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RESUME

L'exposition des plantes a des températures élevées entraine des changements dans I'expression des
geénes. Ces changements sont dus a une réorganisation des régulateurs transcriptionnels en partie sous
I'action de modifications post-traductionnelles comme la SUMOylation. Celle-ci dépend d'une cascade
enzymatique qui comprend une E3 ligase facilitant le transfert d'une petite protéine, SUMO, sur des
substrats protéiques. Considérant I'importance des SUMO E3 ligases dans la réponse au stress de haute
température (HT) chez la plante Arabidopsis thaliana, ce projet vise a déterminer comment deux SUMO
E3 ligases chez le riz, OsSIZ1 et OsSIZ2, contribuent a la modulation transcriptionnelle des genes dans des
conditions de stress de HT. Pour déterminer les changements transcriptionnels liés a un stress de HT, nous
avons utilisé I'approche ChIP-Seq (Immunoprécipitation de la chromatine suivie de séquencage a haut
débit) au moyen d’un anticorps commercial anti-SUMO, amorgant la cartographie des sites SUMO. Des
ChIP-gPCR ciblées ont confirmé I’enrichissement attendu sur les promoteurs d’OsHSFA2d et OsHSFAG6 et
suggéré un axe mitochondrie-noyau via OsETFB. Pour relier ces signaux a l'activité enzymatique, nous
avons modélisé les structures tridimensionnelles des protéines afin de sélectionner le domaine le plus
conservé des deux protéines homologues (SP-RING) des ligases. Les protéines obtenues aprés expression
et purification ont été injectées dans des lapins pour produire des anticorps polyclonaux. Ces anticorps
anti-OsS1Z1/2, validés par IP-gPCR in vitro, montrent une coprécipitation d’ADN renforcée pour les
constructions SAP+ (contenant le domaine de liaison a I’ADN), attestant de leur spécificité. Les outils
développés permettront prochainement un ChIP-Seq ciblé sur OsSIZ1/2 en conditions de HT, afin
d’identifier les séquences régulées et d’inférer les facteurs de transcription SUMO-dépendants. A long
terme, cette étude facilitera le développement de nouvelles stratégies biotechnologiques permettant aux
chercheurs et aux agronomes d’augmenter la résilience des plantes dans un contexte de changements
climatiques et pourrait également étre étendue a d’autres stress, tels que la sécheresse.

Mots clés: SUMOylation, stress de haute température, expression et purification de protéines,
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INTRODUCTION

La plante Oryza sativa (riz asiatique) est une culture domestiquée importante. Elle représente la principale
source alimentaire pour environ 3,5 milliards de personnes, en particulier en Asie, ou elle peut contribuer
jusqu’a 70 % de I'apport énergétique quotidien, mais aussi dans plusieurs pays d’Afrique et d’Amérique
latine (Khush, 2005; Mosleh et al.,, 2015; Zeigler et Barclay, 2008). Au-dela de son importance
nutritionnelle, la culture du riz joue également un réle socio-économique majeur notamment dans les pays
en développement, ol elle représente souvent la principale source de revenus pour les petits exploitants
(Dawe, 2008 ; Zeigler et Barclay, 2008). De plus, le riz est aussi une espece modeéle en biologie végétale.
C'est la premiére céréale et plante cultivée a avoir vu son génome séquencé dans son intégralité (The map-
based sequence of the rice genome., 2005) ce qui a permis de développer de nombreuses ressources
génétiques, transcriptomiques et fonctionnelles. Sa petite taille génomique, sa diploidie, son cycle de vie
court (3 a 6 mois) et sa capacité a générer des lignées mutantes par transformation génétique en font un
systéme modele de choix pour I'étude de la physiologie, du développement ou des réponses au stress

(Jackson, 2016 ; Song et al., 2018).

Toutefois, La croissance démographique impose une augmentation constante de la production, alors
méme que les surfaces cultivables diminuent et que des contraintes environnementales se multiplient
(Edwards et al., 2024). En effet, les épisodes de sécheresse, les vagues de chaleur extrémes,
I'augmentation de la salinité des sols ou encore les inondations perturbent les cycles de culture et
menacent les rendements des récoltes (Saud et al., 2022). Par exemple, la sécheresse peut réduire le
rendement du riz de 21 a 50 % durant la phase végétative (phase de développement des tiges et feuilles
chez le riz) a 83 % en période de floraison (Zhang et al., 2018). La salinité peut induire une chute de
rendement allant jusqu’a 64% (Zheng et al., 2023). Méme des inondations de courte durée peuvent
provoquer des baisses de rendement de 15 a 17 % (Yu et al., 2024). Par exemple, une corrélation négative
(0,3 < |r|<0,5) a été établie entre la température maximale quotidienne et les rendements du riz asiatique

démontrant que plus les journées sont chaudes plus les rendements sont bas (Chen et al., 2023).

Dans ce contexte, comprendre les mécanismes de tolérance aux stress environnementaux est
indispensable pour développer des variétés de riz plus robustes, capables de s’adapter a des conditions

extrémes tout en assurant la sécurité alimentaire mondiale (Arouna et al., 2021).



CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE

1.1 Défis environnementaux
1.1.1 Stress environnementaux

Les stress environnementaux représentent un défi certain pour la croissance des plantes, car elles sont
exposées de facon continue aux variations de leur environnement. Certaines de ces variations résultent
en stress qui compromettent leur productivité et leur développement (Debnath et al., 2024). Parmi ces
stress, on retrouve notamment ceux liés a la chaleur, au froid, a la sécheresse, a la salinité, aux inondations,
ainsi que des carences en nutriments nécessaires a la croissance (Chen et al., 2021 ; Huang et al., 2023 ;
Zhang et al., 2021 ; Zhou et al., 2020). Ces conditions défavorables affectent les fonctions physiologiques
des plantes en perturbant la photosynthese, la respiration, I’équilibre hydrique, ou encore I'intégrité des
membranes cellulaires (Chauhan et al., 2023 ; Su et al., 2022 ; 2025). Le riz, a I'instar d’autres cultures, est
particulierement sensible a ces stress, notamment ceux de sécheresse et de chaleur, qui sont de plus en
plus fréquents en raison du déréglement climatique (Piveta et al., 2020). Pour atténuer les effets de ces
stress abiotiques, plusieurs approches sont proposées par des études comme celle de Lamaoui (Lamaoui
et al., 2018), soulignant I'importance des stratégies de gestion agricole et biotechnologique. Il s’agit de la
sélection de variétés résistantes via I'amélioration génétique, la gestion optimisée de l'irrigation,
I'utilisation de paillis (matériaux organiques ou synthétiques étendus sur le sol pour conserver I'humidité
et réduire |'évaporation de I'eau) et I'application de régulateurs hormonaux, comme |'acide abscissique
(ABA) pour renforcer la tolérance au stress. Le développement de variétés de riz plus résistantes, ainsi que
I'optimisation des techniques de culture sont essentiels pour garantir une production stable dans des

conditions climatiques de plus en plus extrémes (Edwards et al., 2024).

1.1.2 Stress de haute température et conséquences du changement climatique sur les cultures

Le stress de haute température (HT) suscite une inquiétude de plus en plus croissante sur I’'ensemble du
globe. En effet, au-dela d’un certain seuil thermique (généralement au-dessus de 35°C pour le riz), les
processus biologiques, essentiels tels que la germination, la fertilité ou encore le rendement des grains
sont altérés. Par exemple (Figure 1.1), pour une phase critique dans le développement de la plante, comme

la floraison (stade de I'anthése (ouverture des fleurs formant les panicules) ou d’épiaison), une hausse de



quelques degrés peut induire une stérilité quasi totale des panicules (groupes de fleurs portant les épis de

riz) pouvant compromettre toute la récolte (Guo et al., 2024 ; Sun et al., 2022).
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Figure 1.1 Effets morphologiques et physiologiques du stress de haute température sur le riz. Schéma illustrant les
principaux impacts du stress de haute température sur le développement du riz, affectant la germination, la fertilité,
la photosynthese et le remplissage des grains. Le stress thermique peut provoquer une stérilité partielle ou totale des
panicules et réduire considérablement le rendement final. Traduit et adapté de Xu et al., 2021.

Les prévisions climatiques montrent clairement que les températures mondiales vont continuer a
augmenter dans les prochaines décennies. D’aprés le Groupe d’experts intergouvernemental sur
I’évolution du climat (GIEC, 2021), la température moyenne mondiale pourrait augmenter de 1,5 a 2°C
d’ici 2050 (Figure 1.2), et ce, méme dans les scénarios prévus avec des politiques d’atténuation. Dans les

scénarios a fortes émissions, cette hausse pourrait dépasser 3°C d’ici la fin du siecle, avec des températures



encore plus élevées dans certaines régions tropicales et subtropicales (Climate Change 2021 — The Physical
Science Basis, 2023 ; Xu et al., 2018). Pour les régions rizicoles, telles que I’Asie du Sud, I’ Afrique de I'Ouest
ou encore I'’Amérique centrale, ces projections impliquent des vagues de chaleur plus fréquentes, plus
intenses et plus précoces durant la saison de croissance. Par exemple, les modéles climatiques prévoient
qgue le nombre de jours avec des températures supérieures a 35°C pourrait doubler, voire tripler d’ici 2100
dans certaines zones agricoles clés, compromettant des périodes sensibles comme la floraison ou la
pollinisation (Liu et al., 2024 ; Mangani et al., 2023). Ces changements risquent non seulement de réduire
significativement les rendements, mais aussi de menacer la sécurité alimentaire dans les régions les plus
vulnérables d’ol 'urgence de comprendre les mécanismes de réponse au stress de HT par les plantes,
autant sur le plan physiologique que sur le plan moléculaire. En effet, la survie et la productivité des plantes
dépendent principalement de leur capacité a détecter, interpréter puis répondre aux différents signaux
de stress. Elles possedent de nombreux mécanismes d’adaptation complexes qui leur permettent de
moduler leur physiologie et leur métabolisme, notamment I'expression génique (Zhu, 2016). Ces
mécanismes sont donc fondamentaux pour identifier les acteurs génétiques ou moléculaires permettant
d'améliorer la tolérance des cultures aux conditions environnementales extrémes (Liu et al., 2015 ; Sah et

al., 2016 ; Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
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Figure 1.2 Projections des vagues de chaleur dans les principales régions rizicoles d’ici la fin du siecle. Carte illustrant
I'augmentation prévue du nombre de jours a température supérieure a 35°C dans les zones tropicales et
subtropicales (Asie du Sud, Afrique de I’'Ouest, Amérique centrale), selon les scénarios d’émissions élevés du GIEC.
Ces projections indiquent une hausse significative de la fréquence et de I'intensité des vagues de chaleur durant la
saison de croissance du riz, pouvant compromettre la production agricole mondiale. Traduit et adapté du GIEC (2021),
Climate Change 2021 — The Physical Science Basis, 2023, IPCC AR6.

1.2 Mécanismes de réponse aux stress environnementaux
1.2.1 Maécanismes de défense des plantes

Les plantes déploient une large gamme de réponses pour faire face aux stress environnementaux, qui
s’expriment a différents niveaux : cellulaire, moléculaire, physiologique et développemental. Ces réponses,
gu’elles soient rapides ou différées, localisées ou systémiques, forment un réseau intégré assurant la
résilience de la plante face a un environnement hostile (Liu et al., 2015; Sah et al., 2016; Shinozaki et
Yamaguchi-Shinozaki, 2007). A I’échelle cellulaire, les stress tels que la chaleur peuvent entrainer la
dénaturation des protéines, une accumulation de ROS (espéces réactives de l'oxygeéne) et des
perturbations membranaires. Pour contrer ces effets, les plantes activent des réponses conservées
incluant la production de protéines chaperonnes, notamment les HSPs (Protéines de choc thermique), qui
stabilisent les protéines altérées et les systémes antioxydants (enzymatiques ou non) visant a limiter les
dommages oxydatifs (Larkindale et al., 2005 ; Lin et al., 2001 ; Niu et Liao, 2016). Sur le plan physiologique,
les ajustements incluent la fermeture des stomates pour limiter les pertes hydriques (Cominelli et al., 2005 ;
Huang et al., 2008), la préservation de la photosynthése grace aux petites protéines de choc thermique
dans les chloroplastes (Downs et al., 1999) et le maintien de I'intégrité membranaire via des réponses
ABA-dépendantes (Gong et al., 1998). Le stress peut également induire des changements
développementaux importants, comme I'accélération de la floraison ou I'entrée en dormance (Riboni et
al., 2013 ; Tao et al., 2017). A la base de ces réponses se trouve une cascade de signalisation impliquant
des messagers secondaires (calcium, oxyde nitrique, ROS), des kinases, et des hormones telles que I’ABA.
Cette cascade mene a une reprogrammation transcriptionnelle qui permet l'activation de génes
protecteurs et la suppression de fonctions non prioritaires (Knight et al., 1997 ; Niu et Liao, 2016 ; Sah et

al., 2016).



1.2.2 Importance de la réponse transcriptionnelle

La régulation transcriptionnelle constitue un mécanisme clé dans I'adaptation des plantes aux stress
abiotiques, y compris le stress de HT. Elle permet d’ajuster rapidement I'expression d’un grand nombre de
genes afin d’activer des voies de protection cellulaire ou de réprimer des fonctions non prioritaires pour
la survie (Lata et Prasad, 2011). Cette régulation aboutit a I'activation de familles spécifiques de facteurs
de transcription (FTs). Ces protéines jouent un rdle central dans la transcription car elles se fixent sur des
séquences cis-régulatrices spécifiques dans les promoteurs ou enhancers des genes cibles grace a leur
domaine de liaison a I’ADN (Joly-Lopez et al., 2017 ; Singh et al., 2018 ; Zhu et Hug, 2011). Elles peuvent
ensuite recruter ou bloquer le complexe transcriptionnel via leurs domaines d’activation ou de répression,
ajustant ainsi I'expression génique en fonction du signal percu et de I'état chromatinien (Frietze et
Farnham, 2011 ; Mindel et al., 2024 ; Talukdar et Chatterji, 2023). Sous I'effet d’un stress de HT, par
exemple, des familles spécifiques de FTs comme les HSFs (Heat Shock Factors), les DREBs (Dehydration
Responsive Element Binding proteins) et les NAC (NAM, ATAF1/2 et CUC2) sont rapidement activés (Lata
et Prasad, 2011 ; Scharf et al., 2012).

Les HSFs sont des régulateurs clés de la réponse au stress de HT. IlIs s’activent rapidement en réponse a
une élévation de la température et déclenchent I'expression de genes codant pour les HSPs favorisant
ainsi le bon repliement des protéines et réduisant donc la dénaturation (Scharf et al., 2012). Chez les
plantes, les HSFs constituent une famille multigénique de FTs avec plus de 20 membres chez le riz. Elle est
structurée en plusieurs classes fonctionnelles, comprenant principalement les classes de HSF A, B et C,
différenciées par leurs domaines modulateurs et leurs capacités d’activation transcriptionnelle (Bakery et
al., 2024 ; Berz et al., 2019). La classification structurelle a été affinée en sous-classes (Tableau 1.1), selon
la nature des motifs conservés : neuf sous-classes pour la classe A (HSFA1 a HSFA9), cinq pour la classe B
(HSFB1 a HSFBS5), et deux (HSFC1 et HSFC2) pour la classe C (Bakery et al., 2024). Les membres de la classe
A (comme HSFA1, HSFA2, HSFA6) sont généralement activateurs transcriptionnels. lls possédent un
domaine d’activation C-terminal (motif AHA) et sont considérés comme les principaux activateurs de la
réponse thermique. HSFA1, en particulier, est souvent décrit comme un régulateur « maftre », initiant
rapidement la transcription des génes cibles (notamment ceux des HSPs) dés les premiéres minutes du
stress de HT (Scharfetal., 2012 ; Wu et al., 2022). Certains HSFs, comme HSFA1la et HSFA2 (souvent régulé
en aval de HSFA1), peuvent aussi initier une boucle de rétro-activation en se liant a leurs propres
promoteurs, renforgant ainsi la réponse au stress (Huang et al., 2023 ; Park et al., 2015). HSFA2 et HSFA3

forment des complexes régulateurs participant a la “mémoire au stress” en maintenant I'activation de



genes HSP plusieurs jours aprés I'exposition a un stress de HT (Friedrich et al.,, 2021). Bien que
principalement impliquée dans les réponses a la déshydratation et a la signalisation ABA (Wenjing et al.,
2020), la sous-classe HSFA6 peut également intervenir dans la tolérance au stress de HT. Son induction
combinée a celle d'autres HSFs active I'expression de genes comme HVAL, associés a la protection
cellulaire et a la limitation des ROS sous chaleur et sécheresse (Samtani et al., 2022). Les HSFs de classe B,
comme OsHsfB4b, ne possedent pas de domaine d’activation transcriptionnelle et sont généralement
considérés comme des co-régulateurs. lls n’activent donc pas directement I'expression des génes, mais
modulent la réponse au stress en influencant I'intensité et la durée de I'induction des HSPs et en régulant
la dynamique des ROS (Zhang et al., 2022). La classe C, bien moins représentée et longtemps restée mal
caractérisée, regroupe des HSFs dont les fonctions étaient jusqu’a récemment peu documentées.
Toutefois, des études récentes suggerent qu’ils pourraient jouer un réle modulateur dans les réponses au
stress, en coordination avec les HSFs de classe A. Par exemple, LIHSFC2 chez Lilium longiflorum interagit
avec HSFA1 et HSFA2 pour ajuster la réponse au stress de HT et améliorer la tolérance a la chaleur sans
suractiver les génes de stress (Wu et al., 2024). Ces HSFs se lient a des motifs conservés appelés HSEs
(éléments de choc thermique), composés de répétitions de séquences nGAAN-nTTCn, souvent organisées
en triplet. La reconnaissance efficace de ces éléments nécessite la conformation trimérique des HSFs,
rendue possible par leur domaine de liaison a I’ADN et leur domaine d’oligomérisation. La structure du
HSE, notamment la disposition des motifs en tandem (méme orientation) comme « NnGAAn-nGAAnN-
NGAAn » ou en palindrome inversé (symétrique opposée) comme « nGAAN-nTTCn-nGAAn » influence
directement I'affinité de liaison des HSFs et I'intensité de I'activation transcriptionnelle, un paramétre clé
dans l'interprétation des résultats issus de d’analyses de promoteurs ciblés (Scharf et al., 2012 ; Wu et al.,
2022). Enfin, I’expansion de la famille des HSFs dans les plantes supérieures a été documentée comme un
événement adaptatif majeur. Des analyses phylogénétiques récentes ont révélé une augmentation du
nombre de génes HSF chez les angiospermes, accompagnée d’une spécialisation fonctionnelle selon les
tissus, les stress ou les conditions environnementales (Liao et al., 2022). Cette complexité fait des HSFs des

cibles de choix dans les stratégies de sélection pour améliorer la tolérance thermique des plantes cultivées.



Tableau 1.1 Récapitulatifs des différentes classes de HSFs

Classe de Nombre de Sous-classes | Caractéristiques principales |Réles fonctionnels principaux
HSF
Classe A 9 Possédent un domaine [Initiation rapide de la réponse
(HSFA1 a HSFA9) d’activation transcriptionnelle au stress thermique,
C-terminal (motif AHA). activation des genes HSP,
Activateurs transcriptionnels | boucle de rétro-activation,
majeurs. mémoire au stress
Classe B 5 Absence de domaine Modulation de I'intensité et
(HSFB1 & HSFBS) d’activation durée de la réponse HSP,
transcriptionnelle. régulation de la dynamique
Co-régulateurs. des ROS.
Classe C 2 Moins caractérisés. Jouent un| Ajustement de la réponse au
(HSFC1, HSFC2) role modulateur, interaction stress, amélioration de la
avec classe A. tolérance a la chaleur sans
suractivation excessive des
génes de stress.

Les DREBS sont des facteurs de transcription activés en réponse a plusieurs types de stress abiotiques,
notamment la sécheresse, le froid et la chaleur. Ils se lient a des éléments cis-régulateurs appelés DRE/CRT
(Dehydration Responsive Element/C-repeat) pour activer I'expression de génes de protection cellulaire
(Lata et Prasad, 2011). Les DREBs forment une sous-famille du groupe AP2/ERF de facteurs de transcription,
largement impliquée dans la signalisation des stress abiotiques. On distingue principalement deux grands
types : DREB1/CBF (facteurs liant le froid) principalement activés par le froid (Moon et al., 2019) , et DREB2,
plus associés a la chaleur, la sécheresse et les stress osmotiques (Sahid et al., 2021 ; Sato et al., 2014). Chez
le riz, OsDREB2A et OsDREB2B ont été identifiés comme des acteurs centraux de cette réponse, activant
I’expression de genes de protection cellulaire tels que OsLEA3, OsP5CS1 ou encore OsRAB21 via leur liaison

a des éléments DRE/CRT dans les promoteurs cibles (Matsukura et al., 2010 ; Zhang et al., 2013).

Enfin les NACs sont une large famille de facteurs de transcription végétaux, dont I’'acronyme vient des trois
premiers membres identifiés : NAM (No Apical Meristem), ATAF1/2 (Arabidopsis Transcription Activator
Factor 1 et 2) et CUC2 (Cup-Shaped Cotyledon). Les NACs interviennent dans une multitude de processus
biologiques, allant du développement embryonnaire a la sénescence, mais aussi dans la réponse aux stress
abiotiques. Plusieurs membres de cette famille sont spécifiquement induits par le stress de HT, contribuant

a la régulation de genes de réponse et a I'adaptation physiologique de la plante. Par exemple, les facteurs



de transcription ONAC127 et ONAC129 sont exprimés dans les graines de riz et forment un hétérodimeére
lors du remplissage des dits grains. Ces facteurs régulent I'expression de génes impliqués dans le transport
des sucres et la réponse au stress, tels que OsMST6, OsSWEET4, OsMSR2, et OsEATB. Des analyses
transcriptomiques ont montré que la perturbation de I'expression de ONAC127 et ONAC129 entraine un
remplissage incomplet des grains et une sensibilité accrue au stress HT (Ren et al., 2021). Un autre exemple
est le facteur de transcription SNAC3 (alias ONAC003, LOC_0s01g09550) qui est un NAC ubiquitaire dont
’ARNm augmente significativement sous stress hydrique, chaleur, salinité et traitement a I’ABA. Des
lignées de riz surexprimant SNAC3 montrent une meilleure tolérance a la chaleur, a la sécheresse et au
stress oxydatif, tandis que l'inhibition de SNAC3 par RNAi (une technique qui consiste a utiliser des
molécules d'ARN spécifiques pour bloquer I'expression du géne SNAC3) les rend plus sensibles a ces
contraintes. Les analyses transcriptomiques indiquent que SNAC3 module I'expression de genes de la

défense antioxydante, favorisant ainsi I’hnoméostasie des ROS et la résistance au stress (Fang et al., 2015).

Cette activation sélective de familles de FTs permet aux plantes de réorienter rapidement leurs
programmes transcriptionnels face au stress. Les études de génomique fonctionnelle permettent
aujourd’hui de relier directement ces régulateurs a leurs cibles génomiques et d’élucider les réseaux de

transcription (Figure 1.3) impliqués dans la tolérance a la chaleur (Han et al., 2021).
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Figure 1.3 Réseau de régulation moléculaire impliqué dans la réponse au stress de haute température chez les
plantes. Le stress de chaleur entraine une accumulation de Ca?*, ROS et NO dans la cellule, activant les facteurs de
transcription HSFA1 et leurs régulateurs en amont. Ceux-ci déclenchent I’expression de génes de protection (HSPs,
enzymes antioxydantes, etc.) conduisant a une meilleure tolérance a la chaleur. Adapté et traduit de Xu et al., 2021
(CC BY-NC-ND 4.0).

1.2.3 Modifications post-traductionnelles

En réponse aux stress environnementaux, les plantes ne se contentent pas d’ajuster I'expression de leurs
genes, elles régulent aussi I'activité de leurs protéines a travers des modifications post-traductionnelles
(PTMs)(Han et al., 2022). Ces modifications, ajoutées aprés la traduction des protéines, permettent

d’adapter rapidement et réversiblement les fonctions protéiques, sans nécessiter la synthése de nouvelles

10



protéines. Parmi les principales PTMs (Figure 1.1), on retrouve la phosphorylation, qui module I'activité
enzymatique ou les interactions protéiques; I'ubiquitination, souvent associée a la dégradation ciblée via
le protéasome; I'acétylation et la méthylation, qui affectent notamment les histones et donc la structure
de la chromatine; ou encore la SUMOylation, qui sera explorée plus en détail dans la section suivante (He
et al., 2017 ; Hu et al., 2015 ; Shi et al., 2024). Par exemple, la phosphorylation de FTs peut activer ou
inhiber leur capacité a se lier a I’ADN, modifiant ainsi I'expression génique de maniére ciblée. De méme,
I"'ubiquitination de certains régulateurs négatifs de la réponse au stress peut entrainer leur dégradation,
levant ainsi un frein a l'activation de genes protecteurs (He et al., 2017). Les PTMs sont souvent
interconnectées, formant des réseaux de régulation complexes (Song et al., 2016). Une méme protéine
peut recevoir plusieurs types de modifications, parfois de maniére compétitive ou coopérative, générant
ainsi une combinaison qui conditionne sa fonction dans un contexte donné. Dans les réponses au stress
de HT, ces mécanismes permettent opérer des ajustements temporaires et réversibles, ce qui est essentiel
pour maintenir l'intégrité cellulaire et rétablir I’homéostasie une fois le stress dissipé. La diversité et la
plasticité des PTMs en font donc des éléments clés dans la résilience des plantes face aux conditions

changeantes de leur environnement (He et al., 2017 ; Shi et al., 2024).
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Figure 1.4 Différents types de modifications post-traductionnelles réversibles pouvant affecter les protéines. Adapté
de Ribet et Cossart, 2010.
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1.3 La SUMOylation
1.3.1 Définition et mécanisme

La SUMOylation est une PTM qui consiste a attacher une petite protéine appelée SUMO (Small Ubiquitin-
like Modifier) a des protéines cibles. Contrairement a I'ubiquitination, qui signale souvent la dégradation
des protéines, la SUMOylation n’entraine pas leur élimination, mais module plutét leur activité, leur
localisation cellulaire ou encore les interactions protéine-protéine, souvent via la formation de complexes
multiprotéiques impliquant des motifs d’interaction avec SUMO (SIMs) (Miura et al., 2007 ; Yau et al.,
2021). Chez les plantes, la famille des protéines SUMO est relativement restreinte comparée a d'autres
familles de protéines Ubiquitine-like, mais elle présente une diversité fonctionnelle non négligeable. Chez
Arabidopsis thaliana, huit genes codant pour des protéines SUMO ont été identifiés (AtSUMO1 a
AtSUMOS), bien que seules quelques isoformes jouent un réle majeur dans la conjugaison. Les paralogues
AtSUMO1 et AtSUMO?2, tres proches (> 80 % d’identité en acides aminés), sont abondamment exprimées
et actives pour la conjugaison, représentant I'essentiel des conjugués SUMO détectés dans les cellules
(Kurepa et al., 2003 ; Shimada et Tanaka, 2023). AtSUMO3, bien que moins abondante que SUMO01/2, a
été impliquée dans des réponses immunitaires spécifiques, notamment via la SUMOylation de NPR1, un
régulateur central de I'immunité végétale, et pourrait moduler I'activité des SUMO1/2 (Saleh et al., 2015).
Les autres SUMOs (AtSUMO4 a AtSUMOS) sont beaucoup moins caractérisés, bien que AtSUMOS5 et
AtSUMOG6 soient conservés dans les plantes (Shimada et Tanaka, 2023) et ne possedent pas les motifs

nécessaires a la conjugaison.

Chez le riz, sept genes SUMO ont été rapportés a ce jour : OsSUMO1 a OsSUMO7 (Shimada et Tanaka,
2023). OsSUMO1 et OsSUMO?2 (Figure 1.5), trés similaires, sont considérés comme les homologues
fonctionnels d’AtSUMO1/2 et seraient principalement impliqués dans la mono-SUMOylation. Des analyses
transcriptomiques et fonctionnelles montrent qu’OsSUMO1 et OsSUMO2 sont les plus abondantes et
probablement les plus actives dans les processus de SUMOylation, notamment en réponse aux stress
abiotiques comme la chaleur (Han et al., 2021 ; Park et al., 2021 ; Rosa et al., 2018) . OsSUMO3, quant a
lui, présente un profil d’expression plus restreint, souvent non détectable dans certaines variétés (Rosa et
al., 2018), ce qui pourrait refléter un réle spécialisé ou redondant dans des contextes particuliers.
OsSUMO4, 0sSUMOS5 et OsSUMOG6, récemment caractérisés, sont capables de modifier des cibles
spécifiques in vitro et in vivo, notamment des FTs liés a la réponse au stress, suggérant un réle possible
dans la polySUMOylation (Teramura et al., 2021). OsSUMOQ7, identifié plus récemment (lbrahim et al.,

2021), est peu exprimé, mais sa conservation et son activité observée en systeme hétérologue suggerent
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une fonction encore mal comprise. Cette diversité au sein des isoformes, que ce soit chez Arabidopsis ou
chez le riz, semble refléter une spécialisation fonctionnelle, certains isoformes étant probablement dédiés
a des contextes cellulaires ou environnementaux spécifiques (Roy et Sadanandom, 2021 ; Shimada et

Tanaka, 2023).

SUMO1 SUMO2
Face de Face de
liaison E3 liaison E3
/
B, B, P2l a-helix ' B,
Différences
Ba B, 4 | desurfac
Gly‘ Gly_
Gly Gly
Site de Site de
conjugaison conjugaison
C-terminal C-terminal Structure 3D d’une protéine SUMO

Figure 1.5 Comparaison structurale des protéines SUMO1 et SUMO2 du riz. Représentation schématique des
structures secondaires des protéines SUMO1 et SUMO?2 du riz (a gauche), illustrant les principales différences au
niveau de la surface (en orange) entre les deux isoformes, notamment dans la région de liaison a la ligase E3. Les
deux protéines possedent une hélice a centrale entourée de quatre feuillets § et un site de conjugaison C-terminal
caractérisé par une double glycine (Gly-Gly). A droite, vue en 3D de la structure d’une protéine SUMO montrant le
repliement typique en forme de fer a cheval.

La SUMOylation repose sur une cascade enzymatique hautement conservée (Figure 1.6), impliquant
d’abord une enzyme d’activation E1 qui active la protéine SUMO de maniere ATP-dépendante, puis une
enzyme de conjugaison E2 qui transfére le SUMO vers la protéine cible. L’efficacité et la spécificité de ce
transfert sont généralement assurées par des enzymes ligases de type E3, qui facilitent la reconnaissance
des substrats et le positionnement du SUMO (Jmii et Cappadocia, 2021). La SUMOylation est induite
rapidement en conditions de stress (notamment chaleur, sécheresse, salinité), souvent en quelques
minutes, avant méme les réponses transcriptionnelles majeures. Cette réactivité rapide permet une

adaptation précoce et transitoire, essentielle a la survie cellulaire (Augustine et al., 2016 ; Miura et al.,
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2007). Le processus de SUMOylation cible des lysines spécifiques, souvent dans des motifs consensus de
type W-K-X-E, et modifie les propriétés des protéines cibles (Miura et al., 2007). Ce motif consensus se
compose d’un acide aminé hydrophobe (W), suivi d’'une lysine (K), d’un acide aminé quelconque (X), puis
d’un glutamate (E) (Yau et al., 2021). Par exemple, une séquence comme IKAE (Isoleucine-Lysine-Alanine-
Glutamate) pourrait représenter un bon site de SUMOylation. Ce motif guide la machinerie enzymatique
vers des lysines préférentielles a modifier, bien que tous les motifs potentiels ne soient pas toujours
utilisés in vivo. La SUMOylation est aussi réversible grace a des protéases spécifiques de type ULP
(Ubiquitin-Like Protease), qui retirent la protéine SUMO une fois le stress dissipé, rétablissant ainsi
I’'homéostasie (Hickey et al., 2012). Par ailleurs, elle se coordonne avec d’autres PTMs, comme la
phosphorylation ou 'ubiquitination, pour permettre I'intégration des signaux cellulaires (Castro et al.,
2012). Enfin, son role devient particulierement évident lors des stress de HT, ou la SUMOylation permet
de protéger les protéines sensibles a la dénaturation, de stabiliser des facteurs de transcription clés, ou
encore de réprimer temporairement des fonctions non essentielles, comme le montrent plusieurs études

chez Arabidopsis thaliana et le riz (Augustine et al., 2016 ; Castro et al., 2012).

