloration avec la solution 

de bleu de Coomassie.  

· Tampon de migration : Tris-Glycine : 25mM Tris-base, 250mM glycine, 0,1% SDS  
· Tampon de transfert : 25mM Tris-base, 192 mM Glycine, 15%(v/v) éthanol  
· Tampon TBS-T (Tris-buffer saline-Tween) : 20mM Tris-HCl pH 7,4, 150mM NaCl, 0,1% (v/v) 

Tween20 (Sigma-Aldrich)  
· Solution de bleu de Coomassie : 90% éthanol, 10% acide acétique, 0,05% de bleu brillant 

(R250, Sigma-Aldrich)  

 

IV.B Immunomarquage  

 
La fixation et l'immunocoloration ont été effectuées comme décrit précédemment 

(Batzenschlager et al., 2015) en utilisant des semis cultivés in vitro âgés de 6 jours. Les 

anticorps primaires utilisés sont l’anticorps anti-γH2AX, l’anticorps anti-GFP et l’anticorps anti-

RBR1. Selon les expériences, les anticorps secondaires conjugués pour la détection de γH2AX 

étaient soit le Alexa Fluor 568 pour les signaux rouges ou le Cyn5 pour les signaux violets. Pour 

la détection de GFP et RBR1, les anticorps secondaires conjugués utilisés étaient 

respectivement l'Alexa Fluor 488 pour le signal vert et l'Alexa Fluor 568 pour le signal rouge. 

La liste des anticorps utilisés est présentée dans le Tableau 4.1.4. 

 

IV.C Co-immunoprécipitation et Spectrométrie de Masse de partenaires 

protéiques 

 
IV.C.1 Condition de culture et traitement  

Des plantules de cinq jours sont rincées une fois dans du milieu MS liquide et avant d’être 

transférée dans une solution de MS liquide avec de la Zéocine (20 µM). Elles sont remises en 
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logette in vitro pour 1 heure sous légère agitation (<10 rpm) avant d’y ajouter du MLN pour 

15 heures supplémentaires. Après ce traitement de 16h, les plantules sont récoltées et 

essuyées délicatement avant de peser 3g de matériels et de le plonger dans l’azote liquide.  

 
IV.C.2 Extraction protéique  

 
L’extraction protéique est réalisée en chambre froide. Le matériel végétal congelé est 

broyé dans un mortier, préalablement refroidi à l’azote liquide, jusqu’à l’obtention d’une fine 

poudre blanche. Cette poudre est transférée dans un nouveau mortier contenant le tampon 

Clavel modifié (3 mL/g de matériel) ainsi qu’un peu de poudre de quartz et de PVP 

(Polyvinylpyrrolidone) et broyée en continu pendant 20 min. La préparation est transférée 

dans des tubes Eppendorf de 2mL et centrifugée à 4°C pendant 15 min à 20 000g. Le 

surnageant est prélevé et centrifugé une seconde fois dans les mêmes conditions puis réparti 

dans trois tubes de 2mL utilisés comme triplicat technique lors de l’immunoprécipitation et 

l’analyse de spectrométrie de masse.  

· Tampons d’extraction protéiques (tampon Clavel modifié ; Derrien et al., 2018) : 50 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 10% glycerol, 0.1% Igepal, 5 mM DTT et 
cocktail d’inhibiteurs (60 mM p-glycerophosphate, 0,1 mM Na3VO3, 0,5 NaF, 1 mM tablette 
d’inhibiteurs protéasiques (Roche), 10 pg leupetine, 10 pg aprotinine, 25 µM MLN4924)  

 
IV.C.3 Immunoprécipitation  

 
L’immunoprécipitation de la protéine de fusion d’intérêt et de ses partenaires est réalisée 

avec le kit µMACs GFP Milteny (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne ; 130-091-125). 