Substrate

AMP+PPi
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Figure 1.6 Cascade enzymatique de la voie de SUMOylation (Jmii et Cappadocia, 2021). L'enzyme E1 utilise une
molécule d’ATP pour activer la molécule SUMO. La SUMO activée est par la suite transférée sur I'enzyme de
conjugaison E2. L’'enzyme E2 et 'enzyme E3 ligase permettent la fixation de la protéine SUMO sur un résidu lysine
des protéines substrats.
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1.3.2 Roéle de la SUMOylation dans la réponse aux stress environnementaux
1.3.2.1 Régulation des protéines par SUMOylation

La SUMOylation joue un role central dans la maniére dont les plantes percgoivent et répondent aux stress
environnementaux tels que la chaleur, la sécheresse ou encore I’hypoxie. L'accumulation rapide et
réversible de protéines SUMOylées lors d’un stress est un phénomene désormais reconnu comme un
marqueur moléculaire de la réponse au stress (Han et al., 2021 ; Miller et al., 2013 ; Park et al., 2011 ;
Tomastikova et al., 2023). Cette accumulation résulte souvent d’une régulation coordonnée de I'activité
des enzymes du systeme SUMO, notamment une induction des E3 ligases spécifiques (Augustine et al.,
2016 ; Tomanov et al., 2014 ; Zhang et al., 2021) ou une inhibition des protéases responsables du retrait
de SUMO (Srivastava et al., 2017) comme présenté dans la Figure 1.7. Sur le plan fonctionnel, la
SUMOylation agit comme un interrupteur moléculaire qui ajuste en temps réel I'activité de protéines clés
impliquées dans la transcription, la signalisation cellulaire, le cycle cellulaire ou encore la réparation de
I'ADN (Han et al., 2021 ; Liu et al., 2016 ; Tomastikova et al., 2023). En modulant la conformation ou les
interactions de ces protéines cibles, elle permet une réorganisation rapide de |'expression génique,
orientée vers la survie plutot que vers la croissance. La SUMOylation induite par le stress peut également
moduler des processus complexes liés a la biologie de I'ARN. Des facteurs de I'ARN, impliqués dans la
régulation de l'expression génétique, sont des cibles dynamiques de la SUMOylation sous stress,
influencant ainsi leur activité et leur stabilité dans Arabidopsis (Miller et al., 2013). Cela suggere que la
SUMOylation affecte non seulement les protéines de réponse au stress mais aussi des mécanismes plus
subtils de régulation de I'ARN, essentiels pour I'adaptation des plantes aux conditions environnementales
changeantes. Ce lien entre SUMOylation, transcription et stress de HT a été démontré de facon
expérimentale chez Arabidopsis thaliana et stipule que la SUMOylation associée a la chromatine, et plus
précisément médiée par la ligase SIZ1, joue un réle central dans la transition transcriptionnelle entre les
mécanismes de développement et les réponses au stress de HT (Han et al., 2021). Grace a des analyses
combinées de ChIP-Seq (immunoprécipitation de la chromatine suivie de séquencage) et de RNA-Seq, ils
ont observé une redistribution des sites de SUMOylation sur le génome en réponse a une élévation de
température, notamment une accumulation au niveau des promoteurs de génes de stress de HT et une
déplétion au niveau des promoteurs des genes liés a la croissance. Lorsque SIZ1 est absente, cette
redistribution ne se fait plus, ce qui empéche la plante de répondre efficacement au stress. Ce type de
régulation contribue a basculer I'activité transcriptionnelle de la cellule vers I'activation de genes de
protection comme les protéines chaperonnes, tout en réprimant les processus non essentiels (Han et al.,

2021). Des études menées notamment chez Arabidopsis thaliana ont montré que des mutants affectés
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dans les composants du systeme SUMO présentent une sensibilité accrue au stress de HT ou a la
sécheresse, mettant en lumiére I'importance physiologique de cette voie dans la résilience des plantes
(Hanetal., 2021 ; Miller et al., 2013). Ce role protecteur semble d’ailleurs conservé dans plusieurs espéces
cultivées, ce qui en fait une cible prometteuse pour le développement de variétés plus robustes via des

approches biotechnologiques ou de sélection génétique.

Dans ce contexte, une étude (Kurepa et al., 2003) a montré que I'accumulation des homologues SUMO1
et SUMO2 est augmentée en réponse au stress dans Arabidopsis. Cependant, cette accumulation seule ne
permet pas de conclure a leur réle essentiel. Les preuves fonctionnelles proviennent surtout des analyses
génétiques : les mutants simples sumol ou sumo2 présentent des défauts de croissance et une sensibilité
accrue a divers stress, tandis que les doubles mutants sumol/sumo2 sont létaux (Burg et al., 2010;
Saracco et al., 2007). De plus, ces protéines représentent la majorité des protéines SUMOylées détectées
dans les analyses protéomiques sous stress alors qu’aucune autre isoforme n’a montré de capacité
équivalente a compenser leur perte (Shimada et Tanaka, 2023). Ces observations combinées ont mis en
évidence que SUMO1 et SUMO?2 sont indispensables a ’lhoméostasie cellulaire et jouent un réle majeur

dans la régulation des protéines liées au stress.

Cette régulation est importante non seulement pour la protection contre les facteurs de stress, mais aussi
pour l'ajustement dynamique des mécanismes de signalisation et de transcription cellulaire. Plusieurs FTs
clés ont été identifiés comme des cibles directes de la SUMOylation dans des conditions de stress, en
particulier celui de HT. Par exemple, DREB2A est SUMOylIé sur la lysine 163 lors d’un stress de sécheresse
ou de HT, ce qui stabilise la protéine en bloquant sa dégradation via la voie ubiquitine-protéasome,
renforgant ainsi la transcription des genes de réponse au stress (Wang et al., 2020). De méme, AtHsfA2,
un FT central dans la tolérance acquise a la chaleur, est modifié par SUMO sur la lysine 315, ce qui atténue
son activité transcriptionnelle et permet une régulation fine de la réponse a un stress de HT prolongé
(Cohen-Peer et al., 2010). Chez la tomate, la SUMOylation de SIHsfA1 par SISIZ1 augmente la tolérance au
stress de HT en stimulant I'expression de génes HSP tels que HSP70 (Zhang et al., 2018). ABI5, impliqué
dans la signalisation ABA, est SUMOylé par SIZ1 sur la lysine 391, lors d’un stress hydrique, modulant
négativement I'activation de genes ABA-dépendants, ce qui participe a I'ajustement hormonal en réponse
aux stress abiotiques (Miura et al., 2009). Enfin, des analyses récentes suggérent que des FTs de la famille
WRKY pourraient étre SUMOylés sous stress de HT, illustrant la diversité des cibles de cette modification

(Liu et al., 2021 ; Singh et al., 2022). D’ailleurs, le FT BAG7, en interaction avec bZIP28, est SUMOylé lors
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du stress de HT, ce qui favorise son entrée nucléaire pour activer WRKY29 et induire des genes de choc
thermique (Li et al., 2017). En outre, NF-YC10, un sous-unité du complexe NF-Y, est SUMOylé par SIZ1 sous
stress de HT, ce qui favorise son interaction avec NF-YB3 (Figure 1.3) et la formation du complexe NF-Y
(avec NF-YA2). Ce complexe actif est transloqué dans le noyau pour induire la transcription de genes de

réponse a la chaleur, jouant un réle clé dans la tolérance au stress de HT.
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Figure 1.7 Schéma conceptuel de la régulation par SUMOylation et déSUMOylation en réponse aux stress
environnementaux chez Oryza Sativa. 0sSIZ1/2 représente I'enzyme SUMO E3 ligase, OsOTS1/2 sont des enzymes
de déSUMOylation et S les peptides SUMO.

1.3.2.2 Synthése des travaux sur la SUMOylation et la tolérance aux stress environnementaux

Outre les observations spécifiques faites chez Arabidopsis thaliana, plusieurs travaux de synthése ont
récemment mis en lumiere le réle central de la SUMOylation dans I'organisation des réponses adaptatives
des plantes face aux stress environnementaux. Des études (Rosa et Abreu, 2019) ont notamment proposé
une vision intégrée de la régulation par SUMOylation, qui agit a trois niveaux. Tout d’abord au niveau

transcriptionnel pour contréler I'expression des enzymes du systéme SUMO, ensuite au niveau post-
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transcriptionnel pour moduler la stabilité des ARNm, et enfin au niveau post-traductionnel pour ajuster
directement 'activité des protéines cibles, offrant ainsi une réponse rapide et précise adaptée au type, a
la durée et a la sévérité du stress. Cette plasticité confére aux plantes une capacité accrue a faire face a
des environnements changeants, mais elle pose aussi des défis pour I'exploitation biotechnologique de
cette voie : une manipulation inadéquate peut entrainer des effets secondaires indésirables sur la
croissance, la fertilité ou le développement global de la plante (Rosa et Abreu, 2019). Parmi les acteurs
majeurs de ce systeme figurent les ligases E3 de type SIZ, telles que AtSIZ1 chez Arabidopsis thaliana et
ses homologues 0sSIZ1 et 0sSIZ2 chez le riz. Ces enzymes jouent un role central dans la spécificité de la
SUMOylation en situation de stress, en permettant la modification ciblée de régulateurs clés comme les
facteurs de transcription. Leur structure, leurs domaines fonctionnels ainsi que leurs mécanismes d’action

seront détaillés dans la section 1.3.3.

Des études fonctionnelles ont démontré que les mutants déficients en composants du systeme SUMO,
comme la E3 ligase AtSIZ1 chez Arabidopsis, présentent une sensibilité accrue a divers stress
environnementaux, notamment la chaleur, la sécheresse (Miura et al., 2007) ou la salinité (Srivastava et
al., 2017). AtSIZ1 exerce ses effets en SUMOylant des facteurs de transcription comme ICE1 ou DREB2A
(Miura et al., 2007). Des approches par spectrométrie de masse ont permis d’identifier un large ensemble
de protéines SUMOylées en réponse au stress thermique, notamment des facteurs HSF. Chez Arabidopsis,
I'analyse du SUMOylome aprés 30 minutes a 37 °C a révélé une accumulation massive de conjugués
SUMO1/2, ciblant en particulier des facteurs de transcription, des régulateurs de la chromatine et des
histones (Miller et Vierstra, 2011 ; Rytz et al., 2018). Des analyses de liaison spectrale ont quantifié des
enrichissements spécifiques d’"HSF parmi les cibles de SIZ1, suggérant une SUMOylation directe de ces
régulateurs clefs (Miller et al., 2010 ; Rytz et al., 2018). Bien que les données directes sur la SUMOylation
de HSFs spécifiques comme OsHSFA2d ou OsHSFAG6 fassent encore défaut chez le riz, leur forte induction
transcriptionnelle en réponse a la chaleur (Wilkins et al., 2016) suggére qu’ils pourraient faire partie des
cibles potentielles de ce mécanisme adaptatif, a I'instar de leurs homologues chez Arabidopsis (Miller et

Vierstra, 2011).

Dans les cultures, et en particulier chez Oryza sativa, ces mécanismes semblent conservés et tout aussi
essentiels (Park et al., 2011). La SUMO E3 ligase OsSIZ1, orthologue fonctionnel de AtSIZ1, a été
particulierement étudiée pour son réle dans la tolérance a la sécheresse. Des études ont montré que sa

surexpression améliore considérablement la tolérance hydrique du riz en stimulant I'expression de génes
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ABA-dépendants comme OsRAB16A, OsLEA3 ou OsNCED3, tout en favorisant I'accumulation de proline,
un composé protecteur clé pour le maintien de I’'homéostasie cellulaire et la protection antioxydante sous
stress de sécheresse (Feng et al., 2024 ; Xiang et al., 2024). Inversement, les lignées mutantes OsSIZ1
présentent un phénotype hypersensible au stress, avec un développement racinaire réduit, un retard de
croissance et une fertilité affaiblie, soulignant le role fondamental de cette enzyme dans I’homéostasie
physiologique du riz (Wang et al., 2011). Des données protéomiques confirment également une
accumulation massive et transitoire de protéines SUMOylées en réponse au stress de HT chez le riz, en
particulier dans le noyau cellulaire, ol ces PTMs ciblent notamment des FTs, des histones et des protéines
impliquées dans la régulation de la chromatine (Han et al., 2021 ; Miller et Vierstra, 2011 ; Raorane et al.,
2013). Ce remodelage transcriptionnel induit par la SUMOylation suggére un rble adaptatif majeur dans
I'ajustement de I'expression génique en conditions de stress de HT chez le riz (Han et al., 2021). L’analyse
du protéome d’organes sensibles comme les anthéres montre une forte induction de protéines de choc
thermique et d’autres protéines de stabilité (Kim et al., 2015). De plus, (Miura et al., 2007) montrent que
la SUMOylation de ICE1 par SIZ1 empéche sa polyubiquitination, stabilisant ainsi ce FTs clé et renforcant

la tolérance au froid. et soutenant I'idée d’une réponse coordonnée impliquant diverses PTMs.

Par ailleurs, certaines de ces cibles sont elles-mémes des régulateurs du stress de HT, comme les HSFs,
dont OsHSFA2d et OsHSFAB, qui sont susceptibles de former des boucles de rétroaction transcriptionnelle
(Park et al., 2015) , des mécanismes dans lesquels la SUMOylation pourrait jouer un réle modulateur. Au-
dela du riz, des réponses SUMO-dépendantes similaires ont été observées dans d'autres cultures, telles
que la tomate (Zhang et al., 2018), le blé (Xiao et al., 2025) ou le mais (Augustine et al., 2016), ce qui
renforce I'idée que ce mécanisme est conservé au sein des plantes a graines. Néanmoins, la complexité de
ce systeme et ses nombreuses interactions contextuelles rendent son exploitation délicate en
biotechnologie végétale. Une activation non spécifique du systeme SUMO peut provoquer des effets
secondaires indésirables, notamment sur le développement végétatif, la floraison ou la réponse
hormonale (Rosa et Abreu, 2019). Ainsi, une meilleure compréhension des cibles spécifiques des E3 ligases
et de leur régulation spatio-temporelle est indispensable pour développer des stratégies d’amélioration

ciblée, durables et sans compromis sur la productivité.

1.3.3 Les SUMO E3 ligases

La section précédente a mis en lumiere le role de la SUMOylation dans la réponse aux stress

environnementaux, en soulignant notamment I'implication des E3 ligases de type SIZ. Nous détaillons ici
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leur structure, leur spécificité et leur mécanisme d’action, afin de mieux comprendre leur contribution a
cette régulation adaptative. Dans le processus de SUMOylation, les E3 ligases jouent un rdle crucial par
rapport a la spécificité du ciblage. Bien que I'enzyme E2 soit capable de transférer SUMO directement sur
certaines protéines substrats, |'efficacité et la sélectivité du processus dépendent largement de la
présence des E3 ligases (Jmii et Cappadocia, 2021 ; Kurepa et al., 2003). Ces ligases servent de plateformes
adaptatrices entre I'E2-SUMO et les substrats, stabilisant leur interaction et facilitant la modification post-
traductionnelle. Chez les plantes, plusieurs familles de E3 ligases ont été identifiées, dont certaines
spécifiques aux espéces végétales. Parmi ces familles, on distingue principalement les ligases de type SIZ
(SAP et Mizl), MMS21 (partie du complexe Smc5/6) et PIAL (Protein Inhibitor of Activated STAT-Like)
(Castro et al., 2012 ; Jmii et Cappadocia, 2021). Ces ligases sont spécialisées et se différencient par des
domaines fonctionnels particuliers, ayant des rdles biologiques distincts, qui influencent leur activité et
leur localisation dans la cellule. Elles se caractérisent par une organisation en modules de leurs domaines,
ce qui conditionne leur localisation nucléaire, leur interaction avec I'ADN, et leur activité catalytique (Jmii
et Cappadocia, 2021). Par exemple, le domaine SAP des ligases de type SIZ leur permet de se lier a la
chromatine, facilitant ainsi leur implication dans la régulation transcriptionnelle (Miura et al., 2005 ; Suzuki
et al., 2009). Le domaine SP-RING est quant-a-lui crucial pour la conjugaison de SUMO, assurant I'activité
de SUMOylation. Ces ligases ne se limitent pas a apposer des PTMs, elles jouent également un réle
d'intégrateurs de signaux, reliant la signalisation nucléaire a des réponses transcriptionnelles et

physiologiques essentielles pour la survie de la plante.

1331 MMS21

La ligase MMS21, également appelée HPY2 chez Arabidopsis thaliana, est une composante du complexe
Smc5/6, essentiel pour la maintenance de l'intégrité génomique (Ishida et al.,, 2009). Elle intervient
notamment dans la réponse aux dommages de I’ADN, la stabilisation de la chromatine et la régulation du
cycle cellulaire. Des études ont montré qu’elle participe a des mécanismes de tolérance au stress
génotoxique et a certains stress abiotiques. Sa fonction reste cependant moins explorée que celle des SIZs
dans la réponse transcriptionnelle au stress environnemental (Jmii et Cappadocia, 2021 ; Zhao et Blobel,

2005).

1.3.3.2 PIAL

Les protéines PIAL1 et PIAL2 appartiennent a une autre classe de SUMO E3 ligases spécifiques aux plantes

(Jmii et Cappadocia, 2021). Contrairement aux autres E3 qui favorisent I'ajout d’un seul groupement SUMO,
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les PIALs sont impliquées dans la formation de chaines poly-SUMOylées. Ces modifications en chaine
peuvent servir de signal pour des interactions protéine-protéine ou pour le recrutement de facteurs de
dégradation (Tomanov et al., 2014). Bien que leur role exact dans les réponses au stress reste encore a
clarifier, des éléments indiquent une implication dans la régulation de certains réseaux de signalisation et

dans l'organisation nucléaire.

1.3.3.3 LesSIZs

Parmi les E3 ligases identifiées chez les plantes, celles de type SIZ sont les plus étudiées et les plus
pertinentes dans le contexte de la régulation transcriptionnelle en réponse aux stress (Castro et al., 2012).
Initialement décrites chez la levure, SIZ1 a été la premiere SUMO E3 ligase identifiée et caractérisée chez
Arabidopsis thaliana (Miura et al., 2005). Cette protéine multifonctionnelle joue un réle clé dans divers
processus physiologiques, allant de la croissance et du développement a la réponse a de multiples stress
abiotiques, notamment le stress de HT (Wang et al., 2011). Les protéines SIZs possedent plusieurs
domaines fonctionnels, chacun jouant un réle déterminant dans leur activité et leur spécificité (Figure 1.8).
Le domaine SAP (SAF-A/B, Acinus, PIAS) est un motif de liaison a ’ADN qui permet a la ligase de se localiser
au sein du noyau et d’interagir avec la chromatine (Suzuki et al., 2009). Cette capacité de ciblage confere
aux SlZs une fonction de régulation transcriptionnelle directe, notamment en situation de stress, ou elles
peuvent moduler I'accessibilité de certains promoteurs. Le domaine PINIT, bien que moins bien caractérisé,
est associé a la régulation de la localisation subcellulaire de la ligase. Il intervient dans I'organisation
structurale de la protéine et dans le positionnement précis de la ligase au sein de sous-compartiments
nucléaires, ce qui peut influencer ses interactions fonctionnelles (Jr et Lima, 2016). Le domaine SP-RING
(SI1Z/PIAS-type RING finger) constitue le domaine le plus conservé et le coeur catalytique de I'activité des
E3. Ce domaine est indispensable pour I'activité de SUMOylation, car il stabilise 'enzyme E2 chargée de
SUMO et positionne correctement le substrat pour faciliter la conjugaison (Jr et Lima, 2016). Le domaine
SP-CTD (SP C-terminal domain) est une région structurale située immédiatement aprés le domaine
catalytique SP-RING. Bien que le role précis du SP-CTD chez les plantes n’est pas clair, des études sur la
SIZ1 de la levure Saccharomyces cerevisiae suggerent qu'il interagit avec le SUMO de maniére similaire a
un motif SIM (SUMO-interacting motif), maintenant ainsi le SUMO dans une conformation favorable a la
catalyse (Jmii et Cappadocia, 2021). Enfin, le domaine PHD (Plant Homeodomain) est unique aux SUMO E3
ligases végétales. Il se lie spécifiquement a I'histone H3 triméthylée en position K4, jouant un role essentiel
dans la SUMOylation des FTs et dans la régulation des réponses au stress (Jmii et Cappadocia, 2021 ; Roy

et Sadanandom, 2021).
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Figure 1.8 Les type SUMO E3 ligases et leur domaines fonctionnels (Jmii et Cappadocia, 2021). Les domaines
fonctionnels sont représentés par des boites, tandis que les motifs spécifiques sont indiqués par des traits verticaux.
Les domaines couramment retrouvés chez les ligases SUMO E3 végétales incluent le domaine SAP (SAF-A/B, Acinus,

PIAS), le domaine homéodomaine de type plante (PHD), le domaine PINIT, ainsi que le domaine SP-RING.

La ligase SIZ1 est particulierement importante dans la réponse au stress de HT. Des études ont dressé un
profil du SUMOylome d'Arabidopsis en situation de stress de HT, identifiant une large gamme de cibles
modifiées par SIZ1 (Rytz et al., 2018). Dans le contexte du stress de HT, les SIZs, et notamment les
homologues d’0OsSIZ1 et OsSIZ2 chez le riz, ont été identifiées comme des régulateurs majeurs de la
SUMOylation nucléaire, jouant un rdle essentiel dans la protection des fonctions cellulaires sensibles a la
chaleur et potentiellement sur les réponses au développement et I'homéostasie (Miura et al., 2007 ; Park
etal., 2010 ; Peietal.,2017). Bien que partageant une forte homologie avec AtSIZ1 d’Arabidopsis thaliana,
OsSIZ1 et OsSIZ2 présentent des profils d’expression distincts et des fonctions partiellement différentielles.
OsSIZ1 est principalement exprimée dans les feuilles et les jeunes organes, et son expression est
rapidement induite en condition de stress de HT, ce qui suggere un réle majeur dans les réponses
immédiates a ce stress (Park et al., 2010 ; Pei et al., 2017). Cette ligase a été impliquée dans plusieurs
processus biologiques clés, notamment la régulation du métabolisme du phosphate, le contrdle de la
floraison, ainsi que la tolérance a la chaleur via la SUMOylation de régulateurs transcriptionnels critiques

(Gaoetal., 2021 ; Rytz et al., 2018 ; Zheng et Liu, 2021).

OsSlZ2, quant a elle, présente un profil d’expression plus étendu, incluant les racines, les tiges et les graines,
ce qui laisse penser qu’elle pourrait intervenir dans des processus développementaux étalés dans le temps

(Pei et al., 2017). Certaines études suggerent qu’elle joue un réle partiel dans la réponse aux stress, mais
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de maniére moins marquée que OsSIZ1, ce qui alimente I'hypothese d’un rdole redondant ou
complémentaire encore peu élucidé. OsSIZ2 possede bien une activité E3 ligase fonctionnelle et peut
partiellement compenser I'absence de SIZ1 chez Arabidopsis soumis a un stress de HT (Park et al., 2010).
Cette observation suggere un role conservé de OsSIZ2 dans la régulation des réponses environnementales,
bien que plus atténué que celui de OsSIZ1. Une revue du systeme SUMO chez les plantes (Castro et al.,
2012) renforce cette idée, en indiquant que OsSIZ1 est majoritairement responsable de I'accumulation de
conjugués SUMO en réponse a une température élevée, tandis que OsSIZ2 pourrait agir de maniere
accessoire ou complémentaire. Ces observations rejoignent les résultats de Rytz (Rytz et al., 2018) qui
montrent chez Arabidopsis que la majorité des protéines SUMOQylées sous stress de HT dépendent de SIZ1,
bien qu’une activité résiduelle demeure, laissant supposer I'existence d’autres ligases secondaires

impliquées, telles que OsSIZ2 dans le contexte rizicole.

Une analyse des promoteurs de genes du systeme SUMO chez le riz a révélé des différences importantes
entre OsSIZ1 et OsSIZ2 (Rosa et al., 2018). Le promoteur de OsSIZ1 est nettement enrichi en motifs
cis-régulateurs liés a la lumiere, a I'énergie (sucre) et a la signalisation hormonale ou au stress (acide
abscissique, acide gibbérellique), alors que celui de OsSIZ2 contient un nombre plus restreint de ces
éléments. Cela suggere que OsSIZ1 pourrait répondre plus activement aux signaux environnementaux,
tandis que OsSIZ2 semble moins directement régulé par ces stimuli. Comme mentionné plus haut,
notamment via I'observation des phénotypes mutants associées a la perte de fonction OsSIZ2 par Pei et
al. (2017), OsSIZ2 joue un role significatif dans le développement végétatif et reproducteur. Ainsi, bien que
Rosa et al., 2018 ne spécifient pas la régulation spatio-temporelle de 0sSIZ2, la convergence des données
suggere que son contrdle transcriptionnel pourrait répondre a des nécessités développementales ou
tissulaires, plutot qu’a des signaux environnementaux immédiats. Ces différences suggérent une

régulation transcriptionnelle divergente, en réponse a des signaux environnementaux distincts.

Bien que lI'on ait démontré que les ligases de type SIZ participent activement a la régulation
transcriptionnelle, notamment en contexte de stress de HT, les mécanismes précis par lesquels elles
exercent cette régulation ne sont pas encore élucidés. Deux modeles paralleles sont actuellement
envisagés (Figure 1.9). Le premier postule que la SUMOylation des FTs se produit principalement dans le
nucléoplasme, avant leur recrutement a I’ADN. Dans ce scénario, les E3 ligases n’agissent pas directement
sur les sites cibles des genes, mais modifient les FTs dans un compartiment soluble, influengant

indirectement leur affinité ou leur capacité de liaison a I’ADN (Cubefias-Potts et Matunis, 2013 ; Flotho et
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Melchior, 2013). Le second modele propose que les SUMO E3 ligases comme les SIZ soient directement
recrutées a des loci génomiques spécifiques, par exemple via leur domaine SAP, interagissant avec I’ADN
ou les complexes transcriptionnels pour SUMOyler localement leurs cibles déja liées a la chromatine
(Niskanen et Palvimo, 2017 ; Rosonina et al., 2017). Ces deux mécanismes ne sont pas nécessairement
exclusifs, mais leur contribution n’a pas été élucidée selon les contextes biologiques et les partenaires
impliqués. Cette question centrale, qui touche a la dynamique et a la spatialisation de la régulation

transcriptionnelle par SUMOylation, est justement au coeur du projet présenté ici.
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Figure 1.9 Modéles proposés pour la régulation transcriptionnelle par les ligases E3 de type SIZ. Dans le premier
modele, la SUMOylation des facteurs de transcription (TF) se produit principalement dans le nucléoplasme, avant
leur recrutement sur I’ADN, les ligases agissant ainsi dans un compartiment soluble et modulant indirectement leur
capacité de liaison a la chromatine. Dans le second modele, les ligases SIZ sont directement recrutées sur des loci
spécifiques, ol elles SUMOylent localement les TFs déja liés a la chromatine, influengcant de maniére ciblée
I’expression des genes.

1.4  Outils de génomique fonctionnelle pour I'étude de la régulation transcriptionnelle

La régulation de I'expression génique chez les plantes repose non seulement sur la présence et I'activité

des FTs, mais aussi sur leur capacité a accéder physiquement a leurs séquences cibles dans ’ADN. Cette
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accessibilité dépend fortement de I'organisation tridimensionnelle de la chromatine, c’est-a-dire de I'état
de compaction de I’ADN autour des histones et de son agencement spatial dans le noyau (Lee et Seo, 2023 ;
Liu et Weigel, 2015 ; Sijacic et al., 2018). Les régions d’ADN condensées (hétérochromatine) sont
généralement transcriptionnellement inactives, tandis que les régions plus ouvertes (euchromatine)
permettent la fixation des FTs et I'initiation de la transcription (Luger et al., 1997 ; McCarthy et al., 2021 ;
Puri et al., 2021 ; Wu et al., 2024). Cet état d’ouverture ou de fermeture est controlé par des mécanismes
épigénétiques réversibles, qui modifient I'expression des genes sans altérer la séquence de I’ADN. Ces
mécanismes incluent principalement des modifications covalentes des histones (par exemple, I'acétylation
de H3K9 ou la triméthylation de H3K4, associées a I'activation transcriptionnelle, et la triméthylation de
H3K27, associée a la répression), ainsi que la méthylation cytosinique de ’ADN. Ces marques influencent
la compaction locale de la chromatine, I'accessibilité des promoteurs et le recrutement de coactivateurs
ou corépresseurs, modulant ainsi finement I'activité transcriptionnelle (Kappel et al., 2023 ; McCarthy et
al., 2021 ; Ramakrishnan et al., 2022 ; Zheng et al., 2024). Leur nature dynamique leur permet de répondre
rapidement aux signaux environnementaux. Par exemple, une élévation de température peut induire
I’'apparition rapide de marques actives (H3K4me3, H3K9ac) en amont de génes de protection, tandis que
des marques répressives (H3K27me3) se renforcent sur les génes de croissance afin de rediriger les
ressources cellulaires vers la survie (Friedrich et al., 2021). Certaines de ces modifications sont stables dans
le temps, constituant une “mémoire épigénétique” qui permet une réponse plus rapide lors d’expositions

répétées a un méme stress (Friedrich et al., 2021 ; Ramakrishnan et al., 2022).

Ainsi, la réponse adaptative des plantes au stress de HT émerge d’un réseau régulateur multi-niveaux
intégrant des signaux cellulaires, une modulation épigénétique de la chromatine et I'action coordonnée
de multiples FTs. Des analyses récentes de type multi-omics (transcriptomes, protéomes, métabolomes)
ont montré que ces réponses mobilisent I'expression coordonnée de centaines a milliers de génes en
quelques minutes a quelques heures, traduisant un ajustement transcriptionnel massif orchestré par une
signalisation interconnectée (Zander et al., 2020). L’étude de ces processus nécessite donc de considérer
conjointement I'état épi-génomique, I'accessibilité de la chromatine et I'activité des FTs pour comprendre
les programmes de transcription qui permettent la tolérance au stress chez les plantes. Pour décrypter ces
réseaux complexes et comprendre comment I’état de la chromatine, I'accessibilité de I’ADN et I'action des
facteurs de transcription se combinent pour moduler I'expression génique sous stress de HT, plusieurs
outils de génomique fonctionnelle ont été développés (Lee et Bailey-Serres, 2019 ; Qiu et al., 2023). Parmi

eux, les approches de séquencage a haut débit telles que le séquencage de I’ARN (RNA-Seq), le séquencage
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d'ADN accessible a la transposase (ATAC-Seq) et I'immunoprécipitation de la chromatine suivie de
séquencage (ChIP-Seq) permettent d’explorer différentes couches de régulation et d’identifier les

mécanismes directs qui sous-tendent la réponse adaptative des plantes (Tannenbaum et al., 2018).

1.4.1 RNA-Seq

RNA-Seq permet de quantifier I'expression globale des génes a I'échelle du transcriptome. Elle repose sur
I’extraction de I’ARN total d’un échantillon, sa conversion en ADN complémentaire, sa fragmentation puis
son séquencage a haut débit. Les lectures obtenues sont alignées sur le génome ou le transcriptome de
référence, permettant une quantification précise de 'abondance de chaque transcrit et I'identification de
genes différentiellement exprimés. Introduite pour la premiere par une étude (Nagalakshmi et al.,
2008) qui avait pour but de définir le paysage transcriptionnel de la levure, cette technologie est devenue
incontournable en biologie végétale, avec plus de 45 000 bibliothéques publiques disponibles pour de
nombreuses espéces et conditions environnementales (Yu et al., 2022). Par exemple, chez le riz, RNA-Seq
a permis de révéler des réseaux complexes de régulation génique activés lors de stress hydrique et de HT,
identifiant ainsi des modules de génes corégulés par différents FTs (Wilkins et al., 2016). Bien que cette
approche fournisse une vue d’ensemble du transcriptome actif, elle ne permet pas d’identifier

directement les FTs responsables de ces changements d’expression.

1.4.2 ATAC-Seq

ATAC-Seq permet d’identifier les régions d’ADN accessibles, révélant les sites ouverts potentiellement
ciblés par les facteurs de transcription (Buenrostro et al., 2013). La méthode repose sur l'utilisation de la
transposase Tn5, qui fragmente I’ADN et insere des adaptateurs de séquencage directement dans les
zones de chromatine ouverte, générant un profil de I'accessibilité a I'échelle du génome. Récemment,
cette approche a été appliquée chez le riz et Arabidopsis pour cartographier les changements
d’accessibilité induits par le stress de HT et mettre en évidence des régulateurs clés de la tolérance a la
chaleur (Farmer et al., 2021 ; Liang et al., 2021 ; Qiu et al., 2023 ; Yen et al., 2025). Bien que non utilisée
dans ce projet, elle constitue un outil complémentaire a ChIP-Seq, permettant d’interpréter les données

de fixation des protéines dans un contexte chromatinien dynamique.

1.4.3  ChIP-Seq

ChIP-Seq est la méthode de référence pour cartographier a I'échelle du génome les sites ou une protéine

donnée (FT, histone ou ligase SUMO) se fixe a I’ADN (Johnson et al., 2007). La méthode repose sur plusieurs
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étapes clés. Tout d’abord, une réticulation est réalisée pour stabiliser les interactions protéine-ADN
présentes au moment du traitement. Ensuite, la chromatine est fragmentée de fagon contrélée (sonication
ou digestion enzymatique). Une immunoprécipitation ciblée des complexes protéine-ADN est effectuée
en utilisant un anticorps spécifique de la protéine étudiée (par exemple 0sSIZ1, OsSIZ2 ou des protéines
SUMOylées) pour enrichir les fragments d’ADN associé. Ces complexes sont alors purifiés avant d’étre
séquencés a haut débit. Enfin, on analyse les données par bio-informatique pour aligner les lectures et
générer une carte des régions génomiques enrichies en interactions protéine-ADN (Desvoyes et al., 2018).
Contrairement au RNA-Seq, qui mesure uniquement |'abondance des transcrits sans révéler leurs
régulateurs directs, ChIP-Seq fournit une preuve causale du contréle transcriptionnel en amont en
identifiant les séquences cis-régulatrices réellement occupées in vivo. Cette technique permet ainsi
d’établir un lien direct entre une protéine donnée et ses cibles génomiques, d’'inférer les réseaux
régulateurs activés et de mieux comprendre les mécanismes épigénétiques et transcriptionnels a I'ceuvre
(Ouyang et al., 2009 ; Singh et al., 2018 ; Song et al., 2016). Des travaux récents en biologie végétale ont
démontré la robustesse de ChIP-Seq pour cartographier la liaison différentielle de facteurs de transcription
impliqués dans des réponses hormonales ou environnementales (Dergilev et al., 2021 ; Hartwig et al.,
2023 ; Ouyang et al., 2022). Ces approches contribuent a relier des variations de liaison protéine-ADN a
des traits phénotypiques ou adaptatifs, et a compléter I'information obtenue par RNA-Seq ou ATAC-Seq

dans des contextes de stress.

1.5 Butdel'étude
1.5.1 Problématique et hypothese

La régulation transcriptionnelle en réponse aux stress environnementaux constitue un enjeu central pour
I'adaptation des plantes a des conditions environnementales défavorables. Parmi les mécanismes
impliqués, la SUMOylation se distingue par sa capacité a moduler rapidement et de maniere réversible
I'activité de nombreux régulateurs nucléaires, notamment des facteurs de transcription. Chez Arabidopsis
thaliana, plusieurs études ont démontré que les SUMO E3 ligases de type SIZ, en particulier AtSIZ1, jouent
un réle majeur dans I'organisation des réponses au stress de HT, en influengant la stabilité, la localisation
ou l'interaction de protéines clés impliquées dans la réponse au stress. Cependant, chez Oryza sativa,
culture majeure et particulierement vulnérable aux épisodes de chaleur extréme, les mécanismes
transcriptionnels régulés par la SUMOylation, et en particulier le réle des SUMO E3 ligases homologues
OsSIZ1 et OsSIZ2, demeurent encore mal caractérisés. Les données existantes suggérent une implication

probable de ces ligases dans la régulation de I'expression génique en condition de stress, mais les
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interactions moléculaires spécifiques et les cibles transcriptionnelles restent a élucider. L’hypothese
principale de ce projet est que les SUMO E3 ligases OsSIZ1 et OsSIZ2 participent activement a la réponse
transcriptionnelle du riz en condition de stress de HT, en régulant la fixation de certains facteurs de

transcription sur les génes cibles (Figure 1.10).
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Figure 1.10 Modele de régulation de la réponse transcriptionnelle d’Oryza sativa par SUMOylation en situation de
stress de haute température. A température optimale (28 °C), les facteurs de transcription associés a la croissance
et au développement (TF, en bleu) sont SUMOylés par les enzymes OsSIZ1/2, ce qui favorise I'expression des génes
impliqués dans la croissance et le développement. En condition de stress de HT (40 °C), la SUMOylation des facteurs
de transcription change : certains TF liés au stress (en rouge) deviennent cibles d’OsSIZ1/2, entrainant une répression
des genes de développement et 'activation des genes de réponse au stress. Cette modulation dépendante de la
température illustre le réle clé de la SUMOylation dans I'adaptation transcriptionnelle au stress thermique chez le
riz.

Pour tester cette hypothése, I'approche ChIP-Seq a été choisie car elle permet de dresser une carte
exhaustive et non biaisée des régions génomiques occupées par ces ligases ou associées a la SUMOylation
sous stress de HT. Contrairement a la ChIP-qPCR, qui cible quelques promoteurs présélectionnés sur la
base de connaissances préalables, ChIP-Seq n’exige pas de supposer a I'avance quels genes sont régulés
par les ligases OsSIZ1/2. Cette absence d’a priori est essentielle dans ce projet, car peu de cibles
transcriptionnelles directes des SUMO E3 ligases sont connues chez Oryza sativa. En capturant I'ensemble

des complexes protéine-ADN enrichis en OsSIZ1, OsSIZ2 et/ou en protéines SUMOylées, ChIP-Seq offre la

28



possibilité de découvrir de nouveaux régulateurs ou modules transcriptionnels jusqu’ici non décrits, au-
dela des quelques FTs déja identifiés (HSFs, DREBs, NACs). Cette approche permet de relier directement
les événements de SUMOylation a la réorganisation de réseaux transcriptionnels de grande ampleur,
fournissant une vue mécanistique du contrble exercé par ces ligases. De plus, le choix de ChlIP-Seq se
justifie par le fait que I'impact des ligases SUMO ne se limite probablement pas a un ou deux FTs connus.
Elles peuvent affecter simultanément plusieurs FTs et coactivateurs, moduler I'accessibilité de vastes
régions chromatiniennes et donc influencer des centaines de génes. Une approche ciblée par ChIP-qPCR,
par exemple, passerait a c6té de cette complexité, ne validant que des hypothéses restreintes. En
combinant ChIP-Seq avec I'exposition au stress de HT, ce projet établira un catalogue des régions
génomiques directement associées a OsSIZ1 et OsSIZ2, reliant ces événements a la réorganisation
transcriptionnelle observée a grande échelle dans le riz. Cette cartographie permettra d’identifier a la fois
des cibles attendues et des acteurs insoupconnés de la tolérance a la chaleur, apportant une base
rationnelle pour de futures validations ciblées (par exemple par ChIP-gPCR ou édition génomique). Pour
élaborer un modele transcriptionnel appliqué a Oryza sativa, des campagnes ChIP-Seq menées
respectivement avec les anticorps anti-SUMO et anti-OsSIZ1/2 dresseront une carte des sites SUMOylés
sous HT et testera directement I'hypothése d’un réle localisé des ligases OsSIZ1/2 dans le recrutement ou
la stabilisation de facteurs de transcription clés. Ainsi, ChIP-Seq constitue la seule approche capable
d’explorer de fagon globale, mécanistique et non biaisée le réle des ligases SUMO dans la régulation

transcriptionnelle du riz soumis a un stress de HT, répondant directement a la problématique posée.

1.5.2 Objectif de I'étude

L’'objectif général de cette étude est de mieux comprendre le réle des SUMO E3 ligases OsSIZ1 et OsSIZ2
dans la régulation transcriptionnelle du riz en réponse au stress de HT. Pour cela, plusieurs étapes ont été
réalisées afin de caractériser ces protéines sur le plan fonctionnel, de produire des anticorps qui leur sont
spécifiques et de poser les bases d’une approche de type ChIP pour identifier leurs cibles potentielles dans

le génome. Pour cela, plusieurs objectifs spécifiques ont été poursuivis.

D’une part, la modélisation tridimensionnelle des protéines OsSIZ1 et OsSIZ2 a permis d’identifier les
domaines les plus conservés, notamment le domaine SP-RING, qui ont été sélectionnés pour la production
d’antigenes recombinants. Ces protéines purifiées ont ensuite été utilisées pour générer des anticorps
polyclonaux chez le lapin. L'un des objectifs majeurs était de valider ces anticorps pour des applications

en ChlIP afin de pouvoir capturer les complexes protéine-ADN dans lesquels sont impliquées les ligases SIZs.
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Dans un premier temps, les anticorps dirigés contre OsSIZ1 et OsSIZ2 ont été testés par ELISA, Western
blot et immunoprécipitation in vitro. Une attention particuliére a été portée a leur capacité a reconnaitre
les protéines cibles dans leur conformation native, condition indispensable a leur utilisation en ChIP-qPCR

ou ChlIP-Segq.

En parallele, des ChIP-Seq avec des anticorps anti-SUMO ont également été testés dans I'optique de
détecter plus globalement les modifications SUMOylées sur la chromatine aprés exposition au stress de
HT. Cette approche permettra a terme de cartographier non seulement les sites d’action des SIZ, mais
aussi les régions enrichies en protéines SUMOylées au niveau de la chromatine, fournissant un cadre plus
global pour interpréter les effets transcriptionnels du stress. Ces efforts expérimentaux ont posé les bases
pour des analyses futures en ChIP-Seq visant a identifier les séquences génomiques associées a ces E3
ligases et 8 SUMO, et par conséquent, a inférer les facteurs de transcription modulés via SUMOylation. A
long terme, cette étude contribue a la mise en place d’outils moléculaires (anticorps polyclonaux) destinés
a mieux comprendre I'organisation transcriptionnelle et épigénétique du stress de HT chez le riz. Elle offre
également une base expérimentale pour étendre ces analyses a d’autres types de stress abiotiques, dans

I'optique de développer des variétés plus résilientes face aux aléas climatiques.

30



CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1 Modélisation structurale et sélection des antigénes via AlphaFold2

Les séquences primaires des protéines OsSIZ1 (Q6L4L4), OsSIZ2 (Q6ASW7) provenant d’Oryza sativa et
AtSIZ1 (Q680Q4) provenant d’Arabidopsis thaliana, disponibles sur la base de données UniProt

(https://www.uniprot.org (Consortium et al., 2024)) ont été utilisées pour prédire leurs structures

tridimensionnelles complétes a I'aide de I'outil AlphaFold2 (Jumper et al., 2021 ; Varadi et al., 2021 ; 2023).
Les fichiers de structures générés ont été visualisés et analysés avec le logiciel PyMOL 3.0.4 (Schrodinger,
s. d.), en appliquant une coloration par score de conservation (commande spectrum b, intervalle 70-100)
afin d’identifier les régions structurellement conservées, soit un gradient du blanc (résidus les moins
conservés, score proche de 70) au vert foncé (résidus les plus conservés, score de 100). L’alighement des
domaines SP-RING des trois protéines a été réalisé a l'aide du logiciel T-Coffee 11.00

(https://tcoffee.crg.eu/ (Floden et al., 2016)), puis visualisé avec ESPript 3.0 (https://espript.ibcp.fr (Robert

et Gouet, 2014)) pour évaluer la conservation des résidus. Les pourcentages d’identité ont été déterminés
pour chaque comparaison binaire. Ces analyses de conservation structurale et de séquence ont permis de
sélectionner des régions structurées et hautement conservées entre les orthologues végétaux, dans le but
de générer des anticorps capables de reconnaitre indistinctement les trois homologues. Les domaines
choisis incluent des versions courtes (SP-RING seul) et longues (PINIT + SP-RING), en tenant compte de leur
repliement, de leur solubilité attendue, et de leur accessibilité. Il ne s’agissait pas ici de prédire
directement les épitopes antigéniques, mais de cibler des régions structurées et conservées comme

candidats antigéniques potentiels pour I’expression des protéines recombinantes.

2.2 Croissance des plantes et conditions de stress de haute température

Des graines de riz (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponbare batch A21FA3 de US department of
agriculture) ont été mises dans un tube Falcon de 15 ml dans un four a 50 °C pendant 5 jours afin de briser
leur dormance et ainsi synchroniser la germination. Les graines ont ensuite été stérilisées a I'eau de Javel
(hypochlorite de sodium a 10 %) pendant 5 minutes avec agitation, puis rincées 3 fois a I’eau distillée stérile.
Les graines ont ensuite été placées sur du papier humidifié dans une boite recouverte de papier
d’aluminium et laissées a germer dans |'obscurité pendant 3 jours dans une chambre de croissance
Conviron GEN1000 a 28 °C a 75 % d’humidité. Les plantules germées ont ensuite été transférées dans des

pots remplis de sol (PRO-MIX BX MYCORRHIZAE 10381RG, composé de tourbe de mousse de sphaigne (75-
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85 %), perlite, chaux dolomitique et calcique, et agent mouillant), enrichi avec de I'engrais Jack’s
Professional GENERAL PURPOSE Fertilizer (20-20-20 pour 20% Azote total (N), 20 % Phosphate disponible
(P,0s) et 20 % Potasse soluble (K,0)) a raison de 384,7 mg/kg, ainsi que du FeS0O, a 67,2 mg/kg. Ce sol avait
été préalablement séché pendant 5 jours dans un four a 50 °C, puis humidifié en ajoutant de I'eau selon
un rapport de 1 : 2,5 (poids/poids) par rapport a la terre seche. Les plantules ont ensuite été cultivées dans
des conditions contrblées en chambre de croissance Conviron GEN1000 (28 °C/26 °C, 80 % d’humidité
relative, photopériode 12 h lumiére 100 %/12 h obscurité). A 14 jours aprés germination, une partie des
plantes ont été soumises a un stress de haute température de 40 °C pendant 60 minutes. Ce traitement a
été choisi sur la base des travaux de (Wilkins et al., 2016), qui ont utilisé des conditions similaires pour
étudier la réponse du riz au stress de HT. Dr Olivia Wilkins, collaboratrice de ce projet, a permis I'adaptation
rigoureuse de ce protocole. Les feuilles ont été récoltées immédiatement aprés traitement et refroidies
rapidement dans de l'azote liquide avant d’étre stockées dans un ultra congélateur a -80 °C. Pour
Arabidopsis thaliana, un protocole similaire a été utilisé avec 28 jours de croissance en chambre de
croissance (20 °C, 70 % d’humidité relative, photopériode 16 h lumiére 100 %/8 h obscurité), a I'exception
du fait que les graines ont été stratifiées a 4 °C pendant 3 jours dans |'obscurité pour synchroniser la
germination. Aussi, contrairement au riz, les plants d’Arabidopsis n’ont pas été soumis au stress de HT, et

ont été récoltés a 28 jours de croissance en conditions contrdlées.

2.3  Biologie moléculaire
2.3.1 Extraction d’ARN total des cellules a partir de feuilles de riz

L’ARN total a été extrait a partir de feuilles d'Oryza sativa ou d'Arabidopsis thaliana, dgées respectivement
de 14 et 28 jours, au moyen du RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Cat. 74904). Un total de 75 mg de feuilles a
été utilisé pour I'extraction, en suivant les procédures établies par le manufacturier. Le culot d’ARN
résultant de I'extraction a ensuite été traité avec la Turbo DNase (Invitrogen, Cat. AM2238) afin d’éliminer
toute contamination par I’ADN génomique. L’ARN purifié a été finalement solubilisé avec de I'’eau stérile
sans RNAse (Invitrogen, Cat.AM9937). L’intégrité de I'ARN a été vérifiée par électrophorése sur gel
d’agarose a 1 % préparé dans 50 mL de tampon TAE 1X (Tris/acide Acétique/EDTA dilué du stock 50 X
(Bio-Rad Cat.1610773)), contenant 1,5 uL de GelRed (Milipore Sigma Cat.SCT123). La migration a été
réalisée pendant 30 minutes, et la visualisation du gel a été effectuée a I'aide d’un systéme ChemiDoc
XRS+ (Bio-Rad). La quantification de ’ARN a ensuite été réalisée a I'aide du spectrophotometre NanoDrop
One (Thermo Scientific). Les échantillons présentant un ratio d’absorbance 260/280 compris entre 1,9 et

2,2 ont été considérés comme acceptables pour les étapes ultérieures.
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2.3.2  Synthése de 'ADN complémentaire a partir de I’ARN total

Les syntheses d’ADN complémentaire ont été effectuées avec le kit Super Script Il First strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen 18080051) grace aux amorces oligo (dT),. Pour le kit SuperScript, 2,2 pg
d’ARN ont été utilisés pour une réaction de 50 minutes a 50 °C suivi de 5 minutes a 85 °C. L’ADNc obtenu

a été utilisé comme matrice dans les réactions de PCR, a raison de 10 pL par réaction.

2.3.3 Amplification des séquences par PCR

Les amplifications d'ADN ont été effectuées avec une premiere étape de dénaturation a 95 °C pendant
5 minutes suivie de 35 cycles de dénaturation a 95 °C pendant 30 secondes, d’appariement a 55 °C
30 secondes et une extension a 72 °C de 1 minute par 1 kb de taille d’amplicon attendues. Par la suite, une
étape d’extension finale a eu lieu a 72 °C pendant 10 minutes. La PCR a été faite en rajoutant 2 uM
d’amorce sens et 2 uM antisens (Tableau 2.1) ainsi que 1 pL de matrice dans un volume final de 50 pL avec
une concentration de 200 uM de dNTPs, 1 ug/mL de polymérase Pfu purifiée. Cette réaction a lieu dans
un tampon composé de 50 mM TRIS-HCI pH 8.0, 20 MM KCI, 15 mM (NH4);SO4, 1.2 mM MgSO, et
0.14 mg/mL de BSA.

Tableau 2.1 Amorces utilisées lors de PCR pour I'amplification des inserts

ADNc Amorce sens Amorce antisens
OsSIZ1 court 5’- GGTACCGAAAACTTGTATTTCCAG 5'-
(SP-RING) GGATCCTTTACTGTTGCTCAGGTTTTGAACT|GCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTCA
TAG -3’ GGCAGGTTTGACATCTTCCTTAGG-3’
OsSIZ1 long 5’- GGTACCGAAAACTTGTATTTCCAG 5'-
(PINIT + SP-RING) |GGATCCGTTCGCTGCATTTGCAGTAGCACA |GCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTCA
ATG -3’ GGCAGGTTTGACATCTTCCTTAGG-3’
0sSIZ2 court 5- 5’-
(SP-RING) GGTACCGAAAACTTGTATTTCCAGGGATC |GCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTCA
CTTTTCTGTAGAACAGGTCCTATCTTTGGT GGGCTTGGACCTTGTATCTGTAGG-3’
G-3
OsSIZ2 long 5’- 5-
(PINIT + SP-RING) |GGTACCGAAAACTTGTATTTCCAGGGATC |GCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTCA
CGTCCGTTGTCCCTGTGGTTATTCCATGG GGGCTTGGACCTTGTATCTGTAGG-3’
-3’
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AtSIZ1 court 5’- 5’-
(SP-RING) GGTACCGAAAACTTGTATTTCCAGGGATC |GCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTCA

CTTTACTCTACAACAGGTTCTAAATTTG - GCAAAGGCTACCATCAGGTGCATG -3’
3'
AtSIZ1 long 5. 5.

(PINIT + SP-RING) |GGTACCGAAAACTTGTATTTCCAGGGATC |GCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTCA
CAAAGTTCGATGTGTTTGTGGAAACTCGC GCAAAGGCTACCATCAGGTGCATG -3’
-3

2.3.4 Digestion de I’ADN par enzyme de restriction

La digestion a été faite dans un volume final de 100 pL avec 50 puL d’ADN (amplicons ou plasmides a digérer),
10 pL de tampon CutSmart (NEB Cat.B6004S), 1 puL de chaque enzyme de restriction (Bam HI pour les
vecteurs pRSF et pRSF-trx) qui ont été complétés avec de I’eau nanopure. La réaction a été incubée a 37 °C
pendant au moins 1 heure. A la suite de la digestion, une migration a eu lieu sur gel d’agarose 1 %
contenant du SYBR-Safe (Invitrogen Cat.533102) pendant 20 minutes a 120 V. La révélation du gel a été

faite au moyen d'un ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) et les bandes voulues sont excisées.

2.3.5 Extraction sur gel de bandes d’ADN

Les bandes d’ADN d’intérét ont été excisées manuellement a I'aide d’une lame de rasoir propre, puis
purifiées a I'aide du kit EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit (BioBasic, Cat.BS354), conformément aux

instructions du manufacturier.

2.3.6 Réaction de Gibson

L'amplicon intact (provenant de la PCR) a été incubé avec 50 ng de plasmide digéré par une ou des enzymes
de restriction afin d’avoir une stoechiométrie de 3 amplicons pour 1 plasmide dans un volume de 5 pL. Un
témoin négatif sans insert a également été réalisé. Par la suite, 5 pL d’un mix de Gibson 2X (constitué de
0.04 U T5 exonucléase (NEB Cat.M0363S), 0.25 U Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (ThermoFisher
Cat.F-530L), 10 U Taq DNA Ligase (NEB Cat.M0208S) dans 0.2 M Tris-HCl pH 7.5, 20 mM MgCl,, 10 % w/v
PEG-8000, 20 mM DTT, 0.132 % w/v NAD, 0.1 mM dNTPs) ont été incubés pendant 1 h a 50 °C avec un
volume final de réaction de Gibson de 10 uL. Suivant cette incubation, une transformation a eu lieu avec

le produit de Gibson.
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2.3.7  Préparation de bactéries chimio-compétentes

Les bactéries E. coli de type DH5a ou BL21 (DE3) Codon Plus ont été utilisées pour toutes les manipulations
subséquentes. Les bactéries ont été ensemencées dans du LB (10 g/L de NaCl, 5 g/L d’extraits de levures
et 10 g/L de peptone) a 37 °C avec agitation jusqu’a I'obtention d’'une D.O 600 de 0.6, et ensuite
centrifugées a 3000 x g pendant 15 minutes a 4 °C. Les bactéries ont ensuite été resuspendues dans du
TFBI froid (30 mM KOAc, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl,, 15 % [v/v] de glycérol). Par la suite,
les bactéries ont été centrifugées a vitesse maximale pendant 8 minutes a 4 °C pour ensuite étre
resuspendues dans du TFBII froid (10 mM Na MOPS pH 7.0, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl, 15 % [v/v] glycérol)

et aliquotées. L'entreposage des bactéries rendues compétentes se fait a -80 °C.

2.3.8 Transformation bactérienne

Les bactéries E. coli DH5a ont été utilisées pour la production de plasmide. Les bactéries E. coli BL21 (DE3)
Codon Plus ont été utilisées pour I'expression de protéines. Pour chaque aliquot de 10 uL de bactéries
compétentes, 1 uL d’ADN a une concentration de 60 ng/ulL a été ajouté. Ces bactéries ont ensuite été
incubées sur glace pendant 30 minutes afin de permettre I'adsorption de I’ADN. Un choc thermique a
ensuite été appliqué pendant 45 secondes a 42 °C pour favoriser I'entrée du plasmide dans les cellules,
suivi immédiatement d’une incubation de 1 minute sur glace pour stabiliser les membranes cellulaires.
Aprés cette étape, 300 plL de milieu LB stérile ont été ajoutés aux cellules transformées, qui ont ensuite
été incubées a 37 °C pendant 1 heure afin de permettre I'expression des génes de résistance aux
antibiotiques. L'ensemble du volume a ensuite été étalé sur une boite de pétri contenant du milieu LB-
Agar complété avec un antibiotique approprié (kanamycine a 50 pg/mL, chloramphénicol a 34 pg/mL), en
fonction de la résistance conférée par le plasmide. La composition du LB-Agar était la suivante : 10 g/L de
NaCl, 5 g/L d’extrait de levure, 10 g/L de peptone et 15 g/L d’Agar. Les géloses ont été incubées a 37 °C

pendant la nuit avant d’étre utilisées pour les étapes expérimentales ultérieures.

2.3.9 Extraction de plasmides par minipreps

Une colonie de bactéries E. coli DH5a transformées a été prélevée et cultivée dans 3 mL de milieu de
culture LB-Antibiotique pendant la nuit a 200 rpms (rotations par minute) a 37 °C. Le kit de minipreps
(Promega Cat.A1465) a été utilisé pour la purification des plasmides des bactéries en suivant les directives

du fabricant. La quantification des plasmides a été faite a I'aide d’un NanoDrop One (ThermoFisher).
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2.3.10 Repiquage et glycérol stock

Une colonie unique de BL21 (DE3) Condon Plus ou DH5a contenant le plasmide cible a été inoculée dans
2 mL de milieu LB, supplémenté avec I'antibiotique approprié. Cette préculture a été incubée pendant une
nuit a 37 °C. Un volume de 800 pL de cette préculture a été supplémenté de 800 uL de milieu LB a 40 % de
glycérol et introduits dans un cryotube. Le cryotube a ensuite été placé dans un bain d’azote liquide avant

d’étre conservé dans un ultra congélateur a -80 °C.

2.4  Expression et purification des protéines recombinantes
2.4.1 Optimisation de I'expression protéique

L'expression des protéines recombinantes a été réalisée dans la souche bactérienne Escherichia coli BL21
(DE3) Codon Plus transformée avec les plasmides d’intérét. Deux protocoles successifs ont été utilisés : un
protocole de base, suivi d’un protocole optimisé visant a améliorer les rendements d’expression. Dans le
protocole initial, la préculture a été amorcée directement a partir d’un stock bactérien congelé en glycérol.
Une petite quantité a été prélevée a I'aide d’'un embout stérile et inoculée dans 100 mL de milieu LB
supplémenté avec de la kanamycine a 50 pg/mL et du chloramphénicol a 34 ug/mL. Cette préculture a été
incubée pendant une nuit a 28 °C. Ensuite, 30 mL de cette culture ont été transférés dans 1 L de milieu SB
(Super Broth) ajusté a pH 7,5, contenant 5 g/L de NaCl, 20 g/L d’extrait de levure et 32 g/L de peptone,
ainsi que les antibiotiques nécessaires. La culture a été incubée a 37 °C avec une agitation de 200 rpm
jusqu’a ce que la densité optique atteigne DOgoo = 1,0. L'induction de I'expression a été initiée par I'ajout
d’IPTG a une concentration finale de 100 uM, suivie d’une incubation a 18 °C pendant la nuit (environ
16 heures). Aprés induction, les cellules ont été récoltées par centrifugation a 5000 x g pendant 40 minutes.
Le culot bactérien a été resuspendu dans une solution de sucrose 20 % (p/v) contenant 50 mM Tris pHS,

1 % (p/v) de lysozyme, congelé a 'azote liquide et stocké a -20 °C jusqu’a utilisation.

Dans le protocole optimisé, afin d’accroitre les rendements en protéines recombinantes, les conditions de
culture ont été ajustées. La culture a été amorcée directement a partir d’un stock bactérien congelé en
glycérol. Une petite quantité a été prélevée a I'aide d’'un embout stérile et inoculée dans 250 mL de milieu
SB complété avec 2% de glucose, de la kanamycine a 50 pg/mL, du chloramphénicol a 34 ug/mL et incubée
a 30°C pendant la nuit. Le lendemain, 750 mL de milieu SB froid, supplémenté avec les mémes
antibiotiques, 10 uM de zinc (Zn?*) et 'IPTG a une concentration finale baissée a 20 UM puis remontée a
100 uM, ont été ajoutés. L'induction de I'expression a été poursuivie pendant 24 heures a 18 °C. Les

cellules ont été récoltées par centrifugation a 5000 x g pendant 20 minutes et les culots obtenus ont été
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resuspendus dans une solution de sucrose 20 % (p/v) contenant 50 mM Tris pH8, 1 % (p/v) de lysozyme,
congelé a I'azote liquide et stockés a -20°C. Ce protocole optimisé a permis d’augmenter significativement
les rendements protéiques, atteignant des poids de culots triples par rapport a ceux obtenus avec le

protocole initial.

2.4.2 Optimisation du protocole de purification des protéines recombinantes
2.4.2.1 Chromatographie d’affinité Ni-NTA

Les culots bactériens conservés dans une solution de sucrose a 20 % ont été utilisés pour cette étape.
Apres décongélation, la concentration de la solution a été ajustée pour atteindre 500 mM de NaCl, 40 mM
d’imidazole, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0) et 5 mM de B-mercaptoéthanol, afin de favoriser la solubilité des
protéines lors de la lyse cellulaire. La lyse a été effectuée par sonication (Branson sonifier 450, cycle de
service a 50 %, puissance réglée a 5), en deux cycles de 10 minutes séparés par une pause de 5 minutes.
Le lysat obtenu a été centrifugé a 39 191 x g pendant 30 minutes a 4 °C. Le surnageant, contenant les
protéines solubles, a été récupéré pour la purification par chromatographie d’affinité. Ce surnageant a été
appliqué sur une colonne contenant 5 mL de billes de nickel (Ni-NTA Qiagen Cat.30210), préalablement
lavées et équilibrées avec un tampon de lavage. Aprés chargement de I'échantillon, la colonne a été lavée
avec cing volumes de tampon de lavage (500 mM de NaCl, 20 mM d’imidazole, 20 mM de Tris-HCI pH 8,0,
et 5 mM de B-mercaptoéthanol) afin d’éliminer les protéines non spécifiques. Enfin, les protéines liées ont
été éluées a I'aide d’un tampon d’élution contenant 500 mM de NaCl, 500 mM d’imidazole, 20 mM de

Tris-HCI (pH 8,0) et 5 mM de B-mercaptoéthanol. L’éluat a été collecté par fractions de 1 mL.

2.4.2.2 Clivage des étiquettes des protéines recombinantes

Le clivage enzymatique des étiquettes de purification thiorédoxine (Trx) et 6xHis a été réalisé a I'aide de
la protéase TEV (site de clivage ENLYFQG). Les protéines recombinantes, préalablement purifiées par
chromatographie d’affinité, ont été incubées avec la protéase TEV dans différentes conditions
expérimentales afin d’optimiser I'efficacité du clivage. Dans un premier jeu d’essais, la durée d’incubation
a été évaluée a température ambiante (~22 °C). Les protéines OsSIZ1 court ont été incubées avec une
concentration finale de protéase TEV de 10 uM pendant 15, 30, 60, 120 minutes, puis jusqu’a 6 heures.
Les produits de clivage ont été analysés par SDS-PAGE 12 %. Par la suite, I'impact de la température a été
évalué lors d’incubations effectuées toute une nuit a 4 °C, a température ambiante et a 30 °C. La
composition du tampon a également été prise en compte : le tampon d’élution initialement composé de

10 % de glycérol a été dilué 1 : 10 afin d’obtenir une concentration finale de 1 %. En paralléle, des versions
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courtes des protéines OsSIZ1 et OsSIZ2 ont été purifiées directement avec un tampon contenant 1 % de
glycérol. L'efficacité du clivage enzymatique a été vérifiée par analyse SDS-PAGE sur gel a 12 %. Les
conditions retenues pour les étapes ultérieures comprenaient une incubation toute une nuit a 4 °C, une

concentration en glycérol £ 1 % et une concentration finale de TEV de 10 uM.

2.4.2.3 Optimisation des conditions de dialyse

Les protéines purifiées ont été soumises a une étape combinée de clivage enzymatique et de dialyse afin
d’éliminer les composants du tampon d’élution (500 mM NacCl, 500 mM imidazole, 10 % glycérol) et de
favoriser le retrait des étiquettes de purification par la protéase TEV. Le mélange réactionnel comprenait
les protéines recombinantes (5 mg/mL), de la protéase TEV (10 uM finale), et du B-mercaptoéthanol
(5 mM). Ce mélange a été introduit dans une membrane de dialyse Spectra/Por 1 RC (Spectrum
Laboratories Cat.132655), présentant un seuil de coupure moléculaire (MWCO) de 6 kDa a 8 kDa et placé
dans un volume de 2 L de tampon de dialyse. La dialyse a été réalisée toute une nuit a 4 °C sous agitation
douce. Le tampon de dialyse standard était composé de 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl et 5 mM
de B-mercaptoéthanol. Afin d’optimiser la solubilité des protéines et I'efficacité du clivage, plusieurs
tampons ont été testés en paralléle dans une plague 96 puits. Chaque puits contenait 10 L de solution
protéique, 40 uL de tampon modifi¢, 2 uL de protéase TEV a 10 uM finale (ou 2 uL d’eau pour les conditions
témoins) et 5 mM de B-mercaptoéthanol. Deux concentrations de NaCl (100 mM et 350 mM) ont été
testées pour chaque condition. Les tampons testés incluaient le tampon Tris de base enrichi de divers
additifs (10 % glycérol, 0,1 % Tween 20, 2 mM EDTA, 1 M urée) ainsi que des variantes de pH (5,0 ; 6,8 ;
8,0). De I'eau nanopure, du PBS 1X (137 mM de NacCl, 2.7 mM de KCl, 10 mM de Na,HPO, et 1.8 mM de
KH,PO,, ajustée a un pH de 7.4) et du PBS 1X ajusté a 350 mM NaCl ont également été testés. La formation
d’agrégats a été évaluée visuellement et confirmée par SDS-PAGE sur gel 12 %. Les résultats ont montré
une agrégation systématique d’OsSIZ2 a 100 mM NaCl, indépendamment des additifs. En revanche, a
350 mM NaCl, I'agrégation était supprimée, sauf a pH 5,0. Le tampon PBS 1X, complété avec 5 mM de
B-mercaptoéthanol, a permis de maintenir les protéines recombinantes en solution tout en conservant
I'activité de la protéase TEV. Ce tampon a été retenu comme condition optimale pour les étapes

combinées de clivage et de dialyse réalisées toute une nuit a 4 °C.