Les 2 mL de surnageant récupérés (cf II.C.2.b) sont incubés pendant au moins 1h à 4°C sous 

agitation douce (rpm 10) avec 50µL de microbilles anti-GFP. La séparation des protéines 

d’intérêt est réalisée grâce à l’utilisation de µcolonnes (Miltenyi Biotec) placées sur un stand 

magnétique et équilibrées une première fois avec 100µL de tampon de lyse du kit puis une 

seconde fois avec 200µL de tampon d’extraction protéique (cf tampon Clavel modifié). Après 

l’incubation, chaque échantillon est chargé sur la µcolonne 200µL par 200µL. Les µcolonnes 

sont alors rincées quatre fois avec 200µL de tampon d’extraction protéique (cf tampon Clavel 

modifié) puis une fois avec 200µL du tampon Wash 2 du kit. L’élution est réalisée hors stand 
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et à température ambiante en appliquant 150 µL de tampon d’élution du kit préalablement 

chauffés à 95°C.  

IV.C.4 Spectrométrie de masse 

 
L’analyse par spectrométrie de masse est réalisée par Phillipe Hammann, Lauriane Kuhn 

et Johanna Chicher à la plateforme de protéomique de l’Institut de Biologie Moléculaire et 

Cellulaire (IBMC, Esplanade, Strasbourg). Une digestion enzymatique des échantillons 

protéiques élués en II.D.2.c est réalisée afin de cliver les protéines de manière spécifique en 

C-ter des résidus lysine (K) et arginine (R). Les peptides trypsiques vont être transférés sur une 

chromatographie liquide (Thermo Scientific™, EASY-nanoLC 1000, Thermo Fisher Scientific) 

couplée en amont du spectromètre de masse (Thermo Scientific™, Q Exactive™, Thermo 

Fisher Scientific). La recherche des peptides identifiés dans les banques de données se fait 

avec l’algorithme Mascot (version 2.5) et la banque TAIR. L’analyse statistique se fait grâce au 

test statistique développé par Hélène Zuber (équipe D. Gagliardi, IBMP, Strasbourg) 

comprenant 3 étapes. Lors de la première étape, un diagramme PCA (principal composant 

analysis) permet de vérifier la reproductibilité des réplicats. La deuxième étape est un test 

statistique avec une comparaison 2-à-2 basée sur les scripts R « msmsTests » (LC-MS/MS 

differential expression tests ; Gregori et al) et « edgeR » (Empirical Analysis of digital gene 

expression data in R). Et enfin, la troisième étape permet la représentation des données 

obtenues sous forme de volcanoplot.  

 

V Construction de nouvelles lignées  

 

V.A Technologie GateWay  

 
La technologie Gateway (Invitrogen) est basée sur le système de recombinaison du phage 

λ dans E. coli. Le phage λ va se recombiner au niveau des sites att (attachment), appelé attB 

sur le génome de la bactérie E. coli et attP sur celui du phage λ. La recombinaison donne deux 

nouveaux sites att appelés attL et attR. L’utilisation de ce système dans la technologie 

Gateway permet de faciliter le transfert d’une séquence d’ADN hétérologue (encadrée des 

séquences att) entre différents vecteurs. La technologie GateWay se base sur deux réactions.  
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Après avoir flanqué de sites attB un fragment d’ADN par amplification PCR, ce fragment 

d’ADN est recombiné dans des vecteurs (pDONR) contenant les sites attP lors de la réaction 

BP. La recombinaison des deux donne des vecteurs pENTRY avec des sites attL. La réaction LR 

facilite la recombinaison entre les pENTRY attL et des vecteurs d’expression (vecteurs de 

destination) contenant les sites attR. Le protocole complet du système Gateway est disponible 

sur www.invitrogen.com. Les détails des réactions BP et LR sont présentés ci-dessous :  

 

Réaction BP Réaction LR 

Produit PCR avec les sites att 100 ng pENTRY 80 ng 

pDONR221 80 ng pDEST 80 ng 

BP clonase 1 µL LR clonase 1 µL 

H2O qsp à 10 µL H2O qsp à 10 µL 

Les réactions sont laissées sur la nuit à 25°C 

 

V.B Purification des plasmides et séquençage  

 
La purification des plasmides est réalisée à partir de 2,5 mL de culture d’E. coli cultivée 

sur la nuit et centrifugée à 3500 rpm pendant 10 min en utilisant le kit NucleoSpin Plasmid 

QuickPure (Macherey Nagel®). La fidélité des amplifications PCR d’ADN est vérifiée par 

séquençage Sanger (1µL d’amoces , 500 à 800 ng d’ADN, qsp à 10 µL).  