2.4.2.4 Chromatographie d’exclusion stérique

Ala suite du clivage enzymatique, les protéines ont été purifiées par chromatographie d’exclusion stérique

(filtration sur gel ou tamis moléculaire) a I'aide d’un systéme FPLC AKTA (Cytiva). Les protéines ont été
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injectées sur une colonne Superdex 75 ou Superdex 200, préalablement équilibrée avec un tampon PBS
1 X contenant 5 mM B-mercaptoéthanol. Les échantillons ont ensuite été injectés en volume de 5 mL. Le
débit de séparation était de 0,5 mL/min a 4 °C, et les fractions de 5 mL ont été collectées pour analyse. Les
fractions contenant les protéines d’intérét ont été combinées, concentrées a I'aide de filtres Amicon

Ultra-15 (10 kDa) et stockées a —-80 °C apres refroidissement rapide dans |'azote liquide.

2.4.2.5 Electrophorése SDS-PAGE sur gel d’acrylamide

La migration des protéines s’est faite a courant constant de 180 V pour des gels a épaisseur 1 mm pendant
55 minutes pour des gels de 12 % ou 15 %. Pour la détection des protéines, la coloration a été faite par un
ajout de TCE (2, 2, 2 Trichloroéthane) dans les gels pour permettre la visualisation des protéines grace a
une exposition aux rayons UV. La visualisation des protéines sur gel a été faite a I'aide du ChemiDoc XRS+

ou MP (Bio-Rad).

2.4.2.6 Production d’anticorps polyclonaux

La génération des anticorps polyclonaux a été confiée a la société MediMabs (Montréal, Canada), qui a
procédé aux immunisations et aux prélevements selon ses protocoles standards, a partir des protéines
recombinantes fournies. Le processus implique lI'immunisation d'un animal avec un antigéne, la collecte
et la purification du sérum pour isoler les anticorps via chromatographie d’affinité et ol chromatographie

échangeuse d’ion, puis des tests de contréle qualité comme ELISA.

2.5 Essais d'immunobuvardages et d'immunoprécipitation
2.5.1 Immunoprécipitation de la chromatine
2.5.1.1 Fixation des interactions Protéine-ADN

Pour fixer les interactions protéine-ADN, des feuilles de riz 4gées de 14 jours ont été récoltées, puis
soumises a une fixation croisée selon un protocole adapté de (Desvoyes et al., 2018) 1 g de tissu frais a été
placé dans un tube de 50 mL contenant 35,5 mL de PBS 1 X froid, et maintenu sur glace durant toute
I’étape de fixation. Le formaldéhyde a été ajouté a une concentration finale de 1 % (v/v), et un morceau
de Miracloth (taille des pores 22 um) imprégné de PBS 1 X froid a été utilisé pour maintenir le tissu
immergé dans la solution. La fixation a été réalisée par infiltration sous vide en 3 x 5 minutes, avec
4 minutes de repos sans vide entre chaque cycle. La réaction de fixation a été stoppée par |'ajout de glycine

5 M a une concentration finale de 125 mM, et l'infiltration sous vide a été prolongée pendant 5 minutes.
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Apreés avoir rincé les échantillons avec de I'eau stérile froide, les tissus ont été séchés avec du papier
absorbant et refroidis rapidement dans de I'azote liquide. Le matériel a ensuite été congelé dans de I'azote

liquide et stocké a -80 °C.

2.5.1.2 Préparation de la chromatine

Pour extraire la chromatine selon le protocole adapté de (Desvoyes et al., 2018), les échantillons de
feuilles (environ 2 g) ont été broyés dans de |'azote liquide, puis resuspendus dans un tampon d'extraction
(10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.25 M sucrose, 10 mM MgCl; et 1 % Triton X-100 supplémenté de 1 mM PMSF et
1 x protease inhibitor cocktail EDTA-free (Roche Cat.11873580001)) a raison de 10 ml par gramme de tissu
fixé. Apres une incubation de 30 minutes a 4 °C sur un agitateur rotatif a la puissance la plus basse (10
pour le Turbo Revolver de Thermo Scientific), le mélange a été homogénéisé manuellement a 'aide d’un
homogénéiseur en verre de type Dounce, en utilisant successivement le piston a ajustement serré puis le
piston a ajustement lache, et filtré a travers une couche double de Miracloth. Les noyaux ont été isolés
par centrifugation a 3000 x g pendant 20 minutes a 4 °C. Le culot nucléaire a été resuspendu dans un
tampon de lyse (50 mM Tris-HCl pH 8.0 et 10 mM EDTA supplémenté de 1 mM PMSF et 1 x protease
inhibitor cocktail) a raison de 500 pL par gramme de tissu, puis incubé pendant 25 minutes a 4 °C apreés
I'ajout de SDS 10 % a une concentration finale de 1 %. La chromatine a été fragmentée par sonication a
I'aide d'un Bioruptor Pico (Diagnode B01080010) apres une étape préalable d’optimisation des parametres
(Annexe D) pour obtenir une taille de fragments adaptée. Une sonication en 5 cycles de 30 secondes ON/30
secondes OFF a une intensité moyenne, pendant un total de 5 minutes a permis d’obtenir un spectre de
grandeur de nos fragments d’ADN entre 100 et 500 pb. Aprés centrifugation a 19 000 x g pendant 5

minutes a 4 °C, le surnageant a été collecté pour évaluer I'efficacité de la sonication.

2.5.1.3 Analyse et quantification de la chromatine

La taille des fragments de chromatine a été vérifiée selon le protocole adapté de (Desvoyes et al.,
2018) par électrophoreése sur gel d’agarose a 1,5 %, et la concentration d'ADN a été quantifiée a I'aide du
systéme Qubit avec le kit dsDNA Quantification Assay high sensitivity (Invitrogen Q32851). Les échantillons

ont été analysés pour s'assurer que les fragments de chromatine étaient dans la plage de 100 a 500 pb.

2.5.1.4 Immunoprécipitation

Pour I'immunoprécipitation selon le protocole adapté de (Desvoyes et al., 2018), les extraits de chromatine

ont été dilués dans un tampon de dilution ChIP (16.7 mM Tris-HCI pH 8.0,167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA et
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1.1 % Triton X-100 supplémenté de 1 mM PMSF et 1 x protease inhibitor cocktail) pour atteindre une
concentration finale de SDS de 0,1 % maximum. Les échantillons ont été incubés toute une nuit a 4 °C avec
I’anticorps anti-SUMO (ab5316) ou anti-OsSIZ1/2 sur un agitateur rotatif a la puissance la plus basse (10
pour le Turbo Revolver de Thermo Scientific). Un aliquot d'échantillon "input" a été conservé avant
I'immunoprécipitation pour représenter la fraction totale de chromatine utilisée dans I'essai. Cet input
sert de référence pour évaluer l'efficacité de I'immunoprécipitation et pour normaliser les données
obtenues, en permettant une comparaison directe entre la quantité d’ADN cible présente dans
I’échantillon initial et celle récupérée apres IP. Les complexes immunoprécipités ont été capturés sur des
billes magnétiques Protéine A Dynabeads (Invitrogen Cat.3092770), puis lavés avec plusieurs tampons de
lavage a faibles (20 mM Tris-HCl pH 8.0 ; 2 mM EDTA ; 150 mM NacCl ; 0,1 % SDS ; 1 % de Triton-X-100 ;
1 mM PMSF et 1 X protease inhibitor cocktail) et fortes concentrations de sel (20 mM Tris-HCI pH 8.0;
2 mM EDTA; 500 mM NaCl; 0,1 % SDS; 1% de Triton-X-100; 1 mM PMSF et 1 X protease inhibitor
cocktail). Des lavages au tampon de lavage LiCl (10 mM Tris-HCl pH 8.0 ; 1 mM EDTA ; 0,25 M LiCl ; 1 % de
Triton-X-100 ; 1 % sodium deoxycholate ; 1 mM PMSF et 1 X protease inhibitor cocktail) et au tampon TE
(Tris-EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8.0 ; 1 mM EDTA ; 1 mM PMSF et 1 X protease inhibitor cocktail) ont ensuite

été effectué.

2.5.1.5 Récupération des complexes immunoprécipités

Les complexes immunoprécipités ont été élués avec 50 pL de billes magnétiques Protéine A Dynabeads
(Invitrogen Cat.3092770), selon le protocole adapté de (Desvoyes et al., 2018) en utilisant un tampon
d’élution (1 % SDS, 0.1 M NaHCO3) préchauffé a 65 °C. Apres une incubation de 15 minutes a 65 °C, I'éluat
a été transféré dans un tube frais. Cette étape a été répétée pour s’assurer de la récupération complete

de I'ADN. Le volume de I'échantillon "input" a été ajusté a 400 pl avec le tampon d’élution.

2.5.1.6 Purification de I’ADN immunoprécipité

L’ADN a été déréticulé selon le protocole adapté de (Desvoyes et al., 2018) en incubant I'échantillon a
65 °C avec 0,2 M NaCl pendant toute une nuit. L'ARN a été digéré avec 100 U/mL de RNAse A/T1 mix
(Thermo Scientific, Cat.EN0551). Les protéines ont été digérées par 0,05 mg/mL protéinase K (Cell Signaling
Cat.10012S), et I'ADN a été extrait avec une solution phénol-chloroforme-lsoamyl 25 : 24 : 1 (Thermo
Scientific Cat.17908). L'ADN purifié a été précipité avec 2,5 volumes d’éthanol absolu, 0,1 volumes de 3 M
CH;COONa et 2 g de glycogéne (Thermo Scientific, Cat.R0561), puis resuspendu dans 80 pl de tampon TE
(Tris-EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8.0 et 1 mM EDTA.) a 10 mM. Les échantillons ont été quantifiés par le
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systeme Qubit (Kit dsDNA HS (high sensitivity) Invitrogen Cat. Q32851) et conservés a -20 °C pour des

analyses ultérieures.

2.5.1.7 Analyses qPCR

Les échantillons d’ADN immunoprécipités ont été analysés par qPCR (CFX96, Bio-Rad) en triplicata
technique, avec SYBR Green Supermix (Bio-Rad Cat.1725274). Les amorces ont été concues pour cibler les
régions promotrices des genes OsHSFA2d et OsHSFA6 (motifs HSE), OseEF-1a et OsUBQ5 (comme génes
de référence) et enfin le géne OsETFB (controle négatif). Les séquences des amorces sont listées dans le
Tableau 3.1. Des courbes standard ont été générées a partir d’ADN de plasmides vides pRNA2, et dilué en
série (1 : 10) pour permettre une quantification relative fiable et vérifier I'efficacité des amorces. L'ADN
des échantillons « Input » a été préalablement dilué au besoin pour s’assurer que les valeurs de Ct
obtenues se situaient dans la plage linéaire de détection de la courbe standard mais aussi afin de les
normaliser avec les échantillons d’ADN immunoprécipités. Des contrbles techniques ont été inclus dans
chaque réaction : un contrdle sans ADN ou No Template Control (NTC) pour exclure toute contamination
des réactifs et un contrdle négatif (SYBR Green + eau sans RNAse) pour vérifier 'absence de contamination
dans I'eau et le réactif. L’enrichissement relatif a été calculé par rapport aux inputs de chaque échantillon.
Pour évaluer les différences d’enrichissement entre conditions (contrble vs. stress de HT), un test t de
Student bilatéral non apparié a été appliqué a chaque gene cible. Les tests ont été réalisés a I'aide de la
fonction « ttest_ind » du module « scipy.stats » de Python (SciPy). Les seuils de significativité ont été
définis comme suit : p £0,05 (*), p £0,01 (**), p > 0,05 (ns, non significatif). L'annotation des barres de la

figure (astérisques) a été réalisée a I'aide du module « statannotations ».

2.5.1.8 Préparation des librairies d’ADN et séquencgage

Les librairies pour le séquencage a haut débit ont été préparées a partir d’ADN double brin fragmenté en
utilisant le sparQ DNA Library Prep Kit (Quantabio, 95191). Les inputs ADN utilisés sont de 3,5 ng a 2,058 ng.
Le protocole a été suivi selon les recommandations du manufacturier. L’étape de polissage de I’ADN a été
réalisée en une seule réaction enzymatique. Les adaptateurs (sparQ UDI adapters, Quantabio, Cat. 95211)
ont été dilués au 1:100 puis ajoutés par ligation directe, suivie d’'un nettoyage a I'aide de billes
magnétiques (sparQ PureMag Beads, Quantabio, 95196). Une amplification de la librairie a été réalisée

avec I'HiFi PCR Master Mix fourni, selon le nombre de cycles recommandé par le fournisseur en fonction
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de la quantité d’ADN initiale. Aprés amplification par PCR de 13 cycles, une seconde purification sur billes
magnétiques a été effectuée avec 80 uL. Une troisieme purification a été ajoutée avec 50 pL de billes pour
le retrait des diméres d’amorces de tailles autour de 200 pb (Annexe E). Les librairies obtenues ont été
quantifiées par Qubit (Kit dsDNA HS (high sensitivity) Invitrogen Cat. Q32851) et leur taille moyenne a été
évaluée par un TapeStation Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) a I'aide du High Sentivity D1000
ScreenTape (Annexe F). Toutes les étapes critiques ont été réalisées en environnement dépourvu de RNase
et DNase, avec un nettoyage préalable des surfaces et équipements a I'éthanol 70 %. Les échantillons
présentés dans le Tableau 2.2, dont 3 réplicats en conditions contréles et 3 réplicats traités a la chaleur
ont été normalisés a 10 nM et combinées avec leurs inputs respectifs avant d’étre envoyés au séquencage
Illumina NovaSeq chez Génome Québec. Le séquencage a été réalisé avec un pool de 12 librairies sur une
plateforme lllumina NovaSeq 6000 avec configuration Paired-end, avec une longueur de lecture de

2 x 100 pb.

Tableau 2.2 Liste des codes-barres i7/i5 et tailles moyennes des fragments envoyés au séquencage

Echantillon Barcode Barcode Taille moyenne
7 Index i5 Index (pb)
Input contrdle 1 ACTGGCGAAC GATAAGTCGA 320
ChlIP contréle 1 GCGTTAGGCA TCACGCCTTG 355
Input HT 1 TTATCGGCCT AGGAACACAA 298
ChIP HT 1 GAGGTATAAG CTCAGTAGGC 338
Input contrdle 2 GAGCCAAGTT AGGCACCTTC 320
ChlIP contréle 2 AAGGCCGTAG CTGTTGGTAA 353
Input HT 2 TCAAGGATTC GAAGTGCCTG 298
ChIP HT 2 CGAACCGAGA TCTCTCGCCT 358
Input controle 3 TTAGAGAAGC GCTGGTACCT 304
ChIP contréle 3 TCTAAGACCA TAAGGAGCGG 315
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Input HT 3 TGTAACCACT AATCGCTCCA 304

2.5.1.9 Analyses des données de séquencage ChlIP-Seq avec Galaxy

Les données brutes de ChIP-Seq (lectures appariées R1/R2 au format FASTQ) ont été analysées a I'aide de
la plateforme Galaxy (https://usegalaxy.ca). Un premier contrble qualité a été réalisé avec I'outil FastQC
(Galaxy Version 0.74 + galaxy0), afin d’évaluer la qualité globale des séquences. Cet outil examine plusieurs
indicateurs, tels que la distribution des scores Phred (valeur logarithmique reflétant la probabilité d’une
erreur de lecture, par exemple un score Phred de 20 correspond a une probabilité d’erreur de 1/100), la
présence d’adaptateurs résiduels, la composition en bases (GC/AT), les niveaux de duplication des
séquences ou encore les longueurs de fragments. Ces parameétres permettent de détecter d’éventuels
artefacts techniques ou biais de séquencage. Le nettoyage des lectures a été effectué a 'aide de I'outil
FastP (Galaxy Version 0.23.4), en utilisant les parameétres par défaut, soit une qualité minimale
correspondant a un score Phred de 15 et une longueur minimale de 15 pb. L'option force PolyG trimming
a été activée afin de supprimer les artéfacts typiques des séquenceurs a flux inversé. Cette étape a été
réalisée a la suite de la détection de résidus d’adaptateurs et de séquences polyG résiduelles dans les
lectures R1 et R2. Les séquences indésirables présentent pour certains échantillons, notamment le motif
d’adaptateur GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGCGTTAGGCAATCTGGG, ont ainsi été
éliminées pour améliorer la qualité des lectures en vue de I'alignement. Les lectures nettoyées ont été
alignées sur le génome de référence d’Oryza sativa ssp. japonica (cultivar Nipponbare) a I'aide de I'outil
Bowtie 2 (Galaxy Version 2.5.3 + galaxyl), en paramétres par défaut sauf pour le mode réglé sur “very
sensitive end-to-end”. Les statistiques d’alignement générées ont permis de vérifier le pourcentage de
lectures alignées pour chaque échantillon. Les fichiers BAM produits ont ensuite été filtrés pour exclure
les lectures de faible qualité définies par un score MAPQ (Mapping Quality) < 1 a 'aide de 'outil Filter
SAM/BAM (Galaxy Version 1.8 + galaxy1). Ce score, sur une échelle logarithmique, refléte la probabilité

gu’une lecture soit correctement alignée sur une position unique du génome.

Les alignements ont été triés par coordonnées génomiques avec SortSAM (Galaxy Version 3.1.1.0), puis
les doublons ont été marqués et retirés a I'aide de I'outil MarkDuplicates, afin d’éliminer les redondances
techniques. L’identification des régions génomiques enrichies en signal ChIP a été réalisée a I'aide de
MACS2v (Model-based Analysis for ChIP-Seq (Galaxy Version 2.2.9.1 + galaxy0)). Les trois réplicats

biologiques pour ChlIP (fichiers BAM aprés détection des doublons) ont été regroupés pour I'analyse, en
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utilisant également les réplicats correspondants "Input" comme controle de signal endogéne. L'appel de
pics a été effectué avec les parameétres suivants : taille du génome fixée a 4.0e8 (valeur adaptée pour Oryza
sativa), exclusion des régions larges (broad regions), détection des sommets de pics (summits), et
autorisation de I'ensemble des lectures dupliquées a la méme position. Les fichiers de sortie incluent les

positions des pics, leurs sommets, ainsi que des profils de scores au format bedGraph.

Pour évaluer la reproductibilité entre réplicats biologiques et comparer les conditions (contréle vs stress
thermique), les données post-MACS2 ont été analysées avec DiffBind (Galaxy v3.16.0). Cet outil fusionne
les pics enrichis, compte les lectures ChIP dans chaque région et normalise les données pour corriger la
profondeur de séquencgage. Il permet aussi d’évaluer la corrélation entre réplicats, de générer une PCA et
d’identifier les pics consensus. L’analyse a été réalisée sur des fichiers BAM filtrés pour ne garder que les
lectures uniques, suivie d’'un nouvel appel de pics avec MACS2. Les parametres de DiffBind ont été

modifiés pour utiliser la p-value (seuil de 0,1) au lieu du padj, et le paramétre mapQCth a été abaissé a 10.

2.5.2 Western Blot

Les protéines ont été transférées du gel SDS-PAGE vers une membrane PVDF a 'aide du TransBlot Turbo
(Bio-Rad) selon les procédures du manufacturier. Le transfert a été fait a 2.5 A avec un maximum de 25V
pendant 7 minutes. Le transfert des protéines sur la membrane a été vérifié par détection du
2,2,2-trichloroéthanol a I'aide du ChemiDoc MP (Bio-Rad). Les membranes ont été bloquées grace a une
solution 5 % de lait dans du TBST (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 140 mM NaCl et 0.3 % Tween-20) pendant 1
heure a température piece. Par la suite, la membrane a été lavée 3 x 5 minutes dans du TBS-T et incubée
pendant 1 heure a température piéce avec I'anticorps primaire dilué 1 : 1000 ou au 1 : 100 dans du TBST
contenant 0.5 % NaNs. Suivant les 3 lavages, la membrane est incubée pendant 1 heure a température
piece avec l'anticorps secondaire (Cell Signaling Technology Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody Cat.
7076) dilué 1 : 10000 dans du TBS-T. La révélation des protéines se fait a I'aide du kit Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad Cat.1705061) et a I'aide du ChemiDoc MP (Bio-Rad).

2.5.3 Validation de la spécificité par immunoprécipitation suivie de qPCR (IP-gPCR)

Pour tester la spécificité des anticorps purifiés, des immunoprécipitations in vitro ont été réalisées selon
le protocole adapté de Desvoyes et al., 2018 al’aide de 100 nM protéines recombinantes OsSIZ1 et OsSIZ2,
exprimées sous forme longue (SAP + PINIT + SP-RING) ou courte (SP-RING seul), combinées avec de I’ADN

plasmidique a 100 nM (vecteurs pRSF-Duet vides) dans un tampon de dilution ChIP (16.7 mM Tris-HCI
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pH 8.0, 167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA et 1.1 % Triton X-100 supplémenté de 1 mM PMSF et 1 x protease
inhibitor cocktail). Aprés incubation avec les anticorps purifiés anti-OsSIZ1/2 (15 pL du sérum total), toute
une nuit a 4 °C sur un agitateur rotatif a la puissance la plus basse (10 pour le Turbo Revolver de Thermo
Scientific), I'ADN co-précipité a été capturé sur billes magnétiques (50 uL de billes pour 1 mL de solution
échantillon) Protéine A Dynabeads (Invitrogen Cat.3092770) pendant 2 heures a 4 °C sur agitateur rotatif,
puis lavés 2 fois au PBS 1 X (supplémenté avec 1 mM PMSF et 1 X protease inhibitor cocktail) puis 2 fois au
tampon TE (Tris-EDTA) (10 mM Tris-HCl pH 8.0 ; 1 mM EDTA ; 1 mM PMSF et 1 X protease inhibitor cocktail).
Les complexes immunoprécipités ont été élués en utilisant un tampon d’élution (1 % SDS, 0.1 M NaHCOs)
préchauffé a 65 °C. Aprés une incubation de 15 minutes a 65 °C, les billes ont été centrifugées et I'éluat a
été transféré dans un tube frais. Cette étape a été répétée pour s’assurer de la récupération complete de
I'ADN. Les protéines ont été digérées par 0,05 mg/mL protéinase K (Cell Signaling Cat.10012S), et I'ADN a
été extrait avec une solution phénol-chloroforme-Isoamyl 25 : 24 : 1 (Thermo Scientific Cat.17908). L'ADN
purifié a été précipité avec 2,5 volumes d’éthanol absolu, 0,1 volumes de 3 M CH3COONa et 2 ug de
glycogéne (Thermo Scientific, Cat.R0561), puis resuspendu dans 80 pl de tampon TE (Tris-EDTA, 10 mM
Tris—HCI pH 8.0, and 1 mM EDTA.) a 10 mM. L’ADN obtenu a été quantifié par qPCR comme indiqué en
2.5.1.2 a l'aide d'amorces Downl et ACYC ciblant les vecteurs pRSF-Duet. Les données de ChIP-qPCR
(% Input) ont été obtenues a partir de trois réplicats biologiques indépendants. Une courbe standard de
quantification absolue a été générée par dilution logarithmique, avec une efficacité d’amplification de 104 %
et un R?2 de 0,9663 (voir Annexe H). Les concentrations d’ADN (ng/uL) ont été interpolées a partir de cette
courbe. Pour chaque forme de protéine recombinante (OsSIZ1/2 longue ou courte), un test t de Student
bilatéral non apparié a été appliqué pour comparer la quantité d’ADN précipitée entre les conditions avec

ou sans ADN ajouté.
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CHAPITRE 3
RESULTATS

3.1 Caractérisation des sites de liaison a I’ADN des protéines SUMOylées du riz lors d’un stress de
haute température

3.1.1 Reconnaissance des protéines SUMO1 et SUMO?2 du riz

Dans le but d’étudier le réle de la SUMOylation dans la réponse au stress de haute température (HT) dans
la plante Oryza sativa, il est important d’identifier les régions du génome ciblées par SUMO lors de ce
stress. Connaitre ces régions permettra de mieux comprendre le mécanisme de régulation induit par
SUMO, en identifiant des protéines potentiellement SUMOylées lors d’un stress de HT. Plus précisément,
on s’attend a repérer des zones du génome ol s’accumulent des protéines SUMOQylées, en particulier pres
de certains genes sensibles a la chaleur. En étudiant ces régions, il devrait étre possible d’identifier des
facteurs de transcription ou des complexes régulateurs modifiés par SUMO, et d’avoir ainsi un apercu plus
concret des mécanismes qui contrélent la réponse transcriptionnelle au stress de HT chez le riz. La
méthode utilisée pour identifier ces régions est I'immunoprécipitation de la chromatine suivie de
séquencage (ChIP-Seq) qui permet de cartographier précisément ces interactions génomiques. Bien que
des techniques récentes comme CUT&RUN ou CUT&Tag offrent une meilleure sensibilité et une réduction
du bruit de fond (Meers et al., 2019), la ChIP-Seq présente des avantages notables, notamment une
couverture génomique compléete et une meilleure résolution pour détecter les interactions complexes et
transitoires. De plus, cette approche bénéficie de protocoles et d'outils bio-informatiques bien établis,
assurant une analyse précise et reproductible des données. Pour isoler les protéines SUMO du riz,
I'anticorps commercial anti-SUMO (Abcam, ab5316) a été utilisé. L'anticorps Abcam ab5316 est un
polyclonal de lapin disponible depuis 2003, produit a partir d’'une protéine recombinante compléte de
SUMO1 d’Arabidopsis thaliana, et validé pour des analyses en Western blot, notamment a une dilution de
1/1000. Cet anticorps a déja été employé dans des expériences de ChlP-Seq dans Arabidopsis thaliana
pour étudier I'effet de la SUMOylation sur le changement transcriptionnel qui se produit entre les
mécanismes de croissance et développement et ceux concernant la réponse au stress de HT (Han et al.,
2021). Cet anticorps étant dirigé contre SUMO1 d’Arabidopsis thaliana, il était important de vérifier
expérimentalement sa capacité a reconnaitre les différents homologues de SUMO présents dans le riz. En
effet, bien que les protéines OsSUMO1 et OsSUMO2 partagent une forte identité de séquence avec leur
homologue d’Arabidopsis (Annexes A et B), aucune validation explicite de I'anticorps ab5316 pour la

détection des protéines SUMO chez Oryza sativa n'a été documentée a ce jour dans la littérature
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scientifique. Aprés avoir réalisé une analyse de similarité de séquence (Tableau A.1) entre OsSUMO1,
OsSUMO?2 et les protéines recombinantes AtSUMO1 et AtSUMO?2, qui sont deux isoformes de la protéine
SUMO d’Arabidopsis, nous avons constaté qu’OsSUMO1 et OsSUMO2 partageaient environ 97 %
d’identité. AtSUMO1 présentait respectivement 95 % et 93,6 % de similarité avec OsSUMO1 et OsSUMO2.

AtSUMO?2 était légerement plus distant de ses orthologues provenant du riz.

Pour ce faire, les formes matures des protéines OsSUMO1 et OsSUMO?2 d’Oryza sativa ont été couplées a
une étiquette de poly-histidine et ont été exprimées dans des souches E. coli puis purifiées par
chromatographie d’affinité au nickel. La Figure 3.1 montre les différentes étapes de productions de ces
protéines recombinantes. Les fractions 3 a 6 obtenues a la sortie de la colonne de nickel ont été combinées
pour former I’échantillon protéines de fusion (6x-his-OsSUMO). Nous avons obtenu 10 mg pour la protéine
de fusion OsSUMOL1 et 10,7 mg pour la protéine de fusion OsSUMO2. Ces protéines ont ensuite été mises
en présence d’une protéase TEV (Tobacco Etch Virus protéase) pendant une nuit a 4 °C avant d’étre
injectées sur une colonne de tamis moléculaire S75 (adapté a des protéines entre 1 et 30 kDa) pour une
séparation efficace de nos protéines d’intérét. La protéase TEV a clivé les étiquettes histidine permettant
ainsi de récupérer nos protéines natives. Les fractions de 10 a 12 a la sortie du tamis ont été combinées
puis concentrées. On a ainsi obtenu, 4,3 mg d’OsSUMO1 et 3,182 mg d’OsSUMO2. Les protéines
recombinantes AtSUMO1 et AtSUMO?2, déja disponibles au laboratoire, avaient été préalablement
validées pour leur fonctionnalité. Il s’agissait de premiéres tentatives d’expression et de purification pour
ces protéines chez E. coli. Aucun rendement précis n’était attendu a ce stade, |'objectif principal étant
d’obtenir des quantités suffisantes et une pureté compatible avec les essais fonctionnels ultérieurs. Les
concentrations obtenues ont été jugées adéquates pour la suite des expérimentations. Ces rendements
sont comparables a ceux généralement rapportés pour des protéines de petite taille exprimées dans des
conditions similaires. Néanmoins, la capacité de ces antigenes recombinants a induire une réponse
immunitaire spécifique et fonctionnelle demeure incertaine. Bien que privilégier les domaines conservés
maximise la probabilité de reconnaissance, ce choix ne garantit pas la présence d’épitopes B-cell efficaces.
Les régions les plus conservées peuvent étre moins exposées ou immunogénes. Une approche
complémentaire basée sur la prédiction bio-informatique d’épitopes B-cellulaires aurait permis de cibler
des régions plus susceptibles de générer une réponse anticorps robuste (Jespersen et al., 2017). Cette
considération est particulierement importante pour les applications nécessitant la reconnaissance de la

protéine native, comme la ChlP.
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Figure 3.1 Expression et purification d'OsSUMO1 et OsSUMO?2. Les souches E. coli BL21 contenant les plasmides
d’intérét ont été cultivées a 37 °C (Fraction NI = Non-induit). L’expression a été induite avec 100 uM d’IPTG (fraction
| = Induit) et a duré toute une nuit a 18 °C. Les bactéries ont ensuite été lysées (Ly) dans un tampon de sucrose 20 %
contenant du lysozyme puis soniquées (Soni). Le lysat a été centrifugé 30 minutes a 39191 x g (centri). Le surnageant
a été purifié a I'aide d’une colonne de nickel et les déchets non-retenus (FT = Flow through) récupérés. Les protéines
de fusion sont éluées en fractions de 1 mL avec un tampon contenant 500 mM d’Imidazole. Des aliquots provenant
des différentes étapes précédentes ont été chargées sur un gel SDS page 15 % contenant du 2,2,2-trichloroéthanol
(TCE). Les protéines SUMO, pauvres en tryptophanes, sont faiblement fluorescentes avec cette méthode ; elles
restent néanmoins détectables. Les fleches rouges montrent les protéines de fusion obtenues avec A. OsSUMO1 et
B. OsSUMO?2 ainsi que la protéase TEV. Les fractions d’élution combinées a la sortie de la colonne de nickel ont
ensuite été mis en présence de protéase TEV toute une nuit a 4 °C avant d’étre injectées dans un tamis moléculaire
Sephadex 75. Les fleches vertes montrent les protéines clivées et purifiées C. OsSUMO1 et D. OsSUMO2. E. Un
schéma représentatif de la construction protéique OsSUMO1/2 + étiquette 6x-His obtenue post-expression met en
évidence le clivage entre le Q et le G de la séquence ENLYFQG. L’encadré rouge présente les protéines collectées puis
concentrées.
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Sur la base de ces résultats, nous avons ensuite vérifié si I'anticorps commercial anti-SUMO1 (Abcam
ab5316) reconnaissait bien les isoformes du riz. Les protéines recombinantes AtSUMO1 et AtSUMO?2, ont
été utilisées comme controles positifs (Figure 3.2). Le Western Blot (immunobuvardage de type Western)
a révélé des bandes caractéristiques de SUMO a environ 12 kDa aussi bien pour les SUMOs du riz que ceux
d’Arabidopsis avec une plus faible affinité avec AtSUMO2. Ce résultat démontre que l'anticorps
commercial anti-SUMO1 ab5316 est capable de reconnaitre les isoformes présents dans le riz et ont donc
renforcé la pertinence de I'utilisation de cet anticorps pour les expériences de ChIP réalisées dans Oryza

sativa.
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Figure 3.2 Reconnaissance des protéines SUMO du riz par I'anticorps commercial anti-SUMO par immunobuvardage.
Les protéines recombinantes OsSUMO1, OsUMO2, AtSUMO1 et AtSUMO?2 ont été transférées sur une membrane
PVDF puis incubées avec I'anticorps commercial anti-SUMO ab5316 a 4 °C pendant la nuit. Les quantités de protéines
ont été normalisées a 24 ng. L'anticorps commercial a été dilué au 1 : 1000 dans un tampon TBST contenant 5% de
lait pour la détection des protéines SUMO. Les résultats montrent la capacité de I'anticorps a reconnaitre AtSUMO1,
ainsi que les différentes formes de SUMO dans les extraits.