 

V.C Transformation bactérienne  

 
V.C.1 La transformation des TOP10 par choc thermique 

 

Les bactéries compétentes TOP10 sont décongelées sur glace. 3µL de réaction LR sont 

mélangés délicatement avec les TOP10 et incubés pendant 20 minutes dans la glace. Les 

cellules sont alors transférées à 42°C pendant 1 min avant d’être immédiatement replongées 

dans la glace pour 5 minutes supplémentaires. 500 µL de milieu LB liquide sont mélangés avec 

les cellules et incubés sous agitation à 37°C pendant 40 minutes. 300µL de cette culture 

transformée sont étalés sur des boites de milieu LB supplémentées des antibiotiques 

nécessaires à la sélection des cellules transformées.   
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V.C.2 La transformation des A.tumefaciens par électroporation 

 
Les cellules compétentes A. tumefaciens sont décongelées sur glace. 10 ng de vecteurs 

sont délicatement mélangés aux cellules compétentes et incubés pendant 10 minutes dans la 

glace. Les cellules sont transférées dans des cuves d’électroporation et électroporées à 2500V, 

400 Ohm, 0,25 µF en utilisant l’appareil Gene pulser (BioRad). Les cellules sont alors incubées 

dans 500 µL de milieu LB à 28°C pendant 1 heure. 300µL de cette culture transformée sont 

étalés sur des boites de milieu LB supplémentées des antibiotiques nécessaires à la sélection 

des cellules transformées.  

· Milieu LB (Luria Bertini) : 10 g/L bacto-tryptone, 5 g/L d’extrait de levure, 5 g/L NaCL, 
pH7,2, +/- Agarose.  

 
V.C.3 Agro-transformation de plantes d’Arabidopsis 

 
Le protocole décrit par Bernhardt et al., 2012 a été suivi pour réaliser l’immersion florale 

(floral dip) des plantes d’Arabidopsis. 3 ml d’A. tumefasciens transformées sont mis dans 200 

mL de milieu LB et les antibiotiques appropriés pendant 16 à 24h pour avoir une DO entre 1,5 

et 2. Les cellules sont alors culotées pendant 10 min à 4400 rpm et resuspendues dans une 

solution de sucrose supplémentée de 200µM d’acétosyringone et 0,02% de Silwet (DO final 

0,8). Les plantes d’Arabidopsis d’environ 6-7 semaines avec de nombreuses inflorescences 

sont utilisées pour la transformation. La hampe florale principale de ces plantes a été 

préalablement coupée quelques jours avant afin de favoriser l’émergence (bolting) des 

hampes florales secondaires. Les inflorescences sont trempées pendant 3 minutes dans la 

solution bactérienne puis transférées en chambre de culture. Une fois les siliques des plantes 

sèches, elles sont récoltées puis semées sous traitement approprié pour sélectionner les 

transformants. Environ 40 hétérozygotes T1 transformés sont sélectionnés sur sol pour la 

résistance au BASTA. Après sélection des T2 ne présentant qu’une seule insertion (75% de 

résistants), des lignées T3 homozygotes (100% de résistants) sont sélectionnées in vitro et 

amplifiées. 
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Annexe 1: Comparaisons des séquences peptidiques de E2Fa (A), E2Fb (B) et E2Fc (C). 

Les peptides trypsiques communs entre les séquences sont mis en évidence en jaune. 