3.1.2 Analyse de la SUMOylation in vivo par ChIP-qPCR

Nous avons ensuite cherché a déterminer si des FTs ou d’autres protéines potentiellement impliquées
dans la régulation de la réponse au stress de HT étaient effectivement SUMOylées, et si notre anticorps

commercial anti-SUMO était capable de reconnaitre ces protéines SUMOQylées associées a I’ADN in vivo. |l
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est important de noter ici qu’un anticorps performant en immunobuvardage, ou les protéines sont
dénaturées, n’est pas nécessairement efficace pour des applications comme I'immunoprécipitation ou la
ChlIP, qui nécessitent la reconnaissance de protéines a I'état natif. La capacité d’un anticorps a reconnaitre
un épitope dans un contexte tridimensionnel conservé peut donc différer, et il est essentiel de tester sa
spécificité et son efficacité dans chaque type d’application. Pour cela, nous avons effectué une ChiP-gPCR,
pour déterminer si un traitement a la chaleur a une incidence significative sur les taux de SUMOylation en
quantifiant, au niveau des régions génomiques ciblées, I’enrichissement des protéines SUMOylées liées a
I’ADN en fonction des conditions expérimentales. Des études antérieures ont montré que plusieurs
facteurs de transcription, notamment DREB2A et certains HSFs, sont SUMOylés de maniere constitutive
chez Arabidopsis, et que cette modification est fortement amplifiée lors d’un stress de HT (Miller et
Vierstra, 2011 ; Rytz et al., 2018). Sur cette base, nous avons formulé I’hypothése que des régulateurs
similaires pourraient étre SUMOylés chez le riz, méme en absence de stress, et que cette SUMOylation
pourrait s’intensifier en condition de HT. L’hypothése sous-jacente est que certaines protéines régulatrices,
notamment des FTs, sont SUMOylées de facon constitutive, mais que leur SUMOylation s’accroit en
situation de stress de HT, ce qui pourrait influencer leur capacité a se lier a ’ADN, ou leur stabilité sur des
promoteurs de génes cibles impliqués dans la réponse au stress. En utilisant un anticorps dirigé contre les
protéines SUMOylées, la ChIP-gPCR nous permet donc de quantifier I'enrichissement en ADN co-
immunoprécipité correspondant a des régions promotrices spécifiques. Une augmentation de cet
enrichissement dans des conditions de stress de HT par rapport a la condition témoin serait alors
interprétée comme un indicateur d’une augmentation de la SUMOylation de protéines associées a ces
régions. Cette approche peut permettre a la fois de valider I'utilisation de notre anticorps dans un contexte
in vivo dans le riz, mais aussi d’explorer I'implication potentielle de la SUMOylation dans la régulation

transcriptionnelle induite par le stress de HT.

Le Tableau 3.1 présente les séquences amplifiées par gPCR. Les amorces sens et antisens ont été
synthétisées par IDT et ont été congues pour cibler des régions promotrices de genes connus pour étre
impliqués dans la réponse au stress de HT chez le riz. Dans ce contexte, les promoteurs ont été définis
comme les 1000 pbs situés en amont du site d’initiation de la transcription. Ces régions contiennent des
éléments de réponse au stress de HT, notamment des motifs HSE, reconnus par les facteurs de
transcription de type HSF (Heat Shock Factor). Parmi les genes sélectionnés, Os03g0161900 et
0s06g0565200 codant pour les protéines OsHSFA2d et OsHSFA6 ont été choisis comme controles positifs,

car fortement induits en réponse a un stress de HT et jouent un réle central dans I’activation de génes

51



cibles, tels que les HSPs (Heat Shock Protein). Une analyse transcriptomique réalisée sur différents cultivars
d’Oryza sativa soumis a un stress de HT montre une surexpression marquée de ces deux genes des les
premieres heures (notamment dés 1 heure aprés induction du stress, ce qui correspond au temps de
collecte utilisé dans notre protocole) d’exposition a la chaleur (Wilkins et al., 2016). Par ailleurs, I'étude
identifie dans les promoteurs de ces genes la présence des motifs canoniques HSE de type
« TTCNnGAANNTTC », motifs spécifiques de liaison pour les protéines HSFs (surlignés en vert). Ces motifs
sont donc associés a des sites de recrutement de complexes transcriptionnels actifs. Chez Arabidopsis, des
études (Han et al., 2021) ont montré que des facteurs HSF, notamment HSFAGA, présentent une forte
association entre leur motif de fixation et des régions enrichies en SUMOylation sous stress de HT (p < 1E-
23). Cela soutient I'idée que des facteurs similaires, comme OsHSFA6 chez le riz, pourraient étre SUMOylés
au niveau de leurs sites cibles, en lien avec la régulation transcriptionnelle induite par la chaleur. Le choix
de ces promoteurs comme cibles pour nos expériences de ChIP-gPCR visait donc a évaluer la présence de
protéines SUMOylées associées a ces loci, en condition de stress de HT. Une augmentation de
I’enrichissement en SUMO sur ces régions pourrait indiquer l'implication de la SUMOylation dans la
régulation de ces genes, renforcant leur réle clé dans la réponse transcriptionnelle au stress. Nous avons
utilisé FIMO (Find Individual Motif Occurrences) v5.5.1, un outil de la suite MEME (Multiple EM for Motif
Elicitation) v5.5.1, pour trouver I’'emplacement de ces motifs canoniques de liaison des HSFs au niveau des
promoteurs des génes 0s03g0161900 et 0s06g0565200. La suite MEME regroupe plusieurs algorithmes
congus pour détecter, analyser et classer les motifs dans des séquences biologiques, dont MEME pour la
découverte de novo (Bailey et al., 2006) et FIMO qui explore les séquences d’ADN pour y repérer des
motifs déja caractérisés, en attribuant a chaque site un score de vraisemblance et une p-valeur

d’occurrence (Grant et al., 2011).

A linverse, le géne 0s04g0182800, codant pour la sous-unité B de I'Electron-Transfer Flavoprotein
(OsSETFB), a été sélectionné comme contrdle négatif. Ce géne, impliqué dans le métabolisme énergétique
mitochondrial, n’est pas connu pour étre régulé par le stress de HT. Les données transcriptomiques
disponibles, notamment celles issues de bases de données comme RiceXPro (Sato et al., 2011) , indiquent
que son expression reste stable. Dans d’autres bases de données comme Rice eFP (Rice electronic
Fluorescent Pictograph Browser ; (Winter et al., 2007)), un outil de visualisation d’expression génique basé
sur les résultats de transcriptomique, les données spécifiques au stress de HT ne sont pas disponibles, mais
les niveaux d’expression dans d’autres stress abiotiques comme la sécheresse ont permis de spéculer un

profil généralement stable en condition de stress de HT. Par ailleurs, I’analyse de son promoteur ne révéle
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pas de motifs HSE typiques, suggérant qu’il n’est pas une cible des facteurs HSFs. En complément, pour
nos gPCR, nous avons également utilisé comme genes de référence internes la polyUbiquitine 5 (OsUBQS5)
et le facteur d’élongation 1-alpha d’Oryza sativa (OSeEF-1a). En effet, dans une étude cherchant a
déterminer la stabilité d’expression de genes de référence chez Oryza sativa, couvrant divers tissus et
plusieurs conditions de stress, y compris le stress de HT, OsUBQ5 et OSeEF-1a se sont révélés les plus
stables par rapport aux autres génes évalués, avec les valeurs de stabilité (M) les plus faibles. Cette valeur
M, représente |'écart-type moyen des rapports d’expression entre un géne donné et tous les autres du
panel de candidats. Plus M est faible, plus I'expression du géne est considérée comme constante, justifiant
ainsi leur choix comme controles fiables pour la normalisation de I'expression génique en tant que témoins
biologiques dans notre ChIP-gPCR (Jain et al., 2006). Il est important de noter qu’aucun géne de référence
n’a été utilisé pour la normalisation, car il ne s’agissait pas d’une analyse d’expression (pas de RT-gPCR) et

que les résultats ont été exprimés en % Input (voir section Méthodes et Annexe C).

Tableau 3.1 Sélection de génes potentiellement régulés par SUMOylation lors du stress de haute
température chez le riz

Géne Séquence promotrice Position génomique Publications

Cgaacctcagccacactcccaggcttcgectteegg
OsHSFA2d  |aagettecgccgatecggecgeggecacgaaccee| chro3 : 3,342,131...3,342,235 | Wilkinsetal,,

0s03g0161900|  gcggtctagaaccttccattectetectgg (brin +) 2016
OsHSFA6  |gccttcctctagtaccitecagaatgttecgtttcect|chr06 : 21,761,214...21,761,319

0s06g0565200 |cctataaattacaaaatcccaccttcttctccegeca (brin +) Wilkins et al.,

aaagcacgccgatggactactcgacggtga 2016

OsETFB caagctaatggtctcgattccgecategacctcte | chr04 :5,637,287...5,637,364 | (Aradjo etal.,

0s04g0182800 |tctccacagtagcecttttecttgttcaatataacct (brin -) 2011)

gccagaatcaaacagc
OseEF-la  |ttaagtaacctgatctgtgagcttacctgtaatat chr3:4,111,404...4,111,502
0Os03g08050 |ttatttgtttctaatctttgtttcattctatgecgea (brin +) Jain et al., 2006

gttagctacctccttattcaaccatg

OsUBQ5 cgggagaaaccacaggtaagggcaagegegee | chrl: 12,646,764... 12,646,866

0s01g0328400 |gccgcetgeggecgecggegaagatgeagatcttc (brin -) Jain et al., 2006

gtgaagaccctgacggggaagacgatcacgetg
gag

Légende : Les régions promotrices des genes OsHSFA2d et OsHSFAG6 ont été sélectionnées comme cibles
potentielles de la SUMOylation lors de la réponse au stress de haute température chez Oryza sativa.
OsHSFA2d et OsHSFAG6 sont impliquées dans la régulation du stress de HT. Leurs promoteurs possedent le
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motif canonique de liaison a I’ADN « TTCnnGAANnNnTTC » des HSFs surligné en vert. OsETFB, lui, est un géne
codant pour la sous-unité B de I|'Electron-Transfer Flavoprotein et impliqué dans la respiration
mitochondriale et la gestion énergétique et utilisé comme controle négatif. OsEF-1a et OsUBQS5 sont des
génes de référence d’Oryza sativa utilisé comme contréle négatif. Les délimitations d’amorces sont
présentées en bleu. Ces amorces ont été utilisées par la suite pour les ChIP-gPCR avec I'anticorps anti-
SUMO.

La Figure 3.3 présente les résultats de la ChIP-gPCR réalisée a partir de plants de riz soumis ou non a un
stress thermique (40 °C pendant 1 h). L’enrichissement en protéines SUMOylées au niveau de régions
promotrices ciblées a été évalué par gPCR, en utilisant les amorces listées dans le Tableau 2.1. Les résultats
de la ChIP-gPCR ont montré un enrichissement attendu des protéines SUMOylées au niveau des
promoteurs des genes codant pour les protéines OsHSFA2d et OsHSFA6 (p = 0,048 et p = 0,017
respectivement) a la suite du traitement a la chaleur, par rapport aux conditions optimales confirmant une
SUMOylation accrue sous stress de HT. A I'inverse, OSETFpB et OseEF-1a, utilisés comme génes de référence,
ne présentent pas de différence significative (p > 0,05) entre les deux conditions. OsETFB apparait plutot
comme un marqueur de SUMOylation constitutive qu’un témoin négatif. En effet, il affiche un
enrichissement élevé (= 135 % en contrdle, = 127 % en stress) proche de celui des vrais loci SUMOylés en
stress de HT (HSFA2d/HSFAG6) contrairement a eEF-1a et UBQ5, qui restent a un pourcentage « Input »
trés bas (= 5-8 %) en contréle comme en stress. Enfin, le pourcentage « Input » de UBQ5, attendu stable,
varie significativement sous stress (p = 0,048), suggérant que son utilisation comme référence devra étre
réévaluée. Ces résultats ont confirmé que I'anticorps anti-SUMO utilisé est capable d’'immunoprécipiter
des complexes protéines-ADN dans un contexte in vivo chez le riz. Cette validation a donc ouvert la

possibilité d’étendre I'approche a des analyses a plus grande échelle, telles que le ChIP-Seq.
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Figure 3.3 Expression relative des promoteurs des génes cibles sous stress de haute température par
rapport a des conditions controle par ChIP qPCR avec I'anticorps anti-SUMO. Des graines de riz ont été
germées et cultivées a 28 °C pendant 14 jours, puis soumises ou non a un stress de haute température de
40 °C pendant 1 h. Aprés immunoprécipitation avec I'anticorps anti-SUMO, L’ADN a été nettoyé puis
récupéré a raison de 0,036 ng/ulL en controle et 0,070 ng/uL en stress. Des « Inputs » non précipité ont
également été récupéré a raison de 2,22 ng/uL en contrdle et 2,70 ng/uL en stress. Chaque échantillon a
été analysé par qPCR avec des amorces ciblant les promoteurs listés au Tableau 3.1. Le % Input correspond
a la quantité d’ADN précipitée rapportée a l'input initial et corrigée avec le facteur de dilution
(respectivement 62 et 39 pour conditions contréle et stress). Les barres indiquent la moyenne des trois
réplicats et les tirets verticaux représentent I'écart-type (n = 3). Les astérisques signalent les différences
significatives entre contréle et stress (* p < 0,05 ; ** p < 0,01), calculées a I'aide d’un test t de Student
bilatéral non-apparié.

3.1.3 Identification des régions génomiques ciblées par SUMO lors d’un stress de HT

Dans le but d’identifier les régions du génome du riz ciblées par des protéines SUMOylées lors d’un stress
thermique, un ChlIP-Seq a été réalisé a partir de feuilles cultivées en condition contrdle ou soumises a un
stress de HT d’une heure. L'anticorps anti-SUMO, validé précédemment par ChIP-gPCR, a été utilisé pour
immunoprécipiter les complexes protéines-ADN. La librairie contenant I’ADN enrichi et comportant des
fragments allant de 298 pb a 358pb (Tableau 2.2) a été séquencée sur plateforme Illumina, générant des

lectures pairées de 2 x 100 pb. Les fichiers bruts ont été analysés en utilisant la plateforme UseGalaxy
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Canada, un service offert par Calcul Québec (CalculQuebec.ca), I’Alliance de recherche numérique du
Canada (Alliancecan.ca) et I'Université de Sherbrooke (USherbrooke.ca). Ces fichiers ont été soumis a un
contrdle qualité (FastQC), puis nettoyés avec FastP pour retirer les adaptateurs et les lectures de faible
qualité. Les lectures nettoyées ont été alignées au génome de référence IRGSP-1.0 d’Oryza sativa
Nipponbare a I'aide de Bowtie2. Les Tableaux 3.2 et 3.3 résument les principales statistiques de qualité.
Seuls les réplicats présentant un taux de lectures conservées apres FastP 2 90 %, un taux d’alignement 2
95 %, plus de 10 M de lectures alignées et au moins 10 000 pics (FDR < 0,05) ont été conservés selon les
recommandations de (An integrated encyclopedia of DNA elements in the human genome., 2012 ; Landt
et al., 2012). Le 3¢ réplicat en condition de stress de HT (1,64 M lectures brutes, 5,5 % de lectures
conservées, 88 000 lectures alignées, 0 pic) et le réplicat 1 en condition contréle (117 M lectures brutes,
93,5 % de lectures conservées, 107 M lectures alignées, 48 pics) ont été exclus pour couverture insuffisante
et nombre trop limité de pics. Pour les réplicats conservés, le taux de rétention post-nettoyage était
supérieur a 90 %, le taux d’alignement dépassait 95 %, et le taux de duplication se situait entre 21 % et
25 %, des valeurs compatibles avec les seuils généralement attendus pour des jeux de données ChlIP-Seq
(Landt et al., 2012), y compris dans des études réalisées chez Oryza sativa. 'appel des pics a été effectué
a l'aide de I'algorithme MACS2, en comparant les conditions HT aux échantillons « inputs », avec une
valeur seuil de FDR inférieure a 0,05. Un pic en ChIP-Seq, correspond a une zone du génome ol on observe
un grand nombre de lectures de séquencage par rapport au reste de I’ADN. Concretement, lorsqu’on
aligne les lectures obtenues post séquencage sur le génome, certaines régions accumulent beaucoup plus
de lectures que d’autres formant ainsi des « collines » de lecture a des positions génomiques spécifiques.
Ces zones de forte accumulation s’appellent des pics et correspondent aux sites probables de liaison de la
protéine. MACS2 est un outil qui identifie ces pics d’accumulation de lectures ChIP-Seq en comparant le
signal observé a un bruit de fond local a I'aide des «inputs », soit les échantillons d’ADN avant
immunoprécipitation avec I'anticorps anti-SUMO. Le nombre de pics détectés variait ainsi avec en
condition controle 28 103 pour le 2€ réplicat et 80 721 pour le 3¢ réplicat. En situation de stress de HT nous
avons obtenu 81 421 pour le réplicat 1 et 76 494 pour le réplicat 2. On note une différence notable de 52

618 pics (soit +187 %) entre les deux réplicats contrdle (réplicat 2 vs réplicat 3).
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Tableau 3.2 Statistiques de qualité des données ChIP-Seq obtenues a partir de feuilles de riz traitées en
conditions controle

Echantillons
sortie ChIP-

Seq

Input

contrdle 1

ChiP

contrdle 1

Input

contrdle 2

ChiP

contrdle 2

Input

controle 3

ChipP

controle 3

Lectures

bruts (FastQ)

210,999,000

117,152,505

137,584,545

124,744,402

101,898,534

59,090,791

Lectures

apreés FastP

206,067,390

109,473,652

131,898,219

120,196,527

100,544,903

56,621,801

Taux de
conservation
des lectures

(%)

97,65 %

93,45 %

95,88 %

96,36 %

98,69 %

95,82 %

Lectures
alignés

(Bowtie2)

59,14 %

97,69 %

99,32 %

97,34 %

99,55 %

95,02 %

Taux de
duplication

(%)

31,36 %

22,08 %

19,52 %

25,21 %

18,28 %

24,07 %

Taille
estimée de
la

bibliotheque

60 015 681

83 681 854

905 907 986

91 051 652

460 975 730

40495 134
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Nombre de
pics détectés

(MACS2)

48

28103

80721

Légende : Trois réplicats ChIP-Seq ont été réalisés sur des feuilles de riz en condition contdle. Les lectures brutes
(FastQ) correspondent aux lectures pairées générées par la plateforme lllumina. Les lectures aprés FastP
représentent les lectures conservées aprés nettoyage. Le taux de conservation des lectures indique la proportion
de lectures conservées apres filtration. Les lectures alignées et le taux d’alignement correspondent a I'alignement
des lectures nettoyées sur le génome de référence d’Oryza sativa (IRGSP-1.0) via Bowtie2. Les duplicats ont été
identifiés a I'aide de MarkDuplicates. Le nombre de pics détectés a été obtenu avec MACS2 (g-value < 0,05),
comparant chaque réplicat traité (ChlIP) a son input controle respectif. Seuls les réplicats présentant des critéres
de qualité suffisants ont été retenus pour les analyses en aval.

Tableau 3.3 Statistiques de qualité des données ChIP-Seq obtenues a partir de feuilles de riz traitées en
conditions de stress de haute température

Echantillons

Input Heat 1 | ChIP Heat1l | Input Heat2 | ChIP Heat 2 | Input Heat 3 | ChIP Heat 3
sortie ChIP-
Seq

Lectures 137584 545 | 134608542 | 137584545 | 133304 707 | 101898534 | 1640656
bruts (FastQ)

Lectures 109129688 | 126404 168 | 131898219 | 126402 335 | 100 544 903 90 655
apreés FastP

Taux de 98,19 % 93,91 % 95,88 % 94,83 % 98,69 % 5,53 %

conservation
des lectures

(%)
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Lectures 99,60 % 96,56 % 99,32 % 97,93 % 99,55 % 97,09 %
alignés

(Bowtie2)

Taux de 16,46 % 23,47 % 15,61 % 21,35% 17,11 % 16,70 %
duplication

(%)

Taille 647 567 452 | 572785460 | 825192647 | 800871826 | 555060416 431 148
estimée de
la

bibliotheque

Nombre de - 81421 - 76 494 - 0
pics détectés

(MACS2)

Légende : Trois réplicats ChIP-Seq ont été réalisés sur des feuilles de riz soumises a un stress de Haute température
(HT). Les lectures brutes (FastQ) correspondent aux lectures pairées générées par la plateforme lllumina. Les lectures
apres FastP représentent les lectures conservées aprés nettoyage. Le taux de conservation des lectures indique la
proportion de lectures conservées apres filtration. Les lectures alignées et le taux d’alignement correspondent a
I'alignement des lectures nettoyées sur le génome de référence d’Oryza sativa (IRGSP-1.0) via Bowtie2. Les duplicats
ont été identifiés a I'aide de MarkDuplicates. Le nombre de pics détectés a été obtenu avec MACS2 (g-value < 0,05),
comparant chaque réplicat traité (ChlIP) a son input contréle respectif. Seuls les réplicats présentant des critéres de
qualité suffisants ont été retenus pour les analyses en aval.

Pour évaluer la qualité et la cohérence de nos données ChlIP-Seq, nous avons tout d’abord comparé les
deux réplicats biologiques en condition contrdle et les deux sous stress de HT retenus précédemment.
Nous avons utilisé DiffBind pour faire cette comparaison de I'occupation de I’ADN par la SUMOylation
entre conditions et réplicats. Il s’agit d’un outil bio-informatique qui réunit toutes les régions enrichies
(pics) détectées dans chaque échantillon, mesure le nombre de lectures ChIP dans chacune de ces régions
pour chaque réplicat, puis ajuste ces valeurs pour corriger les différences de profondeur de séquencage.

DiffBind repose sur deux méthodes statistiques principales pour I'analyse différentielle : edgeR et DESeq2
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(Ross-Innes et al., 2012 ; Stark et Brown, s. d.). DESeq2 ajuste les données a l'aide d’'un modele de
régression généralisée a partir d’une loi binomiale négative, en estimant les facteurs de normalisation et
la dispersion a travers les échantillons. Cela permet une détection fiable des différences d’occupation des
pics entre conditions. La Figure 3.4 montre la reproductibilité entre nos différents réplicats. Nous avons
constaté que seuls 11 920 pics (30 %) sont partagés entre les réplicats 2 et 3 en conditions contrdle (Figure
3.4.A), alors que 24 935 pics (59 %) le sont entre les deux réplicats en stress de HT (Figure 3.4.B). L’analyse
en composantes principales confirme cette tendance. Une analyse en composantes principales (PCA)
réalisée sur les comptages normalisés de I'ensemble des régions détectées par DiffBind (Figure 3.4.C) ne
montre pas un regroupement des réplicats de chaque condition. Sur le premier axe (48 % de variance) qui
démontre la variabilité entre conditions, les deux contréles sont tres dispersés avec le réplicat 3 qui se
retrouve du c6té de ceux en condition de stress. Les réplicats stress, eux restent plutot groupés. La
deuxiéme composante (PC2, 30%) démontre la variabilité interne a chaque groupe et on remarque une
certaine disparité entre les différents réplicats d’'une méme condition. Enfin, la matrice de corrélation des
lectures normalisées (Figure 3.4.D) révéle une corrélation trés faible (< 0,5) pour les contrdles (absence de
reproductibilité satisfaisante) contre une corrélation plus forte (entre 0,6 et 0,7) pour les réplicats stress
(forte cohérence). Cette faible concordance de nos réplicats contréle suggere qu’il faut interpréter ces
résultats différentiels préliminaires avec prudence et en nous appuyant sur les pics « consensus » pour

limiter les erreurs.
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Figure 3.4 Evaluation de la reproductibilité des réplicats ChIP-Seq en conditions contrble et stress de haute
température. A. Diagramme de Venn illustrant le chevauchement des pics détectés entre les réplicats Contréle 2 et
Controle 3. B. Diagramme de Venn pour les réplicats Haute Température 1 et 2. C. Analyse en composantes
principales (PCA) réalisée sur 'ensemble des régions enrichies, montrant la variabilité entre les réplicats d’'un méme
groupe (PC1 48 % de variance) et la variabilité entre des conditions différentes (PC2 30% de variance). D. Matrice de
corrélation et clustering hiérarchique des lectures normalisées.

Apres avoir évalué la reproductibilité de notre jeu de données, nous avons ensuite effectué des analyses
différentielles préliminaires afin de comparer les sites de SUMOylation détectés en condition de stress et
en condition contréle (Figure 3.5). Le diagramme de Venn présente un ensemble de 9 301 pics
« consensus » présents dans au moins un réplicat de chaque condition définis a I'aide de DiffBind. Les
analyses différentielles qui suivent ont été basées sur ces régions. Une analyse en composantes principales
(PCA) réalisée sur les comptages normalisés de ces régions (Figure 3.5.B) confirme la séparation nette des
deux conditions. La premiére composante (PC1, 82 % de la variance) isole clairement les réplicats controle

de ceux stress de HT, tandis que la deuxiéme composante (PC2, 15 %) démontre la variabilité interne a
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chaque groupe. En situation de stress les réplicats sont plutot proches alors qu’en condition contréle, la
variabilité est maximale ce qui vient appuyer les résultats présentés dans la Figure 3.4. Pour identifier les
changements statistiques significatifs relatifs a la distribution de SUMO, nous avons appliqué a ces
données le modele edgeR, également intégré a DiffBind. EdgeR repose sur une loi binomiale négative pour
modéliser les comptages, et utilise une approche de modération de la dispersion pour augmenter la
puissance statistique, particulierement dans les jeux de données avec un faible nombre de réplicats. Le
graphique en volcan (volcano plot, Figure 3.5.C) met en évidence 249 sites avec un log, FC 2 1 et une valeur
p non ajustée < 0,1. Ce seuil volontairement plus permissif a été retenu a cette étape exploratoire afin
d’augmenter la sensibilité de détection dans un contexte a faible nombre de réplicats biologiques. Nous
reconnaissons que ce seuil est supérieur a la norme statistique conventionnelle (p < 0,05), mais les
résultats ainsi obtenus ont été interprétés avec prudence, comme le suggerent également les distributions
distinctes des signaux observées au niveau des sites sélectionnés (Figure 3.5.D). Parmi ces 249 sites, 157
présentent un enrichissement sous stress de HT (log, FC > 0, amplitudes jusqu’a +7) et 92 sont plus occupés
en contrdle (log, FC < 0, amplitudes jusqu’a -5). Enfin, la boite a moustaches (boxplot, Figure 3.5.D)
compare, pour ces 249 régions, la distribution des lectures ChIP normalisées (log,). Les sites enrichis sous
stress présentent une médiane de signal plus élevée (= 6,2) et une dispersion plus large (IQR = 1,5), tandis
que les sites enrichis en contréle affichent une médiane plus basse (= 4,8) et une variabilité plus faible (IQR
= 0,9). L'IQR, ou étendue interquartile, correspond a la différence entre le 75¢ et le 25° percentile, soit le
3¢ et le 1°" quartile. Ici, elle indique que 50 % des valeurs de signal ChIP normalisées pour les sites sous
stress s’étalent sur 1,5 unité log,, contre seulement 0,9 unité log, pour les sites contréle indiquant ainsi
une dispersion plus resserrée autour de la médiane en contrdle plutot qu’en stress de HT. A ce stade, les
résultats sont présentés sans correction pour les tests multiples (p-values non ajustées), ce qui implique
que les conclusions doivent étre interprétées avec prudence. lls offrent malgré tout un apergu utile des
tendances de redistribution de la SUMOylation sous stress de HT. Une validation indépendante de ces sites

candidats sera nécessaire pour confirmer leur pertinence fonctionnelle.
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Figure 3.5 Caractérisation des régions différentiellement SUMOylées sous stress de haute température.
A. Diagramme de Venn montrant le recouvrement des pics « consensus » entre conditions controle et stress de HT.
B. Analyse en composantes principales (PCA) sur les comptages normalisés des 9 301 régions partagées : la
composante 1 (82 % de la variance) sépare nettement les échantillons contréles réplicats 2 et 3 (3 droite) des
échantillons en stress de HT réplicats 1 et 2 (a gauche). C. Graphique en volcan issu d’edgeR pour le contraste stress
vs contrdle. chaque point représente un site SUMOylé. Sur I’axe horizontal, la variation moyenne de I'occupation
entre stress et contréle (log, Fold Change) : a droite, les sites plus enrichis sous Stress ; a gauche, ceux plus enrichis
en Controle. Sur I'axe vertical, la significativité de ce changement (-logio(p-value)) : plus un point est haut, plus la
différence est fiable. Les points roses sont les 249 sites dont la p-value non ajustée < 0,1, c’est-a-dire les pics
véritablement impactés par la chaleur. D. Boite a moustaches des lectures normalisées (log,) dans les 249 pics
différentiellement enrichis sous stress (« + ») versus les 205 pics détectés uniquement par DESeq2 (« - »). Chaque
boite correspond a la distribution des comptages ChIP normalisés dans les deux catégories de sites. La boite de
gauche regroupe les sites enrichis sous stress de HT (log, FC > 0), la boite de droite ceux plus abondants en condition
controle (log, FC < 0).
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3.2 Production d’anticorps spécifiques anti-0sSI1Z1/2

Afin de mieux comprendre les mécanismes de régulation impliquant la SUMOylation lors d’un stress de
haute température, nous nous sommes également intéressés aux sites de liaison a ’ADN des protéines
SUMO E3 ligases OsSIZ1 et OsSIZ2. En effet, ces protéines facilitent I'ajout de protéines SUMO en
reconnaissant des substrats spécifiques et en stimulant I'apposition de SUMO sur ces cibles. Comme
mentionné dans l'introduction, elles possedent un domaine SAP, connu pour sa capacité a interagir
directement avec I’ADN, suggérant qu’elles pourraient se fixer a des régions régulatrices précises du
génome. L'identification de leurs sites de liaison a I’ADN par ChIP-Seq permet de localiser les régions ou
ces ligases exercent potentiellement leur activité. Tandis que le ChIP-Seq utilisant I'anticorps anti-SUMO
permet d’étudier comment la SUMOylation régule la réponse au stress en ciblant des genes spécifiques,
un ChlIP-Seq utilisant des anticorps dirigés contre les SUMO E3 ligases nous renseigne sur les sites exacts
ou la SUMOylation se produit, ajoutant ainsi une dimension supplémentaire sur les mécanismes de
régulation en amont. La combinaison des profils de fixation des protéines SUMOylées et des ligases
0sS171/2 permettrait d’identifier les régions de chevauchement susceptibles de correspondre a des sites
de régulation transcriptionnelle actifs. Cette approche intégrée offrirait une vue d’ensemble des
mécanismes associés a la SUMOylation, en reliant les enzymes responsables du dépdt a leurs cibles
potentielles. Une telle analyse permettrait, par exemple, d’inférer des facteurs de transcription SUMOylés
impliqués dans la réponse au stress thermique. Dans cette optique, nous avons donc entrepris de produire
un anticorps capable de reconnaitre spécifiquement OsSIZ1 et OsSIZ2, afin de cartographier leurs sites de

fixation dans le génome du riz.

3.2.1 Modélisation par AlphaFold des protéines recombinantes OsSIZ1 et OsSIZ2

Les expériences de ChIP-Seq nécessitent I'utilisation d’anticorps hautement spécifiques, un facteur
critique influencant la qualité et la fiabilité des résultats obtenus. En effet, la moindre variabilité dans la
spécificité ou I'affinité des anticorps peut se traduire par des enrichissements artificiels, entrainant des
faux positifs ou des pertes de signal dans I'analyse des profils ChIP-Seq. La production d’anticorps
polyclonaux requiert une quantité suffisante de protéines purifiées pour permettre plusieurs
immunisations. Bien qu’en générale, environ 1 mg de protéine totale puisse suffire pour la production d’un
anticorps polyclonal (réparti sur plusieurs injections), le fournisseur MediMabs, qui a assuré la production
de nos anticorps, recommande ['utilisation de 3 a 5 mg de protéine purifiée afin de garantir un taux
d’immunisation optimal dans le cadre de leurs procédures standard. Ce seuil plus élevé reflete une volonté

de standardiser les protocoles et d’augmenter la probabilité de succes, car certains fournisseurs
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appliquent des recommandations différentes selon leurs propres criteres de rendement. Par ailleurs, la
spécificité des anticorps dépend principalement de la pureté et de la nature des épitopes présentés lors
de I'immunisation, et non simplement de la quantité de protéine injectée. La sélection d’épitopes stables
et bien structurés constitue donc un facteur déterminant, car elle limite la reconnaissance de régions

désordonnées souvent non pertinentes sur le plan fonctionnel.