 

  

A. E2FA (AT2G36010): 
 

MSGVVRSSPGSSQPPPPPPHHPPSSPVPVTSTPVIPPIRRHLAFASTKPPFHPSDDYHRFNPSSLSNNNDRSFVHG
CGVVDREEDAVVVRSPIFPSEIGLEIRGCFGDFDCYLLLLSLIQKLRSVRLSSIRVNFCRLFSFAMSRKRKATMDMVV
APSNNGFTSSGFTNIPSSPCQTPRKGGRVNIKSKAKGNKSTPQTPISTNAVRSFYEISFMSRVTSLLTKKFVNLIKQA
KDGMLDLNKAAETLEVQKRRIYDITNVLEGIDLIEKPFKNRILWKGVDACPGDEDADVSVLQLQAEIENLALEEQA
LDNQIRWLFVTEEDIKSLPGFQNQTLIAVKAPHGTTLEVPDPDEAADHPQRRYRIILRSTMGPIDVYLVSEFEGKFE
DTNGSGAAPPACLPIASSSGSTGHHDIEALTVDNPETAIVSHDHPHPQPGDTSDLNYLQEQVGGMLKITPSDVEN
DESDYWLLSNAEISMTDIWKTDSGIDWDYGIADVSTPPPGMGEIAPTAVDSTPR 

  

B. E2FB (AT5G22220): 
 
MSEEVPQQFPSSKRQLHPSLSSMKPPLVAPGEYHRFDAAETRGGGAVADQVVSDAIVIKSTLKRKTDLVNQIVEV
NELNTGVLQTPVSGKGGKAKKTSRSAKSNKSGTLASGSNAGSPGNNFAQAGTCRYDSSLGLLTKKFINLIKQAED
GILDLNKAADTLEVQKRRIYDITNVLEGIGLIEKTLKNRIQWKGLDVSKPGETIESIANLQDEVQNLAAEEARLDDQI
RESQERLTSLSEDENNKRLLFVTENDIKNLPCFQNKTLIAVKAPHGTTLEVPDPDEAGGYQRRYRIILRSTMGPIDV
YLVSQFEESFEDIPQADEPSNVPDEPSNVPDVPSNLPSTSGLPENHDVSMPMKEESTERNMETQEVDDTQRVYS
DIESHDFVDGIMKIVPPDLDMGVDYWFRSEVGEVSITDMWPDESGPDWNQMITFDQDHAGPSDNKILEQPQT
PSSPTPEESTATRSPTGS 

  

C. E2FC (AT1G47870): 
 
MAATSNSGEDPTLSYHHRSPFRFELLQSISSSDPRYSSLTPSSTNRPFSVSQSLPNSQLSPLISPHWDDSYSQITQKV
QKSRKNHRIQLGSIANMSGGESIDIAKVIVKQESSPQNVKRVYNKSKGGTKLLKAGKRMANGEVQNGGLNGASI
NCRYDSSLGLLTKKFVKLIQEAEDGTLDLNYCAVVLEVQKRRIYDITNVLEGIGLIEKTTKNHIRWKGADNLGQKDL
GDQISRLKSEVESMQSEESRLDDLIRERQEALRSLEEDDYCRRYMFMTEEDITSLPRFQNQTLLAIKAPTASYIEVPD
PDEMSFPQQYRMVIRSRMGPIDVYLLSKYKGDSAETSDKLGNESDQKAPVGVDTPSLKIVTSDTDLKADYWFES
DAEVSLTDLWSNFNS 
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Annexe 2: Comparaisons des séquences peptidiques des 11 variants de l’histone H2B 

 

L’algorithme Mascot (version 2.5) a identifié les protéines HTB1, HTB2, HTB3, HTB4, HTB9 et 

HTB11 comme des « sameset » (A), les protéines HTB5, HTB6, HTB7, et HTB10 comme des 

« subset » (B) et HTB8 n’est pas identifiée (C). (A-C) Les peptides trypsiques communs entre 

les séquences sont mis en évidence en jaune, rose, bleus et rouge foncé. Les modifications 

d’acide aminé sont mises en évidence en vert et rouge.  

AT1G07790-HTB1 
MAPRAEKKPAEKKTAAERPVEENKAAEKAPAEKKPKAGKKLPPKEAGDKKKKRSKKNVETYKIYIFKVLKQVHPDIGISSKAM
GIMNSFINDIFEKLAQESSKLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTSS 
 
AT5G22880-HTB2 
MAKADKKPAEKKPAEKTPAAEPAAAAEKKPKAGKKLPKEPAGAGDKKKKRSKKNVETYKIYIFKVLKQVHPDIGISSKAMGI
MNSFINDIFEKLAGESSKLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTSS 
 
AT2G28720–HTB3 
MAPKAGKKPAEKKPAEKAPAEEEKVAEKAPAEKKPKAGKKLPKEAVTGGVEKKKKRVKKSTETYKIYIFKVLKQVHPDIGISSK
AMGIMNSFINDIFEKLAQEASKLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTSS 
 
AT5G59910–HTB4 
MAPKAEKKPAEKKPASEKPVEEKSKAEKAPAEKKPKAGKKLPKEAGAGGDKKKKMKKKSVETYKIYIFKVLKQVHPDIGISSK
AMGIMNSFINDIFEKLAQEASKLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTSS 
 
AT3G45980-HTB9 
MAPRAEKKPAEKKPAAEKPVEEKSKAEKAPAEKKPKAGKKLPKEAGAGGDKKKKMKKKSVETYKIYIFKVLKQVHPDIGISSK
AMGIMNSFINDIFEKLASESSKLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTSS 
 
AT3G46030–HTB11 
MAPKAEKKPAEKKPVEEKSKAEKAPAEKKPKAGKKLPKEAGAGGDKKKKMKKKSVETYKIYIFKVLKQVHPDIGISSKAMGI
MNSFINDIFEKLASESSKLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTSS 
  
AT2G37470–HTB5 
MAPKAAEKKPAEKKPAGKAPAEKLPKAEKKISKDAGGSEKKKKKSKKSVETYKIYIFKVLKQVHPDVGISGKAMGIMNSFIND
IFEKLAQESSKLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTS 
 
AT3G53650–HTB6 
MAPKAAEKKPAGKKPAEKAPAEKLPKAEKKITKEGGSEKKKKKSKKNIETYKIYIFKVLKQVHPDIGISGKAMGIMNSFINDIFE
KLAQESSRLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELSKHAVSEGTKAVTKFTSS 
 
AT3G09480–HTB7 
MAPKAEKKPSEKAPKADKKITKEGGSERKKKTKKSTETYKIYLFKVLKQVHPDIGISGKAMGIMNSFINDTFEKIALESSRLARY
NKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTSS 
 
AT5G02570–HTB10 
MAPKAEKKPAEKAPAPKAEKKIAKEGGTSEIVKKKKKTKKSTETYKIYIFKVLKQVHPDIGISGKAMGIMNSFINDIFEKLAQES
SRLARYNKKPTITSREIQTAVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKFTSS 
  
AT1G08170-HTB8 
MAPRKPKVVSVTKKKKVVEETIKVTVTEEGDPCVITETANDQETQDLTFSIPVGENVTTVEIPVEVPDERSLPVGENVTTVKIP
VDDRDESSPQPPETPVEVRDEPSPQPPETPASKSEGTLKKTDKVEKKQENKKKKKKKKRDDLAGDEYRRYVYKVMKQVHPD
LGITSKAMTVVNMFMGDMFERIAQEAARLSDYTKRRTLSSREIEAAVRLVLPGELSRHAVAEGSKAVSNFVGYDSRKR 

A 

B 

C 
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Annexe 3: Niveau protéique de E2Fa dans le fond mutant fbl17 

Western Blot des protéines E2Fa des plantules Col-0, fbl17-1 et fbl17-1± de 20 jours. 
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Annexe 4: Supplemental Figure Gentric et al, (2020). 
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Annexe 4: Supplemental Figure Gentric et al, (2020). 
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Annexe 4: Supplemental Figure Gentric et al, (2020). 
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Annexe 4: Supplemental Figure Gentric et al, (2020). 
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Annexe 5: Supplemental Table Gentric et al, (2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Supplemental Table S3. KEGG pathway enrichment analysis based on DEGs in fbl17 compared to Col-0 
(log2FC>1.5 absolute value; i.e. 1,443 genes). Are indicated the number of DEGs in fbl17 (Number of 
DEGs) compared to the total number of genes (Total genes) taken into account in the corresponding 
pathway, and the statistical significance of this categorization (enrichment False Discovery Rate with a 
p-value cut-off at 0.01). This functional category analysis was performed using the ShinyGo software.  