Pour répondre a ces exigences, nous avons opté pour la production de protéines recombinantes, une
méthode rapide, fiable et économique permettant I'obtention de protéines en grande quantité et avec un
niveau de pureté compatible avec les applications immunologiques. Ce choix présente aussi un avantage
par rapport a I’extraction de protéines natives, qui reste souvent limitée par la faible abondance endogene
et la complexité de purification a partir de tissus végétaux. Dans le cadre de cette étude, les protéines
OsSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1 ont été produites sous forme recombinante en vue de générer un anticorps
capable de détecter spécifiquement ces homologues. En amont de la production, ces protéines ont été
modélisées a I'aide de I'outil de prédiction de la structure 3D d’une protéine AlphaFold2 pour prédire leurs
structures tridimensionnelles a partir des séquences primaires. Cette étape n’a pas pour but de prédire
directement les épitopes antigéniques, mais d’identifier des régions structurées et conservées entre ces
protéines homologues. En effet, I'analyse combinée des modeles 3D, de la conservation structurale et de
I'alignement des séquences a permis de sélectionner des domaines candidates a une immunisation
efficace. Ces régions, hautement conservées et structurellement stables, sont en effet de bons candidats

pour générer des anticorps capables de reconnaitre les trois homologues végétaux.

La Figure 3.6 illustre I'alignement des séquences des domaines SP-RING des SUMO E3 ligases 0sSIZ1,
OsSIZ2 et AtSIZ1 ainsi que leur pourcentage de conservation. Le fichier d’alignement a été généré a I'aide

du logiciel T-Coffee (https://tcoffee.crg.eu/) et la visualisation avec Espript 3.0 (https://espript.ibcp.fr).

L’alignement montre une conservation substantielle des résidus au sein de ce domaine fonctionnel avec
une similarité de séquence de 85 % entre les séquences choisies d’OsSIZ1 et 0sSIZ2, 80 % entre OsSIZ2 et
AtSIZ1 et 77 % entre OsSIZ1 et AtSIZ1 (Figure 3.6.B). Ces valeurs supérieures a 75 % sont considérées
comme un niveau de conservation élevé en biologie structurale, renforgcant I'idée que ces régions ont
conservé des fonctions essentielles a travers I’évolution. Elles traduisent donc une similarité de séquence
élevée entre les domaines SP-RING des trois protéines, ce qui en fait une cible pertinente pour la
production d’anticorps susceptibles de reconnaitre les SUMO E3 ligases du riz, et peut-étre aussi celles

d'autres espéces. L’analyse des profils de conservation (Figure 3.6.C), visualisés avec PyMOL a I'aide du
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gradient B-spectrum, montre un fort degré de conservation sur I’'ensemble des domaines fonctionnels des
trois protéines, et en particulier sur le domaine SP-RING, avec un score de conservation supérieur a 70 %
sur la quasi-totalité de sa séquence. A I'inverse, les régions faiblement conservées (zones blanches, score
<70) correspondent majoritairement a des segments désorganisés, potentiellement non fonctionnels.
Cette conservation élevée renforce I’hypothéese d’un role fonctionnel commun entre ces homologues, et
suggere que les mécanismes de SUMOylation pourraient étre conservés entre le riz et Arabidopsis. Sur
cette base, nous avons ensuite défini les régions minimales a retenir pour la production des protéines
recombinantes, de maniere a optimiser I'expression tout en conservant les éléments structuraux
pertinents pour I'immunisation. Afin d’examiner les éventuelles interactions entre domaines fonctionnels,
nous avons modélisé les structures complétes des protéines OsSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1 a I'aide d’AlphaFold2.
En considérant I'organisation tridimensionnelle des protéines dans leur ensemble, d’éventuelles
interactions structurales, notamment hydrophobes, entre les domaines SP-RING et PINIT ont été
visualisées. Toutefois, bien que le domaine SP-RING soit le plus conservé et représente une cible idéale
pour la production d’anticorps, sa production de maniére isolée reste incertaine en raison de son
enchevétrement potentiel avec le domaine PINIT. Afin d’augmenter les chances d’obtenir une protéine
recombinante soluble et correctement repliée, nous avons donc opté pour deux types de constructions :
des versions courtes contenant uniguement le domaine SP-RING, et des versions longues incluant a la fois
les domaines PINIT et SP-RING. Cette approche paralléle maximise les probabilités de succés, puisqu’elle
garantit qu’au moins une des versions exprimées présentera un repliement stable et une solubilité
suffisante pour étre utilisée dans les étapes d'immunisation. Ces designs ont été retenus pour la suite des

expériences d’expression et de purification.
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Figure 3.6 Conservation du domaine SP-ring entre OsSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1. A. Organisation des domaines
protéiques d’0sSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1. Le pourcentage de conservation est indiqué pour chaque résidu et
refléte la fraction des 500 protéines les plus similaires (identifiées par MMSeqgs2/AlphaFold) présentant le
méme acide aminé a cette position. Le code de couleur (barres bleues sous les domaines) indique le degré
de conservation : plus la teinte est foncée, plus la conservation est élevée. Une teinte bleu foncé
correspond a une conservation proche ou égale a 100 %, tandis qu’un bleu pale reflete une faible
conservation. B. Alignement des domaines SP-RING d’0sSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1. Les résidus sur fond rouge
indiquent une identité compléte entre les séquences alignées. Les résidus en rouge sur fond jaune
correspondent a une conservation forte, mais partielle, avec des similitudes chimiques (hydrophobicité,
charge, etc.). Les résidus en noir sur fond blanc ne présentent aucune conservation. Les pointillés signalent
des décalages dans I'alignement (gaps). L'encadré bleu met en évidence une région conservée d’intérét,
susceptible de contenir des résidus fonctionnels impliqués dans I'activité enzymatique, la liaison a des
ligands ou des interactions structurales. C. Cartographie de la conservation des résidus sur les structures
tridimensionnelles complétes d’0OsSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1, modélisées par AlphaFold et colorées selon le
score de conservation par PyMOL a l'aide du gradient B-spectrum. Les résidus hautement conservés
(score > 70 %) apparaissent en vert, tandis que les segments faiblement conservés (score < 70) sont en
blanc. Les quadrillés en gris mettent en évidence les domaines SP-ring des différentes protéines.

3.2.2 Expression et purification des protéines recombinantes OsSIZ1 et OsSIZ2
3.2.2.1 Optimisation du protocole de clonage

Afin de produire des anticorps spécifiques dirigés contre OsSIZ1 et OsSIZ2, I'obtention de protéines
recombinantes de haute qualité et en quantité suffisante est nécessaire. Nous avons donc entrepris le
clonage des régions codantes des domaines SP-RING des protéines OsSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1. L’ADN
complémentaire (ADNc) a été généré par RT-PCR a partir d’ARN total extrait de tissus d’Oryza sativa (pour
OsSIZ1 et OsSIZ2) et d’Arabidopsis thaliana (pour AtSIZ1). Le clonage selon la méthode de Gibson consistait
tout d’abord en une amplification de génes cibles. Des amorces spécifiques pour chaque fragment d’ADN
ont été congues en s’appuyant sur les régions identifiées a partir des modélisations AlphaFold. Les
fragments d’ADN cibles ont été amplifiés par PCR et les produits obtenus ont été vérifiés par
électrophorése sur gel d’agarose. Les résultats de PCR présentées dans la Figure 3.7 ont permis de
confirmer la taille et la spécificité des amplicons. Les tailles attendues étaient autour de 1000 pb pour les
versions longues des protéines (PINIT + SP-RING) et autour de 500 pb pour les versions courtes (SP-RING
seul). Les premiéres amplifications ayant généré une faible quantité du produit désiré, les bandes d’ADN
ont été extraites du gel et réamplifiées afin d’obtenir une quantité suffisante d’inserts. Les inserts

sélectionnés ont ensuite été insérés dans un plasmide via la technique de clonage de Gibson.
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Figure 3.7 Gel d’agarose 1 % des amplifications par PCR des génes codant pour OsSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1.
A. Les amplifications par PCR des génes codants pour les domaines SP-RING seuls et les domaines PINIT +
SP-RING d’0sSIZ1, OsSIZ2 ont été migrés pendant 20 min a 120 V sur un gel d’agarose 1 %. Les bandes a
environ 1000 bp pour les versions longues et environ 500 bp pour les versions courtes ont été excisées. B.
Les amplifications par PCR des génes codants pour les domaines SP-RING seuls et les domaines PINIT + SP-
RING d’AtSIZ1 ainsi qu’une réamplification OsSIZ2 PINIT+ SP-RING ont été migrés dans les mémes
conditions qu’en A. C. Les fragments d’ADN qui ont été extrait de A ont été réamplifiés. Les bandes excisées
aprés la 1% et la 2°™® amplification sont représentées par des carrés rouges.

Nous avons utilisé un vecteur d’expression pRSF-Trx, tel que présenté dans la Figure 3.8, pour plusieurs
raisons. Tout d’abord parce que c’est un vecteur possédant une origine de réplication p15A, qui est une
séquence d’ADN qui permet de répliquer lentement I’ADN de fagon autonome chez E. coli, permettant
ainsi que la cellule hote ne soit pas surchargée en plasmide et donc, de favoriser une expression plus
controlée des génes d’intéréts. Il est équipé d'un systéme d'expression puissant (promoteur T7) inductible
a I'lPTG et contient deux étiquettes permettant de former des protéines de fusion. Les vecteurs pRSF-TRX
contiennent généralement une étiquette composée de six résidus histidine soit une étiquette 6x-His qui
facilite I'isolement de la protéine d’intérét par sa forte affinité avec le nickel permettant ainsi de la purifier
par chromatographie d’affinité en utilisant des colonnes de nickel et une étiquette de thiorédoxine (Trx)
qui aide a améliorer la solubilité des protéines recombinantes exprimées dans E. coli. En fusionnant la

protéine d'intérét avec cette étiquette, la solubilité de la protéine est augmentée, facilitant ainsi son
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isolation et son étude (LaVallie et al., 1993). Ce plasmide modifié a ensuite été introduit dans des cellules
bactériennes par transformation, ce qui a permis la production de la protéine dans ces cellules. Il est a
noter que les séquences codantes des domaines SP-RING ont été amplifiées a partir d’ADNc sans
modification de codon. Aucune optimisation n’a été réalisée pour |'expression chez E. coli. L'expression
obtenue a néanmoins été suffisante pour permettre la purification des protéines d’intérét, probablement
en raison de la taille modeste des domaines exprimés et de I'ajout d’'une étiquette Trx favorisant la

solubilité.

TEV }( ........... 5
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Asz\
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Figure 3.8 Représentation du vecteur d’expression pRSF-trx Il s’agit d’'un vecteur pRSF-duet modifié. L’'étiquette 6x-
His est une étiquette contenant 6 résidus histidines. L’étiquette thiorédoxine (Trx) est une étiquette de solubilité. Le
site de multi-clonage permet de cloner facilement un géne cible dans le plasmide en utilisant différentes enzymes de
restriction comme BamHI. Il s’agit donc du point d’insertion de nos amplicons. La protéase TEV clive entre les résidus
glutamine et glycine de la séquence ENLYFQG permettant ainsi le retrait des étiquettes.

3.2.2.2 Optimisation des protocoles d’expression et de purification des protéines recombinantes

Les protéines sont ensuite exprimées puis purifiées par chromatographie d’affinité avec une résine liant le
nickel. Les souches bactériennes ont été incubées a 37 °C pendant toute une nuit. L'expression des
protéines a été induite durant 24 heures a 18 °C par ajout de 100 uM d’'IPTG pour les premiers essais avant

d’étre réduite a 20 uM afin de réduire I'expression des protéines autres que celles d’intérét. La Figure 3.9
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présente les différentes étapes d’expression et de purification des protéines OsSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1 dans
leurs versions longues (PINIT + SP-RING) et courtes (SP-RING seul). Ainsi, I'apparition de bandes dans les
fractions « induites » (1), a 50 kDa pour les versions longues et a 32 kDa pour les versions courtes, absentes
dans les fractions « non induites » (NI), confirme que |'expression de nos protéines d’intérét s'est bien
produite apres I'ajout de I'IPTG. Les culots bactériens obtenus ont été lysés/soniqués puis centrifugé. Ces
tailles apparentes sont supérieures a celles attendues pour les domaines seuls (environ 37 kDa pour les
versions longues et 18 kDa pour les versions courtes), en raison de la présence des étiquettes de fusion N-
terminales (6x-His et Trx), qui augmentent significativement le poids moléculaire des protéines
recombinantes. Il a été noté ici une petite perte d’intensité des bandes entre le lysat (Ly) / sonication (So)
et la centrifugation pour OsSIZ1 et AtSIZ1, suggérant une potentielle perte de protéines insolubles lors de
cette étape. Cette perte d’intensité pourrait résulter d’une agrégation partielle des protéines
recombinantes sous forme insoluble, phénomeéne fréquemment observé lors de leur surexpression en
systéme bactérien. Bien que certaines protéines agrégées puissent rester immunogénes, une préparation
soluble est généralement préférée pour la production d’anticorps, car elle permet d’obtenir une solution
homogene, stable et facilement quantifiable, tout en conservant d’éventuels épitopes conformationnels.
Les protéines ont été purifiées par chromatographie d’affinité aux ions nickels avant d’étre éluées a raison
de 1 mL par fraction. Les 5 a 6 fractions contenant le plus de protéines ont été recueillies et combinées

afin d’obtenir la fraction de 6x-His-Trx-protéines (étiquette histidine + étiquette thiorédoxine + SIZ).
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Figure 3.9 Gels 12 % représentant les essais d'expression et de purification par chromatographie d'affinité au nickel
des protéines recombinantes. Les souches E. coli contenant les plasmides d’intérét ont été cultivées a 37 °C toute la
nuit (Fraction NI = Non-induit). L’expression a été induite avec 20 uM d’IPTG (fraction | = Induit). Les bactéries sont
ensuite lysées (Ly) dans un tampon de sucrose 20 % contenant du lysozyme puis soniquées (So). Le lysat a ensuite été

centrifugé 30 min a 39191 x g (centri). Le surnageant a ensuite été injecté sur colonne de nickel et les déchets non-
retenus (FT = Flow through) ont été récupérés. Les protéines de fusion ont ensuite été éluées avec un tampon
contenant 500mM d’Imidazole et des fractions d’1 mL ont été collectées. Des aliquots provenant des différentes

étapes précédentes ont été chargées sur un gel SDS page 12 % contenant du 2,2,2-trichloroéthanol (TCE) qui est un

révélateur fluorescent de protéines. Les fleches rouges montrent les protéines de fusion obtenues avec

A. OsSIZ1 long, B. OsSIZ1 court, C. OsSIZ2 long, D. OsSIZ2 court, E. AtSIZ1 long et F. AtSIZ1 court.
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Une fois la protéine purifiée, la protéase TEV a été ajoutée pour cliver entre les résidus Q et G de la
séquence ENLYFQG présente dans le vecteur pRSF-Trx, ce qui détacha les étiquettes Trx et 6x-His de la
protéine d’intérét. Dans la Figure 3.10, nous avons comparé différentes conditions de clivages afin d’en
déterminer les meilleurs paramétres. Nous avons d’abord déterminé si la durée de clivage avait une
incidence quelconque sur son efficacité (A). Pour cela, les protéines recombinantes OsSIZ1 (SP-RING seul)
ont été exposées a de la protéase TEV pendant 15, 30, 60, 120 min et jusqu’a la fin de la journée (soit
environ 6 h) et ce a température piece. L'absence de bandes attendues a ~20 kDa, indique une absence
de clivage. Ceci suggere que soit le site de clivage n’est pas accessible, soit que les autres parametres
(composition du tampon, température) ne sont pas optimaux. Nous nous sommes donc intéressés a la
température de clivage (B). Les quantités de protéase TEV ont été normalisées a Img/mL et le clivage s’est
fait toute la nuit. Les versions PINIT + SP-RING et SP-RING seul d’OsSIZ1 ont été testées. Pendant que
I’'absence de clivage (ou d’apparition d’une bande ~ 35 kDa) persiste pour OsSIZ1 (PINIT + SP-RING), on
observe I'apparition du fragment correspondant a SIZ1 clivées a ~20 kDa ainsi qu’une diminution de la
protéine fusionnée entre les puits avec et sans protéase TEV pour OsSIZ1 (SP-RING seul). Ce résultat
suggere un clivage partiel des étiquettes pour la version SP-RING seul. La protéine clivée constituant moins
de 50 % des protéines recombinantes présentes dans les puits, nous nous intéressons alors a la

composition du tampon en vue d’améliorer ce rendement.

Le tampon d’élution utilisé pour la chromatographie d’affinité contenait 10 % de glycérol. Le glycérol est
souvent utilisé dans les tampons de stockage et de purification des protéines recombinantes en tant que
cryoprotecteur et stabilisateur des protéines contre la dégradation ou la perte de conformation.
Cependant, a des concentrations trop élevées, le glycérol peut affecter 'activité de I'enzyme et donc
interférer avec le clivage de nos étiquettes. Etant donné que OsSIZ1 (SP-RING seul) était le seul a présenter
un début de clivage, le protocole a d’abord été optimisé pour les versions SP-RING seul (C). Ainsi nous
avons dilué au 1 : 10 I'échantillon d’OsSIZ1 SP-RING seul utilisé pour (A) et (B), avec le tampon d’élution a
10 % de glycérol, afin d’obtenir une teneur de glycérol de 1 %. Nous avons également procédé a une
élution d’0sSIZ2 SP-RING seul directement avec un tampon d’élution a 1 % de glycérol et une dilution au
1: 10 de celle-ci avec ce méme tampon a des fins de comparaison. On remarque que la protéase TEV a été
plus efficace pour la protéine recombinante éluée avec un tampon a 1 % de glycérol avec les produits clivés
majoritaires méme si le clivage reste partiel. De plus, la température semble affecter particulierement
I’efficacité du clivage. En effet, le clivage a mieux fonctionné a température piéce, moyennement a 4 °C et

faiblement a 30 °C. On constate également qu’il semble y avoir une disparition progressive de la protéase
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TEV au-dessus de 4 °C pour les versions SP-RING seul. Etant donné que la protéase est généralement stable

entre 4 et 30 °C, cette diminution ne semble pas étre liée

a la température. D’autres causes pourraient

I’expliquer comme une potentielle non-homogénéité de la protéase TEV au moment de la décongélation.

Le reste des essais a alors été effectué a 4 °C afin de préserver l'intégrité de nos protéines durant la nuit.

Les résultats des tests de clivage suggerent que I'enzyme fonctionne, vu qu’il y a clivage méme s’il est

partiel, mais peut étre génée par le glycérol et potentiellement d’autres contaminants.
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Figure 3.10 Tests de différentes conditions de clivage a la TEV des étiquettes sur gel SDS-page 12%. A. Les tests de
clivage ont été effectués sur OsSIZ1 court en ajoutant 10uL de la protéase TEV a 250 uM dans 300 pL d’échantillon.
20 pL de la réaction ont été prélevés a 15 minutes, 30 minutes, 1 heure, 2 heures et en fin de journée (FDJ). B. Des
tests complémentaires ont été effectuées sur OsSIZ1 long et OsSIZ1 court en s’intéressant cette fois-ci a la
température de clivage. Des quantités normalisées a 0,930 mg/mL de la protéase TEV sont ajoutées aux
échantillons et les essais sont laissées toute la nuit a 30 °C, température piéce (RT) et a 4 °C. C. Les essais se sont
poursuivis avec OsSIZ1 court et OsSIZ2 court car il y'a absence de clivage pour les versions longues. Les mémes
conditions qu’en (B) ont été utilisées sauf pour la concentration d’OsSIZ1 court qui a été diluée a 1 % de glycérol
et qu’0sSIZ2 court a été élué avec un tampon a 1 % de glycérol au lieu de 10 % afin d’en vérifier I'incidence sur
I'action de la protéase TEV. Les protéines sont chargées sur un gel SDS page 12 % contenant du 2,2,2-
trichloroéthanol (TCE) qui est un révélateur fluorescent de protéines. Les fleches rouges représentent les protéines
non-clivées et les fleches vertes celles clivées
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Pour pallier ce probléme, une dialyse a été ajoutée apres I'étape de séparation par chromatographie
d’affinité au nickel afin de purifier la solution de protéine durant le processus de clivage. Le tampon de
dialyse, constitué de 20 mM de tris pH 8,0 ; 100 mM NaCl et 5 mM de B-mercaptoéthanol, a permis de
baisser la teneur en sels (500 mM), Imidazole (500 mM) et glycérol (10 %) du tampon d’élution. La Figure
3.11illustre les résultats obtenus apres dialyse d’OsSIZ1 (SP-RING seul) et séparation par tamis moléculaire.
Les parties A et B de la figure présentent les fractions d’élution de 5 mL a la sortie du tamis avec une
colonne S200. Le tamis S200 est généralement utilisé pour séparer des protéines de tailles allant de 10 a
600 kDa. Méme si le clivage a bien fonctionné durant la dialyse, la séparation protéique dans le tamis
moléculaire était insuffisante. En effet, la protéine clivée est dispersée entre les fractions de 4 a 15 et se
retrouve mélangée avec la protéase TEV, la protéine non-clivée et la thiorédoxine. Afin de pouvoir isoler
la protéine non clivée, les protéines dialysées ont été injectées sur un tamis S75, adapté a des protéines
plus petites, généralement entre 1 et 30 kDa. Cette étape a permis une meilleure séparation des protéines
non clivées qui sont supérieures a 30 kDa. On constate une séparation plus efficace de la thiorédoxine et
de nos protéines clivées. Cette fois-ci, OsSIZ1 (SP-RING seul) est isolée dans les puits 8, 9 et 10 que 'on a
pu combiner et concentrer. Pour le reste des protéines recombinantes, les versions longues (PINIT + SP-
RING) d’AtSIZ1, OsSIZ1 et OsSIZ2 agrégeaient presque totalement et systématiquement durant la dialyse.
Le peu de protéines qui restait étant < 0,5 mg/mL n’était pas suffisant pour des fins d'immunisation. De
plus la protéase TEV semblait ne pas pouvoir couper les étiquettes et donc accéder au site de clivage pour
ces formes-la. Nous avons donc continué uniquement avec les protéines contenant le domaine SP-RING
seul soit les formes courtes. A partir d’ici, chaque mention d’AtSIZ1, OsSIZ1 et OsSIZ2 se référera aux

formes SP-RING seul, sauf mention contraire.

75



MW -Tev 4 5 6 7 8 9 10 11 +Tev -Tev Mw Tev 12 13 14 15 16 17 18 19 +Tev -Tev

1 2 - = o == D]
75 — - 75 ——— -
50 —‘r-- 50 —W-— -
37 — : 37 . —
T . : ¢ 055121 0ssiz1
-8 T =z
. = == Y s non-clivé § . 4mmTEV ” non-clivé
: : 25 — - Y -
25 - §
OsSIzt 20 —° Pr— 0sSIZ1 |
20 4‘ - —— > — '- olive o oW &=
| o
! 15 — .
= - - —em= -
| o= o —— ~ p—
| —— r— . - — !
B MW TEV 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 +TEV
{
75 —— -
‘ —
50 — -
—
37 —+—N
- — OsSIZ1
I ' TEV mm non-clivé
)
25 — - —
| —
20 —
| : - e , - O
- clivé

15 —=%

- ——
; —
r .

Figure 3.11 Séparation par tamis moléculaire d’OsSIZ1 court aprés dialyse présenté sur gel 12%. Des fractions de
protéines recombinantes OsSIZ1 court ont été combinées a la sortie d’'une colonne de nickel a la suite d’'une
purification par chromatographie d’affinité. Ce « pool » a ensuite été dialysé a travers une membrane dialyse
présentant un seuil de coupure moléculaire (MWCO) de 6 kDa a 8 kDa, aprés ajout de la protéase TEV, dans un
tampon contenant 20 mM de Tris-HCL, 100 mM NaCl et 5 mM de B-mercaptoéthanol pendant toute la nuit. A. Les
protéines ainsi clivées sont injectées dans un tamis moléculaire S200 pour filtrer les protéines allant de 10 a 600 kDa.
B. Un autre « pool » traité dans les mémes conditions est injecté cette fois-ci sur un tamis moléculaire S75 pour filtrer
les protéines allant de 1 et 30 kDa. Les protéines sont chargées sur un gel SDS page 12 % contenant du 2,2,2-
trichloroéthanol (TCE) qui est un révélateur fluorescent de protéines. Les fleches rouges représentent les protéines
non-clivées et les fleches vertes celles clivées.

Contrairement aux autres formes courtes, AtSIZ1 (SP-RING seul) semblait également présenter des
probléemes de solubilité apres retrait de I’étiquette de thiorédoxine. La protéine s’agrége majoritairement
aprés clivage et les rendements sont plutot bas avec des concentrations inférieures a 0,5 mg/mL. Pour
confirmer ce constat, un test de solubilité a été réalisé sur AtSIZ1 (SP-RING seul) dans la Figure 3.12. Les

protéines recombinantes AtSIZ1 ont été collectées en sortie de dialyse puis centrifugées afin de séparer
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les protéines agrégées et celles solubles. L’analyse montre que la totalité d’AtSIZ1 non clivée s’est
retrouvée dans le culot, indiquant que le probléme de solubilité n’est pas uniquement di au retrait de la
thiorédoxine. De plus, la majorité de la protéine clivée s’agrégeait également, ce qui confirme une

solubilité intrinsequement faible d’AtSIZ1 (SP-RING seul).
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Figure 3.12 Gel 12% du test de solubilité d'AtSIZ1 (SP-ring). Les protéines AtSIZ1 ont été clivées toute une nuita 4 °C
avec de la protéase TEV en exces dans un tampon de dialyse. Les protéines ayant agrégé ont été centrifugées a
4424 x g pendant 20 minutes. On récupére le surnageant et on resuspend le culot dans le méme tampon. Des aliquots
des différentes étapes sont chargés sur un gel SDS page 12 % contenant du 2,2,2-trichloroéthanol (TCE) qui est un
révélateur fluorescent de protéines. Les fleches rouges représentent les protéines non-clivées et les fleches vertes

celles clivées.

La priorité s’est alors portée sur OsSIZ1 et OsSIZ2 plutot que AtSIZ1. Toutefois, en augmentant les
rendements de protéines, on remarque qu’une partie des OsSIZ2 agrege durant la dialyse. Lorsqu’on
injecte le surnageant d’OsSIZ2 sur le tamis moléculaire, la quantité de protéines obtenue a la sortie est
faible. Un test est effectué afin de déterminer les conditions optimales de dialyse permettant de préserver

la solubilité des SIZs. Le Tableau 3.5 indique les différentes conditions testées. Malgré les modifications
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apportées au tampon de dialyse (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl et 5 mM B-mercaptoéthanol), que
ce soit par l'ajout d'EDTA, de glycérol, de Tween ou d'urée, ou par une modification du pH, il apparait
qu'OsSIZ2 s'agrége systématiquement a une concentration de 100 mM de NaCl. En revanche, lorsque la
concentration en NaCl est augmentée a 350 mM, I'agrégation disparait, sauf pour le tampon a pH 5,0. Dans
la méme logique, les puits sans NaCl (eau) présentent des protéines agrégées alors que les puits contenant
du PBS a 350 mM de NaCl ne présentent pas de traces d’agrégation. OsSIZ2 est donc insoluble a 100 mM
de NaCl et en dessous, révélant une dépendance marquée a la force ionique du tampon. Le test de
solubilité a permis d’identifier un seuil critique autour de 100 mM de NaCl, en dessous duquel la protéine
précipite systématiquement. Cela explique rétroactivement les pertes observées lors des étapes de
purification et met en lumiére I'importance de maintenir une concentration en sel suffisante dans les
tampons pour préserver la protéine en solution. Cette découverte permet désormais de réajuster les
conditions expérimentales pour maximiser la récupération de protéines solubles et fonctionnelles,

notamment en privilégiant des tampons a force ionique élevée lors des étapes critiques.

Tableau 3.4 Impact de la composition du tampon sur la solubilité d’OsSIZ2

Tampon 100 mM Nacl 100 mM Nacl 350 mM Nacl 350 mM Nacl
(sans TEV) (avec TEV) (sans TEV) (avec TEV)
Glycérol 10% + + - -
EDTA (2mM) + + - R
Tween 20 0,1% + + - -
Urée 1M + + - -
pH 5,0 + + + +
pH 6,8 + + - -
pH 8,0 + + - -
Eau (Sans NaCl) + + N/A N/A

PBS 1X N/A N/A - -

Légende : 10 uL d’une solution de protéines OsSIZ2 (SP-ring) concentrées a 5 mg/mL (a partir d’une
solution a 1 mg /mL) contenues dans un tampon d’élution (20 mM Tris-HCL pH 8,0 ; 500 mM NaCl et 5 mM
B-mercaptoéthanol) sont déposées dans une plaque 96 puits. On y ajoute 40 pL du tampon dialyse modifié
correspondant, 2 uL de protéase TEV a 250 uM pour les puits +TEV ou 2 pL d’eau pour les puits -TEV et
5 mM de B-mercaptoéthanol. La plaque est mise sous agitation a 4 °C durant la nuit. On teste également
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différentes teneurs en sels (100 ou 350 mM) pour chaque tampon. Le signe « + » signifie qu’une agrégation
visible a I'ceil nu a été observée, et le signe « - » indique une solution restée claire apres incubation. Cette
évaluation visuelle visait a identifier rapidement les conditions les plus défavorables a la solubilité. De |'eau
nanopure seule a également été testée ainsi que du tampon PBS (Phosphate-Buffered Saline a 1X)
supplémenté a 350 mM de NaCl.

La Figure 3.13 montre I'incidence du changement de tampon sur le clivage des étiquettes d’histidine et de
thiorédoxine de la protéine recombinante OsSIZ2 par la protéase TEV. Des aliquots de certains des
échantillons présentés dans le Tableau 3.5 ont été prélevés et déposés sur gel afin de vérifier I'efficacité
du clivage (Figure 3.13.A). Des tests supplémentaires ont été effectués pour s’assurer qu’on peut utiliser
le PBS directement comme tampon de dialyse durant le clivage (Figure 3.13.B). En effet, le PBS est le
tampon utilisé couramment pour injecter des protéines a des organismes vivant a des fins d'immunisation
et de productions d’anticorps. Sa concentration en sels s’apparente a celle des fluides corporels ce qui
joue sur la stabilité des protéines en préservant I'osmolarité. La présence de phosphate lui permet de
maintenir un pH stable et il n’interfére pas avec le systéeme immunitaire du lapin. Les gels montrent que le
clivage n’a pas été entravé dans les différentes conditions testées, qu’il s'agisse des tampons contenant
10 % de glycérol a 100 ou 350 mM NacCl, de tampons Tris a pH 8,0 avec différentes concentrations de sel,
de tampons contenant 0,1 % de Tween 20 ou encore de PBS a 350 mM NaCl. Quelle que soit la
concentration en NaCl, la protéase TEV reste fonctionnelle. Ces résultats indiquent que les conditions de
tampon utilisées, y compris les concentrations en sel testées, ne compromettent pas |'activité
enzymatique de la protéase TEV. Le changement de tampon ne nuit donc pas au clivage et pourrait méme

simplifier les étapes ultérieures de purification.

Afin de comparer les effets du tampon PBS 1X sur la dialyse et le clivage comparativement au PBS
supplémentée avec 350 mM de sel, deux dialyses ont été effectuées toute une nuit a 4 °C : I'une dans du
PBS 1X (137 mM NacCl), I'autre dans du PBS enrichi a 350 mM NaCl. Dans ce dernier, aucune agrégation
visible n’est observée, tandis qu’un léger précipité apparait avec le PBS 1X. Toutefois lorsqu’on mesure les
guantités de protéines présentes en solution aprés dialyse, on obtient 0,607 mg/mL pour OsSIZ2 dans le
PBS & 350 mM NaCl et 0,564 mg/mL pour OsSIZ2 dans du PBS 1X par rapport 0,7 mg/mL de départ. Etant
donné que le clivage a la protéase TEV a I'air presque total sur le gel, la différence de concentration n’est
pas considérée comme limitante. Nous en concluons que les protéines SIZ nécessitent une concentration
minimale en sel pour rester solubles et pour permettre un clivage efficace par la protéase TEV. Ainsi, le
tampon PBS 1X supplémenté avec 5 mM de B-mercaptoéthanol a été retenu comme condition optimale

de dialyse pour les étapes suivantes.
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Figure 3.13 Evaluation de |'effet des différents tampons de dialyse sur le clivage d'OsSIZ2 a la TEV. A. La protéine de
fusion OsSIZ2 a 1mg/mL a été clivée par la protéase TEV toute une nuit a 4 °C dans différents tampons. Les fleches
rouges représentent les protéines non-clivées et les fleches vertes celles clivées. Des aliquots post clivage d’OsSIZ2
dans les tampons de glycérol 10 % (100 ou 350 uM NaCl), ou a pH 8,0 (100 ou 350 uM NaCl), ou contenant 0,1 % de
tween a 100 uM NaCl ou dans un tampon de PBS a 350 uM NaCl ont été prélevés. B. La protéine de fusion a 0,702
mg/mL a ensuite été clivée par la protéase TEV toute une nuit a 4 °C dans des tampons PBS en faisant varier la
concentration en sels. Les tampons utilisés sont du PBS 1X classique (137 mM NaCl) et du PBS 1X a 350 mM NaCl. Ces
aliquots ont été déposés sur gel SDS-page 12 % et migrés par électrophorese 55 min a 180 V. Les gels sont colorés au
2,2,2-trichloroéthanol (TCE) qui est un révélateur fluorescent de protéines.