 

158 
 

Annexe 5: Supplemental Table Gentric et al, (2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Supplemental Table S4. Statistical significance table for Figure 4A regarding the root length 
of fbl17-1 and fbl17-1 sog1-1 under standard condition (Wilcoxon-Mann-Whitney test).  

Supplemental Table S5. Statistical significance table for Figure 4A regarding the root length 
of fbl17-1 and fbl17-1 sog1-1 under zeocin condition (Wilcoxon-Mann-Whitney test).  

Supplemental Table S6. Statistical significance table for Figure 4B, root length inhibition 
(Wilcoxon Mann-Whitney test). 
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Annexe 5: Supplemental Table Gentric et al, (2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Supplemental Table S7. Statistical significance table for the Figure 4D, cell death quantification 
(Wilcoxon-Mann-Whitney test). 
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Annexe 5: Supplemental Table Gentric et al, (2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Supplemental Table S8. Statistical significance analysis of the FBL17-, RBR1-, and 
γH2AX- signal co-localization (Pearson’s coefficient and Mander's coefficient). 

Supplemental Table S9. Frequency of nuclei showing γH2AX-, RBR1- and/or FBL17- foci 
compared to the total number of nuclei with foci (upper table), and frequency of foci showing 
γH2AX-, RBR1- and/or FBL17- foci compared to the total number of foci (lower table). 
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C D 

Annexe 6: Analyse GO des gènes ciblés par RBR1 et les facteurs de transcription E2FA, MYB3R3 et SOG1 et 
DE chez fbl17. 
 
Analyse de l’ontologie des gènes ciblés par RBR1 (N=483; A) et les facteurs de transcription E2FA (N=910; B), 
MYB3R3 (N=175; C) et SOG1 (N=96; D) et DE chez fbl17 (sur les 6804 gènes DE). L’analyse de l’enrichissement 
des GO est basée sur des catégories de fonction de processus biologique du logiciel ShinyGO v0.61. Les 30 
enrichissements les plus significatifs sont montrés en utilisant un regroupement hiérarchique résumant la 
corrélation des gènes partagés entre les différentes voies. Plus les points bleus sont gros plus la p-values est 
petite.  
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Annexe 7: Analyse GO des gènes régulés les facteurs de transcription E2FA, MYB3R3 et SOG1 et DE chez 
fbl17. 
 
Analyse de l’ontologie des gènes ciblés par les facteurs de transcription E2FA (N=321; A), MYB3R3 (N=20; B) 
et SOG1 (N=174; C) et DE chez fbl17 (sur les 6804 gènes DE). L’analyse de l’enrichissement des GO est basée 
sur des catégories de fonction de processus biologique du logiciel ShinyGO v0.61. Les 30 enrichissements les 
plus significatifs sont montrés en utilisant un regroupement hiérarchique résumant la corrélation des gènes 
partagés entre les différentes voies. Plus les points bleus sont gros plus la p-values est petite.  
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Annexe 8: Analyse GO des gènes ciblés par RBR1 et les facteurs de transcription E2FA, MYB3R3 et SOG1 et 
DE chez fbl17. 
 
Analyse de l’ontologie des gènes ciblés par RBR1 (N=244; A) et les facteurs de transcription E2FA (N=320; B), 
MYB3R3 (N=95; C) et SOG1 (N=51; D) et DE chez fbl17 (sur les 1443 gènes DE). L’analyse de l’enrichissement 
des GO est basée sur des catégories de fonction de processus biologique du logiciel ShinyGO v0.61. Les 30 
enrichissements les plus significatifs sont montrés en utilisant un regroupement hiérarchique résumant la 
corrélation des gènes partagés entre les différentes voies. Plus les points bleus sont gros plus la p-values est 
petite.  
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Annexe 9: Analyse GO des gènes régulés les facteurs de transcription E2FA, MYB3R3 et SOG1 et DE chez 
fbl17. 
 
Analyse de l’ontologie des gènes ciblés par les facteurs de transcription E2FA (N= 225; A), MYB3R3 (N= 6; B) 
et SOG1 (N= 89; C) et DE chez fbl17 (sur les 1443 gènes DE). L’analyse de l’enrichissement des GO est basée 
sur des catégories de fonction de processus biologique du logiciel ShinyGO v0.61. Les 30 enrichissements les 
plus significatifs sont montrés en utilisant un regroupement hiérarchique résumant la corrélation des gènes 
partagés entre les différentes voies. Plus les points bleus sont gros plus la p-values est petite.  