Précédemment, les rendements protéiques avaient été améliorés en optimisant les conditions
d’expression. Pour cela, les protéines OsSIZ1 et OsSIZ2 ont été réexprimées avec une concentration d’ IPTG
augmentée de 20 uM a 100 pM et une température de culture abaissée a 30 °C au lieu de 37 °C. Ces
ajustements ont permis de multiplier par deux voire trois les culots bactériens, ainsi que les rendements
protéiques obtenus aprés purification sur colonne de nickel. Le protocole ainsi optimisé, combiné aux
conditions de clivage, a été appliqué aux deux protéines, et les résultats sont présentés dans la Figure 3.14.
Les cultures réalisées a 30 °C ont permis d’obtenir des culots de 31,5 et 33,6 g, soit pres du triple par
rapport aux rendements initiaux (7 a 13 g) a volume de culture égales. De plus, I'augmentation de la
concentration en IPTG a entrainé une nette amélioration des concentrations protéiques dans les fractions
d’élution : les pools combinés passent d’environ 5 mg a plus de 17,5 mg. Ces pools ont ensuite été
introduits dans une membrane a dialyse aprés ajout de protéase TEV a 10 uM. La membrane a alors été
introduite dans 2 L de tampon PBS 1X + 5 mM B-mercaptoéthanol. La dialyse a été effectuée toute la nuit
a 4 °C sous faible agitation magnétique. On note une absence totale d’agrégats dans les deux échantillons
le lendemain. Un volume de 5 mL de la solution protéique a ensuite été injecté sur le systeme FPLC pour

une purification par chromatographie d’exclusion stérique a I'aide d’une colonne S75. Les protéines sont
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éluées dans des fractions de 5 mL avec un tampon PBS 1X contenant 5mM de B-mercaptoéthanol. Nous
avons réussi a isoler les protéines clivées de maniére satisfaisante. Les fractions 8, 9 et 10 contenants soit
0sSIZ1 soit 0sSIZ2 sont collectées. On combine les fractions les plus pures soit 9 et 10 pour la production
d’anticorps. Les protéines sont alors concentrées a I'aide d’un concentrateur Amicon ultra-15 a 10 kDa. En
combinant les deux homologues, on obtient 3 mL d’'un mélange de protéines OsSIZ1 et OsSIZ2 a 1,402
mg/mL soit environ 4 mg de protéines. Ce choix de les mélanger pour 'immunisation repose sur I'objectif
expérimental de générer un anticorps polyclonal capable de reconnaitre a la fois OsSIZ1 et OsSIZ2, sans
distinction entre les deux homologues, afin d’étudier leur répartition et leur enrichissement chromatinien
global. Ces protéines recombinantes ont alors été congelées dans un bain d’azote liquide avant d’étre
envoyées a un laboratoire partenaire spécialisé (MediMabs) pour I'immunisation de lapins et la production

d’anticorps anti-OsSI1Z1/2.
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Figure 3.14 Expression et purification d'OsSIZ1 et OsSIZ2 a I'aide du protocole optimisé. Les souches E. coli contenant
les plasmides d’intérét ont été cultivées a 30 °C toute la nuit (Fraction NI = Non-induit). L'expression des domaines
SP-RING des protéines OsSIZ1 et OsSIZ2 a été induite pendant 24 heure avec 100 uM d’IPTG (fraction | = Induit). Les
bactéries sont ensuite lysées (Ly) dans un tampon de sucrose 20 % contenant du lysozyme puis soniquées (So). Le
lysat est ensuite centrifugé 30 minutes a 31919 x g (centri). Le surnageant est injecté sur colonne de nickel et les
déchets non-retenus (FT = Flow through) sont récupérés. Les protéines de fusion sont éluées avec un tampon
contenant 500 mM d’Imidazole et des fractions d’1 mL ont été collectées. Les fléches rouges montrent les protéines
de fusion obtenues avec A. OsSIZ1 court et C. OsSIZ2 court. Les fractions d’élution de 2 a 6 sont combinées pour (A)
et (C). Ces pools sont mis sous dialyse dans un tampon PBS 1X contenant 5 mM de B-mercaptoéthanol toute une nuit
a4 °Cen présence de TEV a 10 uM final. Les pools de protéines sont ensuite injectés sur tamis moléculaire S75 (filtre
de 1 a 30 kDA). Il s’agit de B. OsSIZ1 court et D. OsSIZ2 court. Les protéines sont chargées sur un gel SDS-PAGE 12 %
contenant du 2,2,2-trichloroéthanol (TCE) qui est un révélateur fluorescent de protéines. Les fleches vertes
indiquent les protéines clivées. Les fleches bleues indiquent la thiorédoxine clivée. L’'encadré rouge montre les
fractions collectées présentant nos protéines cibles qui ont par la suite été concentrées en utilisant un filtre
centrifugal Amicon ultra-15 a 10 kDa.

3.3 Détermination de la spécificité des anticorps anti-OsSI1Z1/2

Les sérums immuns et préimmuns résultant des premieres saignées des lapins ont été testés. Les résultats
des tests ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) fournis par le laboratoire partenaire lors de la
livraison des sérums montrent une différence marquée entre les réponses du préimmun et de I'immun
(Annexe G). En effet, le signal dans le préimmun reste relativement faible comparé a celui du sérum immun,
avec un écart d’au moins un facteur de 10. Cela suggére une réponse immunitaire possiblement
significative et spécifique apreés immunisation. Les données indiquent un titre (en référence a la
concentration ou a la quantité d'anticorps présents dans un sérum généralement mesurée a I'aide de
dilutions successives) élevé, avec une réponse détectable par ELISA a des dilutions allant jusqu’a
1:1,024,000 du sérum immun. Autrement dit, méme a cette dilution, une reconnaissance spécifique de
nos protéines d’intérét pourrait étre encore observée, ce qui laisse entrevoir un potentiel intéressant par
rapport a une production robuste d’anticorps anti-OsSIZ1/2. Il est toutefois important de s'assurer que les
sérums contiennent bien des anticorps anti-OsSIZ1/2 fonctionnels et spécifiques. La spécificité de
reconnaissance a donc été testée d’abord dans le cadre d’applications d’'immunobuvardage, puis
envisagée pour des immunoprécipitations, telles que les expériences de ChIP. Pour cela, des
immunobuvardages ont été réalisés. Les protéines recombinantes 0sSIZ1 long, OsSIZ1 court et OsSIZ2
court, en présence ou en absence de clivage par la protéase TEV. La Figure 3.15 présente les résultats de
ces immunobuvardages. Les anticorps ont soit été dilués au 1:100 soit au 1:1000 et semblent
reconnaitre certaines formes des SIZs, bien que la spécificité ne puisse pas étre clairement établie a ce

stade. Un signal détectable est observé dans les sérums préimmun aux deux dilutions testées. Ces sérums,
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collectés avant l'immunisation des animaux avec les protéines recombinantes, ne devraient
théoriquement pas contenir d’anticorps dirigés contre les SIZs du riz ou d’Arabidopsis. La faible intensité
du signal, comparée a celle obtenue avec les sérums immuns, va dans le sens de cette hypothese. En effet,
les temps d’exposition nécessaires pour visualiser les signaux issus des sérums préimmun varient entre 5
et 20 minutes, contre 20 a 40 secondes pour les sérums post-immunisation. La présence de bandes
supplémentaires (a d'autres poids moléculaires que ceux des protéines d'intérét) suggeére que les sérums
contiennent des anticorps reconnaissant d’autres protéines. Cette réactivité pourrait étre due a des
protéines bactériennes co-purifiées avec nos protéines recombinantes. Cependant, étant donné que les
sérums utilisés ici nont pas été purifiés, ces signaux doivent étre interprétés avec prudence, car la
présence d’anticorps non spécifiques est fréquente dans ce type de matrice. Néanmoins, leur
reconnaissance par les anticorps ne devrait pas compromettre les analyses en ChIP-Seq, celles-ci étant
réalisées sur des extraits de cellules végétales. En effet, les ChIP sont effectuées a partir de chromatine
isolée a partir de tissus végétaux fixés, dans lesquels la présence de protéines bactériennes est exclue. Par
ailleurs, l'immunoprécipitation cible spécifiguement des complexes ADN-protéines associés a la
chromatine nucléaire végétale, ce qui limite fortement la probabilité de coprécipitation de protéines non
spécifiques, notamment bactériennes. Pour renforcer cette spécificité, un pré-blot (dot blot ou Western)
sur des extraits végétaux natifs ou fixés pourrait étre réalisé, pour vérifier que les anticorps reconnaissent
bien une protéine unique de la bonne taille dans un contexte cellulaire pertinent. De plus, une étape de
pré-adsorption des anticorps sur des extraits bactériens pourrait étre envisagée pour éliminer les réactifs
croisés, si une contamination excessive était suspectée. Ces considérations montrent les limites de
I"'approche basée sur des sérums non purifiés, ce qui justifie pleinement I'étape suivante de purification
des anticorps. Enfin, méme en cas de faible réactivité croisée, le risque de compétition directe pour des
sites d’intérét sur la chromatine végétale reste tres limité. En effet, les protéines bactériennes, souvent
cytoplasmiques ou membranaires, ne sont ni présentes dans le noyau végétal ni associées a la chromatine,
ce qui rend leur coprécipitation hautement improbable dans un protocole ChIP correctement exécuté
(Orlando, 2000). De plus, la spécificité d’'une immunoprécipitation repose non seulement sur la
reconnaissance antigénique, mais aussi sur I'accessibilité structurale de la cible dans son contexte natif
(Park, 2009), ce qui confére une couche de sélectivité supplémentaire. La protéine MBP-AtSIZ1 (environ
170 kDa), apparentée aux OsSIZs mais issue d’Arabidopsis, a également été incluse dans les tests afin
d’évaluer une éventuelle réactivité croisée. Un signal a pu étre détecté, notamment avec les sérums

immuns, bien que son intensité reste faible, en particulier avec les sérums non purifiés ou fortement dilués.
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La reconnaissance de cette protéine devra étre confirmée de maniere plus spécifique a I'aide d’anticorps

purifiés.
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Figure 3.15 Western Blot avec les anticorps des sérums préimmun et immun. On observe des immunobuvardages
fait a partir de gels SDS-PAGE 12 % chargés avec 4 g de protéines OsSIZ1 long, OsSIZ1 court et OsSIZ2 court. Un
contrdle positif (100 nM de MBP-AtSIZ1) a été ajouté. Les sérums préimmun et immuns (anticorps anti-OsSI1Z1/2)
ont été dilués au 100° (A et B) et au 1000° (C et D) dans un tampon de blocage contenant 5 % de lait écrémé.
L'immubuvardage s’est faite sous agitation toute une nuit a 4 °C. Les fleches bleues représentent MBP-AtSIZ1. Les
encadrés rouges représentent les protéines non clivées et les encadrés verts celles clivées.

Nous avons émis I'hypothese que les anticorps générés pourraient reconnaitre les protéines cibles dans
leur conformation native, ce qui est essentiel pour leur utilisation en ChIP. Bien que les résultats obtenus

par ELISA et Western blot aient montré une certaine reconnaissance des protéines, ces tests ne
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permettent pas de confirmer leur spécificité ou une reconnaissance dans leur forme native : le Western
blot utilise des protéines dénaturées, et I'adsorption des antigénes sur les plaques et ELISA peut altérer
partiellement leur structure tridimensionnelle. C'est pourquoi nous avons réalisé une
immunoprécipitation en conditions non dénaturantes (ChIP-qPCR), afin de valider la capacité des anticorps
a reconnaitre les protéines dans leur conformation native et dans un contexte chromatinien. Cette étape
est cruciale pour tester la spécificité des anticorps avant de procéder au ChIP-Seq. Des ChIP-gPCR ont été
effectuées avec les différents sérums de la Figure 3.15. Ces tests ont été réalisés dans les mémes conditions
que précédemment, ol nous avions utilisé un anticorps anti-SUMO pour évaluer la SUMOylation des
protéines associées a I'ADN sous stress de HT. Cette fois-ci, nous avons utilisé des sérums immuns dirigés
contre les SlIZs. Les régions ciblées pour cette expérience incluent les promoteurs des genes OsHSFA2d,
OsHSFAG6 et OsETFB, comme décrit précédemment. La Figure 3.16 présente les tests de spécificité des
anticorps anti-0sSIZ1/2 par ChIP-gPCR. Les données de ChIP-gPCR ont montré une absence
d’enrichissement clair, ce qui suggere que les sérums testés ne permettent pas une immunoprécipitation
efficace ou spécifique des protéines SIZs. En effet, les différences de Ct (hnombre de cycles de PCR effectués)
entre IP et input sont < 1 cycle, bien en deca de ce qui avait été observé avec I'anticorps anti-SUMO
(= 5 cycles). Toutefois, les barres d’erreur suggérent que certaines différences de Ct pourraient étre
significatives, notamment pour HSFA6 et ETF(, ce qui mériterait une confirmation statistique. Par ailleurs,
un profil différentiel est observé entre les deux conditions expérimentales : les Ct des IP augmentent
légerement en condition contrble, mais diminuent en stress de HT, ce qui pourrait refléter une légere
amélioration de la reconnaissance ou un changement d’abondance des protéines SIZs sous stress. Ces
résultats indiquent que les anticorps non purifiés présentent une spécificité insuffisante pour les
applications ChIP. Ces résultats suggérent que les anticorps anti-OsSIZ1/2 pourraient soit interagir avec
des protéines non ciblées mais capables de lier I'ADN et donc étre non spécifiques, soit voir leur spécificité
réduite en raison de la présence d’autres anticorps dans le sérum, ce qui compliquerait l'identification d'un
enrichissement spécifique des OsSIZs. En d'autres termes, bien que ces anticorps semblent capables de
reconnaitre les OsSIZs, leur efficacité pourrait étre altérée par la complexité du sérum, ce qui pourrait
introduire des interférences dues a la reconnaissance d'autres cibles. Cette observation a conduit a la
décision de purifier les anticorps, afin d’enrichir spécifiquement les IgG d’intérét et éliminer les

composants sériques interférents.
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Figure 3.16 Comparaison entre des valeurs de cycle seuil input et IP par gene et par condition aprés ChIP-gPCR avec
le sérum immun du lapin. Des graines de riz ont été germées et cultivées a 28 °C pendant 14 jours, puis soumises ou
non a un stress de haute température de 40 °C pendant 1 h. Aprés immunoprécipitation avec le sérum immun
contenant les anticorps anti-OsSIZ1/2, 'ADN a été nettoyé puis récupéré a raison de 0,130 ng/ulL en contrdle et
0,150 ng/uL en stress. Des « Inputs » non précipité ont également été récupéré a raison de 2,14 ng/ulL en contrdle
et 2,02 ng/ulL en stress. Les inputs sont normalisés aux mémes concentrations que leurs IP respectifs. Chaque
échantillon a été analysé par qPCR avec des amorces ciblant les promoteurs listés au Tableau 3.2 pour HSFA2d,
HSFAG et ETFB. Les deux panneaux distinguent le nombre de Ct (Cycle seuil) pour la condition contrdle (gauche) de
la condition haute température (droite). Chaque barre représente la moyenne de trois réplicats biologiques, et les
barres d’erreur correspondent a I'écart-type.

Afin d’isoler spécifiqguement la fraction d’anticorps dirigée contre OsSIZ1 et OsSIZ2, une purification par
affinité a été envisagée a partir des sérums immuns. Pour cela, la compagnie MediMabs, chargée de
produire les anticorps nécessitait des quantités suffisantes de protéines recombinantes OsSIZ1 et OsSIZ2,
purifiées et adaptées a une immobilisation sur une matrice chromatographique. Nous avons donc exprimé
et purifié a nouveau ces protéines en E. coli. Au total, 3,75 mg d’OsSIZ1 et 3,2 mg d’0OsSIZ2 ont été obtenus.
Les deux protéines ont ensuite été combinées et envoyées a MediMabs. Celles-ci ont été fixées sur la
résine, puis les sérums immuns ont été appliqués sur la colonne. Seuls les anticorps reconnaissants
spécifiguement OsSIZ1 et OsSIZ2 ont été retenus, puis élués, permettant ainsi d’obtenir une fraction
d’anticorps purifiés supposés spécifiques de ces deux protéines. Les anticorps anti-SIZs ainsi obtenus sont
testés a nouveau par immunobuvardage (Figure 3.17). La présence de bandes a environ 20 kDa sur la

membrane, correspondant a la taille attendue des protéines OsSIZ1 et OsSIZ2 observée sur gel, suggere
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(comme dans la Figure 3.15) que les anticorps anti-OsSIZ1/2 reconnaissent bien les protéines d’intérét.
Ces résultats, obtenus aprés purification par affinité, suggérent une reconnaissance plus marquée des
protéines OsSIZ1 et OsSIZ2, bien qu'une certaine réactivité envers d'autres protéines, possiblement des
contaminants bactériens, soit encore visible sur la membrane. Nous avons donc entrepris de réaliser de
nouvelles ChIP-gPCR avec les anticorps purifiés, afin de vérifier leur spécificité dans un contexte

chromatinien.
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Figure 3.17 Expériences d'immunobuvardage des tests de reconnaissance d’OsSIZ1 et OsSIZ2 par les anticorps anti-
0sS171/2 purifiés. A. On peut observer le gel SDS-PAGE chargé avec 4 ug de protéines 0sSIZ1, 0sSIZ2 ou du mélange
OsSIZ1 + OsSIZ2 (aliquot provenant de I’échantillon d’OsSIZs combinées envoyées pour I'immunisation des lapins). B.
On observe le Western blot fait a partir de ce gel avec les anticorps purifiés pAB213 (anti-OsSIZ1/2 Les anticorps,
dilués a 1/1000 dans un tampon de blocage TBST 1X contenant 5 % de lait écrémé, ont été incubées durant 16 heures
avec agitation avec la membrane.

Les résultats de ChIP-gPCR (Figure 3.18) sont similaires a ceux obtenus dans la Figure 3.17. Comme
précédemment, il semble qu’il y’ai une absence de spécificité de nos anticorps anti-OsSIZ1/2 pour les
protéines OsSIZ1 et OsSIZ2 avec des Ct proches entre input et IP qui se traduisent par des % Input faibles

(en dessous de 5 %) comparativement a la ChIP-qPCR dirigée contre SUMO ol le pourcentage d’input varie
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entre 70 et 140 % (Figure 3.3). Il n’y a pas non plus de différence significative détectée entre les conditions

controdle et stress de HT.
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Figure 3.18 Enrichissement relatif des régions promotrices des genes cibles sous stress de haute température par
rapport a des conditions contréle par ChIP qPCR avec les anticorps anti-0OsSIZ1/2 purifiés. Des graines de riz ont été
cultivées a 28 °C pendant 14 jours, puis soumises ou non a un stress de haute température (40 °C, 1 h). Apres
immunoprécipitation avec I'anticorps anti-OsSIZ1/2, L’ADN a été nettoyé puis récupéré a raison de 0,0520 ng/uL en
contréle et 0,104 ng/ul en stress. Des « inputs » non précipité ont également été récupéré a raison de 3,48 ng/ulL en
contréle et 3,40 ng/uL en stress. Chaque échantillon a été analysé par gPCR avec des amorces ciblant les promoteurs
listés au Tableau 3.2. Le pourcentage d’input (% Input) correspond a la quantité d’ADN précipitée rapportée a I'input
initial et corrigée avec le facteur de dilution. Les barres indiquent la moyenne des trois réplicats et les tirets verticaux
représentent I'écart-type (n = 3). Les comparaisons statistiques entre les conditions Contrdle et Haute Température
ont été réalisées pour chaque géne cible a I'aide d’un test t de Student bilatéral non apparié (fonction ttest_ind du
module SciPy). Les seuils de significativité sont : * p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ns : non significatif (p > 0,05). A noter : une
variance élevée a été observée pour UBQS5, utilisé ici comme témoin négatif. Bien qu’un enrichissement apparent
soit détecté en condition de stress, cette variation n’est pas significative au seuil de confiance utilisé.

Nous avons donc cherché a évaluer cette absence de spécificité en utilisant une approche complémentaire.
Pour ce faire, des essais d'immunoprécipitation ont été réalisés avec des protéines recombinantes
d’0sSIZ1 et d’0sSIZ2 contenant le domaine SAP (domaine de liaison a ’ADN), en plus des domaines PINIT
et SP-RING (Figure 3.19). Ces protéines ont été purifiées par un autre membre du laboratoire, en suivant

le protocole optimisé présenté en section 3.2.2.2. Le domaine SAP étant spécifique aux ligases SUMO de
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type SIZ, nous avons mis en place un systeme in vitro combinant de I’ADN (vecteurs pRSF-Duet vides) avec
les protéines recombinantes (formes PINIT + SP-RING + SAP ou SP-RING seules), puis procédé a une
immunoprécipitation a I'aide des anticorps purifiés. Si les SIZs interagissent avec I’ADN via leur domaine
SAP, les complexes protéines-ADN devraient étre précipités par les anticorps anti-SIZs. L’ADN co-précipité
est ensuite récupéré et quantifié par qPCR a 'aide d’amorces spécifiques du vecteur, ciblant les régions
ACYC (sens) et Downl (antisens). L'efficacité de I'amplification a été vérifiée a I'aide d’une courbe
standard générée a partir de dilutions logarithmiques d’'un ADN standard (vecteurs vides pRSF-Duet), avec

une efficacité calculée de 104 % et un coefficient de corrélation R?> de 0,9663 (Annexe H).

L'obtention d’un signal d’enrichissement significatif en ADN, en présence des formes d’0sSIZ1 ou OsSIZ2
contenant le domaine SAP, indique que les anticorps purifiés reconnaissent spécifiguement les protéines
cibles dans leur conformation native. Ce résultat suggére que les SIZs se lient effectivement a ’ADN
plasmidique via leur domaine SAP, et que les anticorps sont capables de précipiter ces complexes
protéines-ADN. Une telle spécificité confirmerait la qualité des anticorps obtenus, ainsi que leur potentiel
d’application dans des expériences de ChIP a plus grande échelle, notamment pour identifier les cibles
génomiques d’0sSIZ1/2 par ChIP-Seq. Un signal plus faible a également été détecté pour les formes
d’OsSIZ1 et OsSIZ2 dépourvues du domaine SAP. Bien que ce signal reste inférieur a celui observé pour les
formes avec SAP, sa présence pourrait refléter un niveau d’interaction non spécifique ou résiduel. Il est
important de noter qu’aucun controle avec ADN seul (sans protéines recombinantes) n’a été inclus dans
cette expérience. Cette absence empéche d’exclure entierement une éventuelle interaction non
spécifique entre les anticorps et I’ADN. Néanmoins, les contréles sans ADN ainsi que sans anticorps
permettent de limiter partiellement ce biais. Ces résultats viennent ainsi clore la phase de validation des
anticorps produits, en confirmant leur spécificité ainsi que leur aptitude a immunoprécipiter des
complexes protéines-ADN. lls valident leur potentiel pour des applications ultérieures en ChIP, notamment
pour 'identification de cibles génomiques par ChIP-Seq visant a cartographier les cibles génomiques des

ligases OsSIZ1 et OsSIZ2 chez le riz.
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Figure 3.19 Validation de la spécificité des anticorps anti-OsSIZ1/2 par immunoprécipitation suivie de qPCR (IP-qPCR).
Des immunoprécipitations in vitro ont été réalisées a I'aide de 100 nM de protéines recombinantes OsSIZ1 ou 0sSIZ2,
exprimées soit sous forme longue (PINIT + SP-RING + SAP), soit sous forme courte (SP-RING seul), en présence de
100 nM d’ADN plasmidique (vecteurs pRSF-Duet vides). Les barres représentent la quantité d’ADN mesurée (en
ng/uL) pour chaque condition. Les conditions indiquées « + DNA » correspondent a des échantillons ol de I’ADN a
été ajouté, tandis que les conditions sans cette mention sont des contrbles négatifs (sans ADN ajouté). Les
échantillons ont été incubés toute la nuit a 4 °C avec les anticorps anti-OsSIZ1/2. L’ADN co-précipité a ensuite été
quantifié par qPCR. Les barres représentent les concentrations d’ADN mesurées (en ng/uL) pour chaque condition.
Les comparaisons statistiques ont été effectuées entre chaque paire zADN pour une méme protéine, a I'aide d’un
test t de Student bilatéral non apparié. Les seuils de significativité sont : * p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ns : non significatif
(p >0,05).
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CHAPITRE 4
DISCUSSION

4.1 Reconnaissance des protéines SUMO et identification des cibles génomiques sous stress de haute
température

Afin de comprendre le réle de la SUMOylation dans la régulation transcriptionnelle induite par le stress de
haute température (HT) dans le riz, Oryza sativa, nous avons cherché a identifier les régions génomiques
associées aux protéines SUMOylées par une approche ChIP-Seq. L'anticorps anti-SUMO1 (ab5316),
initialement développé contre AtSUMO1 d’Arabidopsis thaliana (Kurepa et al., 2003) a été validé pour
détecter les différentes SUMO du riz, OsSUMO1 et OsSUMO2, qui partagent une forte similarité de
séquence avec leurs homologues provenant d’Arabidopsis (=93 %). Notre choix s’appuie sur une étude
(Han et al., 2021), dans laguelle cet anticorps a été utilisé avec succés pour caractériser I'enrichissement
en protéines SUMOylées au niveau de la chromatine lors de la transition transcriptionnelle entre la
croissance et le développement de la plante et sa réponse au stress de HT. Bien que les deux études
partagent un objectif similaire et utilisent un anticorps commun, les conditions expérimentales different.
Han et al. ont appliqué un stress de HT a 37 °C pendant 30 minutes, suivi d’'une phase de récupération a
23 °C pendant 90 minutes. En comparaison, notre protocole utilise une température de contréle
légerement plus élevée (28 °C), un stress de HT plus intense (40 °C) pendant une durée plus longue
(1 heure), et ne comprend pas de phase de récupération. Ces différences pourraient influencer la nature

et la dynamique des protéines SUMOylées détectées.

En reproduisant cette stratégie dans le contexte du riz, notre objectif était d'examiner si une régulation
similaire par la SUMOylation chromatinienne intervient également dans la réponse au stress de HT chez
O. sativa. Dans I'étude de (Wilkins et al., 2016), les facteurs de transcription OsHSFA2d et OsHSFAG6
montrent une forte induction aprés 30 minutes de stress de HT a 37 °C, avec un pic d’activité suivi d'un
déclin progressif. Cette dynamique a été observée dans un protocole incluant une phase de récupération
a 23 °C, au cours de laquelle I'activité des HSFs chute rapidement en dessous du niveau basal. Notre
protocole, ne comprenant pas de phase de récupération et appliquant un stress de HT plus intense (40 °C
pendant 1 heure), pourrait entrainer une activité soutenue de ces HSFs au moment de la ChlIP. Ces génes
ont donc été retenus comme loci cibles pertinents pour évaluer I'enrichissement en protéines SUMOylées
associées a la chromatine. Nos résultats obtenus par Western blot (Figure 3.2) ont validé que I'anticorps

reconnait OsSUMO1 et OsSUMO?2 et présente en outre une affinité pour AtSUMO2 |égérement réduite,
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ce qui est en accord avec les différences de séquence entre ces protéines. Cette validation a confirmé
I'utilisation de cet anticorps pour des analyses plus poussées, telles que la ChIP-gPCR ciblée chez le riz
(Figure 3.3). Toutefois, une analyse comparative plus poussée entre anticorps bruts et purifiés, ou une
validation fonctionnelle croisée (par exemple avec des mutants déficients en SUMOylation), aurait
renforcé la confiance dans la spécificité du signal ChIP. Cette limitation souligne la nécessité de considérer
plus systématiquement les caractéristiques structurelles des protéines cibles lors de la sélection ou la

production d’anticorps pour des applications en ChIP-Seq.

De plus, les expériences de ChIP-gPCR ayant été réalisées avec un anticorps dirigé contre une protéine
issue d’'une dicotylédone (Arabidopsis thaliana), il est important de considérer les différences potentielles
entre la machinerie SUMO des monocotylédones et celle des dicotylédones. A ce jour, il n’existe pas
d’études comparatives directes et systématiques permettant de caractériser précisément les différences
des patrons de SUMOylation entre Arabidopsis thaliana et Oryza sativa, ni plus largement entre
monocotylédones et dicotylédones. La majorité des travaux se focalisent sur une espéce donnée, souvent
Arabidopsis, en raison de son statut de modele végétal bien étudié. Cela étant dit, plusieurs éléments
biologiques et génomiques suggerent que des différences sont plausibles. La SUMOylation repose sur un
ensemble d’enzymes conservées (E1, E2, E3, protéases de maturation et de dé-SUMOylation), mais des
analyses génomiques comparatives révelent des variations dans le nombre de copies et la composition de
certains modules, notamment pour les ligases SUMO de type SIZ/PIAS et certaines protéases ULP/OTS
(Garrido et al., 2018 ; Novatchkova et al., 2012). Chez Arabidopsis, un seul géne codant pour I’'enzyme E2
(SCE1) est impliqué dans la SUMOylation (Novatchkova et al., 2012). En revanche, les monocotylédones
comme le riz possédent au moins deux génes SCE, ce qui suggére une diversification fonctionnelle de cette
catégorie enzymatique. Cette divergence est corroborée par des études fonctionnelles : par exemple, chez
le riz, 'OsSCE1 sur-exprimée augmente la sensibilité a la sécheresse, tandis que I'OsSCE3 conféere une
tolérance accrue a ce stress (Joo et al., 2019). Ces différences entre monocotylédones et dicotylédones
renforcent I'idée que les patrons de SUMOylation peuvent varier non seulement en termes de composition
enzymatique, mais aussi en raison de I'expression fonctionnelle des isoformes E2. De plus, certaines
protéines cibles SUMOylées, notamment des facteurs de transcription impliqués dans la réponse au stress
(par exemple HSFA2, DREB2 (Wang et al., 2020)), sont conservées et SUMOylées dans les deux espeéces,
indiquant un socle fonctionnel commun. Cependant, il est raisonnable de penser que la dynamique,
I'intensité, et le contexte cellulaire de la SUMOylation different, car ces processus sont régulés finement

par des réseaux de signalisation et des conditions environnementales spécifiques a chaque espece. Dans
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ce contexte, |'utilisation d’un anticorps anti-SUMO provenant d’une dicotylédone repose sur I’hypothese
d’une conservation suffisante de I'épitope entre les SUMO de monocotylédones et dicotylédones. Cette
hypothése est soutenue par la forte identité de séquence mais n’exclut pas des différences d’accessibilité
ou de conformation en contexte chromatinien (Novatchkova et al., 2012). Ainsi, bien que cette approche
soit pertinente et courante en systémes hétérologues, elle introduit un facteur a considérer dans
I'interprétation des résultats et leur transposabilité entre lignées évolutives. Notre étude ne visant pas une
comparaison fonctionnelle directe, les données actuelles ne permettent pas de conclure sur d’éventuelles

divergences de profils de SUMOylation entre monocotylédones et dicotylédones.

Nos résultats de ChIP-gPCR ont révélé un enrichissement qualitatif de la SUMOylation sur les régions
promotrices contenant des motifs HSE canoniques en condition de stress de HT, suggérant une régulation
transcriptionnelle directe médiée par les protéines SUMOylées, possiblement des facteurs de transcription
(FTs) ou des coactivateurs, recrutées sur ces promoteurs pendant le stress. La quantification de cet
enrichissement a été réalisée en comparant les échantillons immunoprécipités a un controle non
immunoprécipité (input) permettant de distinguer un enrichissement spécifique par rapport au bruit de
fond. Bien que cette approche n’offre pas la couverture génomique et la résolution globale d’'un
séquencage de type ChIP-Seq, elle présente une sensibilité suffisante pour détecter des enrichissements
spécifiques. Elle permet ainsi de mettre en évidence des modifications localisées sur des régions
promotrices ciblées, en lien avec une régulation transcriptionnelle potentielle. Ces observations
renforcent I’hypothése que la SUMOylation peut moduler directement I'activité transcriptionnelle en
agissant sur les complexes régulateurs liés a I’ADN. Toutefois, il convient de préciser que ces données ne
constituent pas une démonstration directe de causalité. Une confirmation définitive nécessiterait des
approches complémentaires telles qu’un ChIP-Seq global pour identifier 'ensemble des loci SUMOylés,
suivi d’analyses transcriptomiques (RNA-Seq) afin d’évaluer la corrélation entre SUMOylation et
modulation de I'expression génique, ou encore des co-immunoprécipitations permettant d’identifier les

facteurs de transcription SUMOylés impliqués.