A 
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Annexe 10: Représentation graphique obtenue à partir de l’analyse protéomique 
représentant les protéines enrichies avec FBL17-GFP après un traitement à la Zéocine (à 
gauche) et FBL17-GFP en condition standard (à droite).  
 
Les protéines identifiées dans le réplicat 1 sont classées dans un volcanoplot en fonction de 
leur rapport d’abondance (FBL17 +/- Zéocine) et l’analyse statistique a été réalisée par une 
régression binominale négative (valeur P ajustées). Pour chaque protéines le nombre moyen 
de spectres des échantillons GFP-BPM6 (n = 3) a été comparé au nombre moyen de spectres 
des échantillons de FBL17-GFP (n = 3). Les lignes pointillées rouges verticales affichent des 
changements de Fold Change de grande ampleur (axe x, FC <0,5, gauche; FC> 2, droite) tandis 
que la ligne pointillée rouge horizontale affiche une signification statistique élevée (axe y, 
valeur P ajustée <0,05 au-dessus de la ligne). Les points orange représentent des protéines 
enrichies de façon significative, tandis que les points bleus représentent des protéines qui ne 
le sont pas. Les protéines enrichies de façon significatives dans ce réplica ne le sont pas dans 
le deuxième. 

 

 

 

 





 

 

 
   

 
Naomie GENTRIC 

 

 

Entre cycle cellulaire et réponse aux dommages à l’ADN: 

Fonctions de la protéine F-box FBL17 chez Arabidopsis thaliana 

 

La protéine F-box FBL17 est un régulateur clef de la progression du cycle cellulaire chez Arabidopsis 

thaliana. Elle est notamment impliquée dans la dégradation des protéines inhibitrices de CDK, ce qui conduit 

chez le mutant fbl17 à des phénotypes développementaux sévères et une réduction drastique de l'activité de 

division cellulaire dans les méristèmes. Si l’implication de FBL17 dans le cycle cellulaire a été bien caractérisée, 

son répertoire de substrats et ses autres fonctions biologiques restent encore méconnus. 

Durant cette thèse, l’interactome de FBL17 a été mis en évidence et son implication dans la réponse aux 

dommages à l’ADN (DDR) a été étudiée. Le mutant fbl17 présente une DDR constitutive associée à une 

augmentation du nombre de lésions de l’ADN, et l’induction de gènes de la DDR de façon SOG1-indépendante. 

Au niveau protéique, en condition de stress génotoxique, FBL17 est recrutée au niveau des sites de lésions de 

l’ADN où elle co-localise avec la protéine RBR1. Ces données supportent un rôle de FBL17 dans le maintien de 

l’intégrité génétique des cellules. 

Mots clefs : F-box, Cycle cellulaire, Réponse aux dommages à l’ADN, RBR1, E2F, Arabidopsis thaliana. 

 
 

In Arabidopsis thaliana, the F-box protein FBL17 is a key regulator of the cell cycle. FBL17 is especially 

implicated in the degradation of CDK inhibitor protein, which result in strong developmental phenotypes in 

fbl17 loss-of-function mutants, as well as a drastic reduction of cell division activity in meristems. While FBL17 

involvement in cell cycle has been well described, its whole substrate’s repertoire and its other biological 

implications remain poorly understood.  

During this PhD, the FBL17 interactome has been established and its implication in DNA damage response 

(DDR) has been demonstrated. The fbl17 mutant presents a constitutive DDR associated with a higher 

frequency of DNA lesions and the induction of DDR genes in a SOG1-independant manner. At the protein level, 

upon genotoxic stress, FBL17 protein is recruited at DNA lesion sites where it colocalizes with RBR1. All these 

data support the implication of FBL17 in the maintenance of cell genome integrity. 

Keywords: F-box, Cell Cycle, DNA damage response, RBR1, E2F, Arabidopsis thaliana. 