Au niveau moléculaire, la SUMOylation est connue pour influencer la dynamique d’assemblage des
complexes transcriptionnels de plusieurs fagons. Elle peut par exemple faciliter ou inhiber la formation de
ces complexes en créant des interfaces de reconnaissance spécifiques (via des domaines portant des
motifs d’interaction SIM/SUMO), modulant ainsi les interactions entre les facteurs de FTs, les coactivateurs

et la machinerie transcriptionnelle de base (Aguilar-Martinez et al., 2015 ; Chen et al., 2024 ; Cong et al.,
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2011). Cette modification post-traductionnelle peut également réguler la stabilité des FTs en les
protégeant de la dégradation par le protéasome, ou a l'inverse, en facilitant leur reconnaissance par des
facteurs de dégradation dans certains contextes cellulaires (Boulanger et al., 2021 ; Rosonina et al., 2017).
Par ailleurs, la SUMOylation peut modifier la localisation subnucléaire de ces protéines, favorisant leur
accumulation dans des zones transcriptionnellement actives ou répressives, comme les corps nucléaires
ou des sites de chromatine spécifiques. Ces effets combinés contribuent a moduler la réponse
transcriptionnelle de maniére fine et rapide en situation de stress, comme observé ici dans les conditions
de haute température. Dans Arabidopsis, il a été démontré que certains FTs comme DREB2A sont stabilisés
via la SUMOylation, leur conférant une plus grande persistance dans le noyau en condition de stress de HT
(Wang et al., 2020). D’autres travaux ont démontré, toujours dans Arabidopsis, que la SUMOylation,
notamment sur des régions de chromatine active, peut restreindre I'expression transcriptionnelle en
réponse au stress de HT, permettant d’ajuster I'expression génique en situation dans ces mémes
conditions (Niskanen et al., 2015). Cette double capacité a activer ou restreindre la transcription souligne
la nature contextuelle et dynamique de la SUMOylation. Le fait que les HSFs se lient a leurs propres
promoteurs suggére aussi une régulation croisée au sein de cette famille de protéines. En outre, la
présence de motifs HSE multiples dans les régions promotrices de ces génes souléve la possibilité d’une
autorégulation ou d’une régulation croisée entre membres de la famille HSF. Des travaux antérieurs ont
montré que certains HSFs peuvent se lier a leur propre promoteur ou a celui d'autres HSFs, créant ainsi
des boucles de rétrocontrole positives ou négatives (Cohen-Peer et al., 2010 ; Han et al., 2021). Dans un
tel scénario, la SUMOylation pourrait servir de commutateur moléculaire modulant cette boucle de
rétrocontrole selon I'intensité et la durée du stress de HT. L’hypothése d’une boucle de rétrocontrole par
lequel les HSFs réguleraient leur propre expression via la SUMOylation, pourrait étre explorée par plusieurs
approches. |l serait possible de réaliser un ChlP temporel afin de suivre la dynamique d’enrichissement en
SUMO sur les promoteurs de HSFs pendant la phase de stress et lors de la récupération (Chang et al., 2013).
Aussi, des approches de double ChIP (re-ChIP) pourraient étre mises en ceuvre pour déterminer si la
SUMOylation et la liaison directe des HSFs coexistent sur les mémes loci (Wu et Donohoe, 2016). Ces
expériences contribueraient a clarifier le réle fonctionnel de la SUMOQylation dans la boucle de régulation

des HSFs.
Enfin nos résultats suggerent également que OsHSFA2d et OsHSFA6 exercent leur fonction de maniere

complémentaire, tant sur le plan spatial que temporel. D’'une part, OsHSFA2d fait I'objet d’un épissage

alternatif produisant la forme active OsHSFA2dI sous stress, qui s’accumule dans le noyau pour activer
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rapidement les génes de choc thermique, tandis que sa forme inactive prédomine en condition controéle,
soulignant un mécanisme adaptatif temporel (Cheng et al., 2015). D’autre part, OsHSFA6 présente un
profil d’expression plus restreint, avec une prédilection pour les tissus vasculaires et les jeunes feuilles
(structures ou le stress de HT engendre généralement les premiers symptomes de détresse cellulaire)
suggérant qu’il renforce localement I'action d’OsHSFA2d dans ces organes particulierement sensibles au
stress (Singh et al., 2018 ; Wang et al., 2009). Des études sur Arabidopsis montrent que HSFA1 et HSFA2
forment un complexe qui renforce la transcription des genes de choc thermique (Chan-Schaminet et al.,
2009). Chez le riz, on peut imaginer qu’OsHSFA2d et OsHSFA6 s’associent de la méme maniere, leur
interaction étant contrblée par la SUMOylation, pour ajuster et renforcer la réponse aux différentes
intensités et localisations du stress de HT. Des analyses transcriptomiques plus fines, pourraient permettre
de distinguer ces patrons d’expression tissulaire et temporelle, et aider a clarifier leurs roles respectifs
(Chandran et al., 2024 ; Wang et al., 2009). En résumé, les résultats obtenus sur OsHSFA2d et OsHSFA6
mettent en lumiére leur role potentiel comme régulateurs centraux de la réponse au stress de HT dans le
riz, possiblement modulés via la SUMOylation. Cette PTM pourrait influencer leur activité et la répartition
fonctionnelle des HSFs, influencant a la fois leur capacité a activer la transcription des genes cibles et leur

interaction entre elles mais aussi leur capacité a s’autoréguler, en fonction de la sévérité du stress.

Un résultat notable est celui de I'analyse d’un géne supposé controle négatif, OsETFB (Os04g0182800),
codant pour la sous-unité B de I'Electron-Transfer Flavoprotein. Ce gene avait été initialement sélectionné
comme contr6le négatif dans notre approche, en raison de plusieurs critéres. Tout d’abord, il n’est pas
répertorié parmi les génes régulés transcriptionnellement en réponse au stress de HT dans les bases de
données transcriptomiques comme RiceXPro, ni dans les études antérieures (Wilkins et al., 2016), et son
promoteur est dépourvu de motifs HSE canoniques, normalement reconnus par les facteurs de
transcription HSF. Son choix visait donc a évaluer la spécificité du signal de SUMOylation détecté par ChIP-
gPCR. Contrairement a un témoin négatif neutre, le promoteur d’OsETFB présente un enrichissement
SUMO élevé et constant (= 135 % en contrdle vs. = 127 % sous HT, p > 0,05), révélant une SUMOylation
constitutive de ce locus. En effet, certaines enzymes et régulateurs métaboliques mitochondriaux sont
eux-mémes soumis a SUMOylation (Yu et al., 2020) ; (Seager et al., 2024) ce qui suggére I'existence d’un
dialogue bidirectionnel entre les fonctions mitochondriales et la régulation nucléaire via des signaux post-
traductionnels. Ce signal permanent peut résulter de la présence de facteurs transcriptionnels ou de
cofacteurs SUMOylés en conditions basales, assurant le contrdle de I'expression d’OsETFB en lien avec son

role clé dans le métabolisme mitochondrial (Araujo et al., 2010), ou d’une architecture chromatinienne
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particulierement riche en histones SUMOylées (Shiio et Eisenman, 2003) . Des études antérieures ont
montré qu’ETFB est une sous-unité structurale clé du complexe ETF/ETFQO, qui assure le transfert
d’électrons entre la B-oxydation des acides gras et la chaine respiratoire mitochondriale, contribuant a Ia
production d’ATP (Araujo et al., 2010). Son role est crucial durant les phases de forte mobilisation
énergétique, telles que la germination ou les réponses adaptatives au stress. Des travaux récents ont
d’ailleurs montré que I'activité du complexe ETF/ETFQO est indispensable au bon développement des
graines et a leur capacité a germer en I'absence de sucres exogenes, ce qui souligne I'importance d’un
métabolisme énergétique efficace en présence ou en absence de stress (Fonseca-Pereira et al., 2022). Sur
le plan fonctionnel, cette SUMOylation constitutive pourrait refléter un rétrocontréle mitochondrie/noyau,
ou la SUMOylation module la transcription de génes énergétiques en fonction du statut métabolique basal
(He et al., 2020). Pour valider ces hypothéses, plusieurs approches sont envisageables. Tout d’abord, un
ChIP-Seq ciblé du promoteur d’OsETFpB, pour cartographier précisément les sites SUMOylés et comparer
la couverture génomique. Nous pourrions également faire I'analyse paralléle de I'expression d’OsETFp et
de la SUMOylation de ses régulateurs, afin de lier la modification post-traductionnelle a la régulation
transcriptionnelle (Han et al., 2021). Ces investigations permettront de clarifier le réle basal de la

SUMOylation sur OsETFp.

Il se pourrait également que le critére de sélection de ce géne s’avere effectivement limité, car la
régulation transcriptionnelle en réponse au stress HT n’est pas exclusivement médiée par les FTs
reconnaissant des HSE canoniques. De nombreux autres FTs impliqués dans la réponse au stress possedent
des motifs de liaison variés, y compris des HSE non canoniques ou d’autres éléments cis-régulateurs, ce
qui complique la définition d’un véritable contréle négatif (Wilkins et al., 2016). Une analyse approfondie
des transcriptomes disponibles dans NCBI et autres bases de données, incluant des conditions de stress
HT variées, aurait pu permettre d’identifier des génes dont I’expression reste stable, indépendamment du
stress, offrant ainsi des controles négatifs plus robustes et spécifiques. Cette démarche s’avere d’autant
plus importante que certains génes dits « controles négatifs » peuvent en réalité répondre de maniere
plus générale au stress, plutét qu’a la chaleur spécifiquement. Il serait pertinent d’élargir I’étude en testant
I’'expression et la SUMOylation d’OsETFB dans d’autres conditions de stress (par exemple oxydatif, hypoxie
ou stress hydrique) pour déterminer si la réponse observée est spécifique a la haute température ou plus
générale. Pour démontrer cette spécificité, plusieurs approches pourraient étre envisagées : une analyse
comparative des profils d’expression d’OsETFB dans divers stress via qPCR ou transcriptomique, couplée a

des analyses ChIP-qPCR ou ChIP-Seq pour évaluer la dynamique de SUMOylation sous ces différentes
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conditions. Cette réflexion souligne la nécessité d’une sélection rigoureuse et justifiée des controles
négatifs dans les études ChIP, en tenant compte non seulement des motifs cis-régulateurs mais aussi des
données transcriptomiques globales et du contexte biologique. Cette démarche garantit la robustesse et

la pertinence des conclusions sur les modifications post-traductionnelles spécifiques au stress étudié.

En revanche, eEF-1la maintient systématiquement un % Input faible (= 5-8 %) et invariant entre les
conditions (p > 0,05), ce qui atteste de sa spécificité vis-a-vis de la SUMOylation et confirme que c’est un
témoin négatif fiable en ChIP-gPCR comme indiqué dans I’étude de Jain (Jain et al., 2006). A I'opposé des
résultats de la méme étude, UBQ5 présente une augmentation modérée mais significative sous stress
thermique (p = 0,048) pour la ChIP-qPCR avec anti-SUMO (Figure 3.3) alors qu’elle ne présente pas de
différence significative entre les deux conditions pour la ChIP-qPCR avec anti-OsSIZ1/2 (Figure 3.19). Ces
résultant révelent une variabilité non négligeable de son niveau basal et remettent en cause son statut de
géne de référence interne. Cette instabilité peut par exemple découler d’'une SUMOylation indirecte, qui

affecte I'exactitude de la normalisation des données gPCR.

Toutefois, il faut rester prudent dans l'interprétation de ce résultat. Les observations rapportées ici
proviennent exclusivement de données de ChIP-qPCR, une méthode ciblée mais plus limitée que les
approches a haut débit. Bien que I’enrichissement détecté sur OsHSFA2d et OsHSFAG6 soient robustes dans
ce cadre, nous n’avons pas pu confirmer ce signal a I'échelle du génome par ChIP-Seq. Une premiere
analyse exploratoire des données de séquencage n’a pas permis d’identifier de pic clair sur ces loci,
probablement en raison de la faible abondance des fragments enrichis, du bruit de fond inhérent a la
technique ou de parametres d’appel de pics trop stricts. Il est tout a fait plausible que le signal ChIP atténué
refléte une faible occupation réelle des ligases OsSIZ1/2 sur les sites chromatiniens ciblés, particulierement
dans certaines conditions expérimentales. En effet, la détection de protéines SUMOylées via ChIP est
complexe en raison de leur nature dynamique et de leur faible abondance intrinseque (Wu et Donohoe,
2016). De plus, des études montrent que certains sites fonctionnels peuvent présenter une occupation
faible mais biologiquement significative, méme si le signal détecté par ChIP est modeste (Jaini et al., 2014).
Enfin, I'efficacité des analyses dépend fortement des réplicats et des parameétres utilisés pour I'appel de
pics, et I'ajustement des outils comme MACS2 ou SICER peut changer radicalement les conclusions

(Steinhauser et al., 2016).
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Néanmoins, au vu de la dispersion technique observée entre les réplicats (Figure 3.4), de I'absence de pics
significatifs sur des génes pourtant SUMOylés (comme OsHSFA2d ou OsHSFAG6 selon la ChIP-qPCR), et du
faible recouvrement global entre les réplicats controles, des limitations expérimentales comme I'efficacité
de la sonication, la variabilité de I'immunoprécipitation ou les paramétres d’appel de pics ne peuvent étre
totalement exclues. Il est donc nécessaire de compléter ces résultats par réanalyse ciblée, avec des
réglages optimisés (par ex. MACS2 a seuils ajustés, filtrage amélioré des lectures) et un enrichissement
supplémentaire du promoteur, est en cours pour confirmer ces enrichissements. Par ailleurs, des travaux
antérieurs (Craig et al., 2015 ; Miura et al., 2009) ont déja suggéré que des sites génomiques impliqués
dans la régulation du métabolisme, du trafic membranaire ou encore de la signalisation hormonale
(comme I’ABA) pouvaient également étre ciblés par la SUMOylation en condition de stress. La distribution
des sites SUMOQylés est donc plus large que celle repérée par notre qPCR ciblée. Une telle distribution
renforcerait I’hypothése selon laquelle la SUMOylation constitue une plateforme de modulation
transcriptionnelle a large spectre, capable d’adapter la réponse environnementale en fonction des besoins

physiologiques de la cellule.

Des recherches futures pourraient inclure I'utilisation de mutants ciblant des composants clés de la voie
de SUMOylation afin de confirmer I'implication directe de cette modification dans la régulation des
promoteurs identifiés (Rytz et al., 2018). Par exemple, des mutants supprimant I’activité des enzymes
OsSIZ1 (connue pour son réle dans les réponses au stress (Park et al., 2011 ; Rytz et al., 2018)) ou 0sSIZ2
(peu d’études lui ont, jusqu’a présent, attribué un réle transcriptionnel ou une implication directe dans la
réponse au stress de HT) permettraient de déterminer si I’enrichissement observé sur les promoteurs de
OsHSFA2d, OsHSFA6, ou OsETFB dépend effectivement de I'activité ligase. Cette approche a déja été
illustrée par une étude (Pei et al., 2017) qui a utilisé des mutants a insertion T-DNA et des lignées RNAi
pour caractériser la fonction de OsSIZ2. Les auteurs ont montré que la mutation de OsSIZ2 affecte
négativement la croissance et le développement, en particulier des traits liés au rendement, tout en
réduisant les concentrations de phosphate inorganique et de phosphore total dans différents tissus. De
plus, I'expression de nombreux génes impliqués dans la perception et la signalisation du phosphate était
modulée de maniere différentielle chez ces mutants. Ces résultats suggerent que OsSIZ2 joue un réle
régulateur dans I’homéostasie du phosphate et dans les réponses développementales associées chez le
riz, bien que des recherches supplémentaires soient nécessaires pour élucider pleinement ses mécanismes
d’action (Pei et al., 2017). De méme, I’étude de plantes déficientes en enzymes de déSUMOylation telles

que les protéases OsOTS1 ou OsOTS2 (homologues des Ulp1/2 (Miller et al., 2013 ; Rytz et al., 2018))
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pourrait fournir des indications précieuses sur la dynamique et la réversibilité de la SUMOylation en
situation de stress. Ces lignées mutantes pourraient étre combinées a des approches de ChIP-gPCR, ChlIP-
Seq et RNA-Seq pour relier les modifications épigénétiques aux changements d’expression génique de
maniere causale (Rytz et al., 2018). Par ailleurs, I'utilisation de mutants ou de plantes surexprimant
certains facteurs de transcription candidats (comme des FTs NAC ou MYB) ou de versions non
SUMOylables de ces FTs (mutants de lysines cibles (Lois et al., 2003 ; Miura et al., 2007) ), offriront un
moyen de tester directement I'impact de la SUMOylation sur I'activation de nos loci cibles. Ces stratégies
contribueraient a affiner notre compréhension des mécanismes transcriptionnels SUMO-dépendants chez
le riz et orienteront le développement de stratégies ciblées pour renforcer la tolérance a la chaleur chez

les plantes cultivées.

L’analyse ChIP-Seq réalisée sur des feuilles de riz soumises a un stress de HT d’une heure a mis en évidence
une redistribution apparente de la SUMOylation, mais révéle surtout des limites qui conditionnent
I'interprétation des données. En suivant les recommandations usuelles pour les analyses de données ChlP-
Seq (An integrated encyclopedia of DNA elements in the human genome., 2012 ; Landt et al., 2012)., seuls
les réplicats présentant > 90 % de lectures conservées aprées FastP, > 95 % d’alignement, plus de 10 M de
lectures et au moins 10 000 pics (FDR < 0,05) ont été retenus, conduisant a I’exclusion d’un réplicat stress
(Tableau 3.3) et d’un réplicat contréle (Tableau 3.2) insuffisants. L'utilisation de DiffBind (Figure 3.4) a
ensuite montré que seuls 30 % des pics sont partagés entre les réplicats contrdle, contre 59 % sous HT,
tandis que la PCA illustre la dispersion des réplicats contréles et le rapprochement des réplicats stress.
Cette forte dispersion entre les réplicats d'une méme condition ne semblent pas étre d’ordre biologique,
mais résulte davantage de variations d’ordre technique comme ['efficacité de la sonication, de la
préparation des librairies, de la profondeur de séquengage ou de parametres d’appel de pics trop stricts
(Landt et al., 2012 ; Li et al., 2011). Pour corriger ces biais, nous pourrions compléter nos jeux de réplicats
en répétant le ChIP-Seq avec au moins un réplicat contrdle et un réplicat stress de HT supplémentaires
et/ou ajuster les seuils de MACS?2. Il serait également pertinent de tester des algorithmes alternatifs (SICER)
afin d’atténuer les biais d’appel de pics et de mieux capter les régions faiblement enrichies. SICER, par
exemple, scanne le génome en petites régions successives (comme un balayage pas a pas) pour repérer
des zones larges oU le signal est constamment ne serait-ce qu’un peu supérieur au bruit, plutét que de
chercher uniquement des « pics » trés marqués (Xu et al., 2014) . Ces optimisations techniques, sont
indispensables avant d’attribuer de facon fiable des changements de SUMOylation a un phénomeéne de

réponse au stress de HT chez Oryza sativa. Au-dela des ajustements méthodologiques indispensables, la
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comparaison directe entre conditions controle et stress révele malgré tout un signal cohérent de
redistribution de la SUMOylation sous haute température (Figure 3.5). En effet, parmi les 9 301 pics «
consensus » retenus, 157 régions présentent un enrichissement significatif sous stress (log.,FC>1, p<0,1)
contre 92 enrichies en contréle ; ces sites HT affichent une médiane de signal log, élevée (= 6,2) et une
IQR plus large (= 1,5), témoignant d’un recrutement localisé et robuste de la machinerie SUMO sur des
éléments régulateurs potentiellement impliqués dans la tolérance au stress de HT. Le diagramme de Venn
et la PCA confirment la séparation nette des deux conditions (PC1 > 80 % de variance pour les pics
différentiels) comme pour (Han et al., 2021), méme si la variabilité technique affecte davantage les
contrdles. Cette dualité souligne que, malgré le bruit expérimental et la dispersion entre les réplicats, le
changement de profil de SUMOQylation entre 28 °C et 40 °C demeure suffisamment marqué pour considérer
une réponse transcriptionnelle spécifique au stress de HT. Pour renforcer cette conclusion, il sera crucial
de coupler nos analyses ChIP-Seq optimisées a une quantification fonctionnelle des genes portés par ces
pics HT (RNA-Seq, ChIP-gPCR ciblée), afin de lier I’enrichissement SUMO a la modulation transcriptionnelle

induite par la chaleur chez Oryza sativa (Wang et al., 2023 ; Yu et al., 2024).

4.2  Optimisation de 'expression et de la purification des protéines recombinantes OsSIZ1/2

Un autre objectif de cette étude consistait en la production d’un anticorps capable de reconnaitre a la fois
les protéines recombinantes OsSIZ1 et OsSIZ2, en vue de faire un ChlP-Seq. Le ChIP-Seq avec un anticorps
anti-OsSI1Z1/2 permettrait de définir des régions génomiques ciblées par la SUMOylation lors de la réponse
au stress de HT, offrant ainsi des informations essentielles sur la localisation des sites de SUMOylation.
Pour atteindre cet objectif, nous avons tout d’abord produit des protéines recombinantes de ces SIZs ainsi
que de leur homologue d’Arabidopsis a des fins d’'immunisation. Afin de guider le design des constructions,
nous avons utilisé la modélisation tridimensionnelle via AlphaFold2 pour examiner la structure locale des
domaines d’intérét, leur accessibilité en surface et leur positionnement relatif dans I'architecture globale.
L’alignement des séquences des domaines SP-RING (domaine le plus conservé au sein des SUMO E3 ligases)
présentée dans la Figure 3.6 a révélé une forte conservation entre les homologues d’Oryza sativa et
d’Arabidopsis thaliana (=277 % d’identité), soulignant la pertinence de cibler cette région dans une
stratégie d'immunisation croisée. Les modeles AlphaFold générés ont permis d’examiner non seulement
la structure locale des domaines d’intérét, mais également leur positionnement dans I’architecture globale
de la protéine. Ces analyses ont mis en évidence de potentielles interactions structurales entre le domaine
SP-RING et le domaine PINIT, suggérant une configuration tridimensionnelle compacte pouvant étre

cruciale pour la stabilité et le repliement correct de la protéine (Yunus et Lima, 2009) . Ces observations
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ont été renforcées par les profils de conservation des résidus (Figure 3.6), calculés a partir du score B-
factor et visualisés via PyMOL, qui indiquent une forte conservation sur I’'ensemble du domaine SP-RING,
avec des scores dépassant les 70 % sur la majorité des résidus. Ces éléments ont guidé le choix rationnel
de deux types de constructions pour I'expression des protéines recombinantes. Tout d’abord, nous avons
élaboré une version courte contenant uniguement le domaine SP-RING, ciblant spécifiquement la région
catalytique conservée tout en ajoutant une phénylalanine en N-terminal des constructions pour pouvoir
mimer un résidu provenant du PINIT et empécher I'exposition de résidus hydrophobes. Nous avons ensuite
élaboré une version longue combinant les domaines PINIT et SP-RING afin d’assurer un meilleur
repliement et une stabilité accrue en conditions bactériennes. Ce design multiple visait a maximiser les
chances de produire un antigene recombinant soluble, fonctionnel et immunogéne, compatible avec les

exigences de pureté pour les applications de ChlIP-Seq.

Le clonage des domaines SP-RING d’OsSIZ1, OsSIZ2 et AtSIZ1 a ensuite été réalisé en utilisant la méthode
de clonage de Gibson. Bien que la synthése de genes représente aujourd’hui une alternative rapide et
fiable, notamment pour des domaines courts comme SP-RING, I'approche par RT-PCR a partir d’ADNc a
été privilégiée dans ce projet en raison de son intégration dans les protocoles établis au sein du laboratoire
d’accueil. Cette méthode, largement utilisée, offre également I'avantage d’amplifier directement les
transcrits effectivement exprimés chez les espéces étudiées, ce qui peut étre pertinent pour éviter les biais
liés a des séquences synthétiques standardisées (Bustin et Nolan, 2004). Les premieres PCR ont donné des
amplicons faibles (Figure 3.7) nécessitant une réamplification. Une fois la quantité suffisante obtenue, les
fragments ont été insérés dans le vecteur pRSF-Trx, qui permet une réplication a faible nombre de copies
grace a l'origine p15A, facilitant ainsi un meilleur contréle de I'expression. Ce vecteur contenant des
étiquettes histidine et thiorédoxine, optimise la purification et la solubilité des protéines recombinantes
dans E. coli (LaVallie et al., 1993). L’optimisation des conditions d’expression et de purification est une
étape essentielle pour I'obtention de protéines recombinantes solubles et fonctionnelles, en particulier
lorsqu’il s’agit de protéines eucaryotes exprimées dans un héte procaryote comme E. coli. L'induction a
18 °C par 100 uM d’IPTG a initialement permis I’expression des protéines attendues, comme observé dans
les fractions induites () comparées aux non induites (NI), avec des tailles cohérentes pour les versions
longues (~50 kDa) et courtes (~32 kDa) (Figure 3.9). Toutefois, une perte partielle de protéines a été notée
lors de I'étape de centrifugation post-lyse, suggérant qu’une proportion de protéines existe sous forme
insoluble, possiblement due a des phénomeénes d’agrégation ou a une mauvaise conformation. Une

purification par chromatographie d’affinité au nickel a permis I'obtention de protéines partiellement pures.
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Cependant, I'optimisation des conditions de clivage des étiquettes s’est révélée plus complexe qu’anticipé.
L’absence de clivage visible a température ambiante pendant les 6 premiéres heures (Figure 3.10.A) a mis
en évidence un probleme d’accessibilité du site ENLYFQG ou une interférence avec I'activité enzymatique
de la protéase TEV. Plusieurs facteurs influencent en effet cette activité, notamment la composition du
tampon et la température (Tropea et al., 2009). L'inhibition partielle du clivage par la protéase TEV en
présence de glycérol a 10 % pourrait s’expliquer par les propriétés vitrifiantes du glycérol, qui en créant
une matrice protectrice a faible concentration, peuvent compromettre la dynamique enzymatique a
concentration plus élevée car trop visqueuse et rigide (Crowe et al., 1998). En réduisant la teneur en
glycérol a 1 %, une amélioration nette du clivage est observée (Figure 3.10.C), suggérant que les conditions

plus fluides du tampon favorisent I'accessibilité au site de clivage.

Afin d’améliorer la qualité du clivage, une dialyse a donc été introduite pour éliminer les inhibiteurs
potentiels (glycérol, sels, imidazole), et les résultats post-dialyse ont permis un clivage plus net pour les
versions courtes de nos protéines recombinantes (Figure 3.11). Les résultats expérimentaux montrent une
tendance marquée a l'agrégation des formes longues des protéines recombinantes AtSIZ1, OsSIZ1 et
OsSIZ2 apreés la dialyse, contrairement aux formes courtes contenant uniquement le domaine SP-RING.
Cette observation suggéere que I'ajout du domaine PINIT contribue significativement a la réduction de la
solubilité des protéines. Ce comportement suggére un réle direct du domaine PINIT dans la diminution de
la solubilité globale des protéines recombinantes. Cette hypothese est confortée par les modélisations
AlphaFold, qui indiquent que ce domaine est structuralement bien replié, avec un score de confiance
pLDDT (Predicted Local Distance Difference Test) >70, mais localisé a la surface de la protéine, ce qui peut
favoriser des interactions non spécifiques et entrainer une agrégation lorsqu’il est exprimé en systéme
hétérologue. Ce phénomene est renforcé lors de la dialyse, notamment lorsque la force ionique du tampon
est abaissée, suggérant que le domaine PINIT pourrait déséquilibrer les propriétés
hydrophiles/hydrophobes globales de la protéine. Cette observation s’aligne avec des travaux (Niwa et
al., 2009) qui ont démontré que la solubilité des protéines exprimées dans E. coli suit une distribution
bimodale (avec une partie soluble et une partie insoluble), et que les protéines possédant des régions
exposées ou désordonnées sont plus susceptibles de s’agréger, indépendamment du niveau d’expression
ou de la transcription. Le domaine PINIT a été largement associé a la régulation subcellulaire et a la
fonction enzymatique des ligases SIZ, en particulier chez Arabidopsis thaliana. |l joue un role central dans
la rétention nucléaire de la protéine, influencant ainsi son accessibilité aux substrats nucléaires et sa

capacité a catalyser la SUMOylation (Jmii et Cappadocia, 2021 ; Yunus et Lima, 2009) et suppose une
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accessibilité fonctionnelle du domaine. Ce caractére exposé, tout en étant nécessaire pour I’activité in vivo,
peut devenir problématique lors de I'expression hétérologue (dans un systéme hote différent de
I’'organisme d’origine) en absence de partenaires cellulaires stabilisateurs (tels que les chaperonnes ou
cofacteurs spécifiques). Cela peut provoquer une agrégation induite par une surface exposée trop réactive
comme documenté précédemment pour certaines protéines recombinantes contenant des domaines de
régulation périphériques (Tokuriki et Tawfik, 2009). Une solution a ce probléme pourrait étre ['utilisation,
lors de I'expression, de chaperonnes moléculaires telles que GroEL ou DnaK pouvant améliorer le
repliement adéquat de ces protéines recombinantes, limitant ainsi leur agrégation et augmentant leur
solubilité. Cette stratégie permettrait d'optimiser 'expression de protéines comportant des domaines
susceptibles d'induire une instabilité conformationnelle, facilitant ainsi leur production fonctionnelle en

E. coli (Marco et al., 2007) .

Par ailleurs, I'absence de clivage par la protéase TEV observée pour ces versions longues (Figure 3.10)
suggere un masquage stérique du site ENLYFQG, potentiellement causé par un repliement spécifique de
la protéine recombinante incluant PINIT. Cela souléve la possibilité que le domaine PINIT, en modifiant la
conformation globale de la protéine fusionnée, entrave |'accés de la protéase TEV a son site de clivage. Il
s’agit d’'un phénoméne connu pour les protéines adoptant des conformations compactes ou auto-
associatives (Tropea et al., 2009). Ce type de conformation peut résulter d’un repliement interne "fermé",
ou la protéine masque certaines régions en se repliant sur elle-méme, ou bien d’une auto-association entre
plusieurs copies de la protéine, formant des oligomeres ou des agrégats. Ces états structuraux peuvent
limiter I'accessibilité a des sites fonctionnels, comme les épitopes ou les sites de clivage protéolytique,
sans impliquer une interaction spécifique avec un partenaire moléculaire. En résumé, la combinaison d’un
domaine potentiellement agrégant (PINIT), de la baisse de solubilité lors de la dialyse, et de I'inaccessibilité
du site de clivage a la protéase TEV renforce I'idée que les formes longues des SIZs ne sont pas adaptées a
une expression recombinante soluble. Les données de cette étude, combinées a celles de la littérature,
justifient donc le choix des formes courtes (SP-RING seul) pour les applications ultérieures, notamment la

production d’anticorps.

Dans un premier temps, I'expression recombinante des protéines SIZ, notamment de la version SP-RING
seul d’AtSIZ1, a révélé des défis importants en termes de solubilité. En effet, AtSIZ1 présente une
propension élevée a I'agrégation aprés clivage. L’analyse des fractions apres dialyse montre que AtSIZ1

non clivée se retrouve dans le culot (Figure 3.12), confirmant que le probleme de solubilité ne découle pas
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essentiellement du retrait de I'étiquette de thiorédoxine. La majorité de la protéine AtSIZ1 clivée présente
également une agrégation importante, ce qui suggere que la solubilité intrinseque du domaine SP-RING
est limitée, indépendamment de la présence de I'étiquette. Ce phénomeéne est cohérent avec ce qui est
souvent observé pour des domaines fonctionnels isolés, qui, en I'absence de leurs partenaires structuraux
ou de stabilisation contextuelle, peuvent présenter une instabilité et une tendance accrue a I’agrégation
(Rosano et Ceccarelli, 2014). Nous nous sommes ensuite intéressés aux OsSIZs. Les résultats similaires
obtenus pour 0sSIZ2, nous ont mis sur la piste d’'une exploration plus approfondie du réle de la
composition du tampon dans la solubilité des protéines recombinantes SIZs. Les résultats (Tableau 3.5)
nous ont permis d’établir que la concentration en sel était le facteur déterminant quant a la solubilité des
protéines recombinantes. La protéine OsSIZ2, bien que mieux exprimée, a montré une dépendance
prononcée a la force ionique du tampon, précipitant systématiquement a des concentrations de NaCl
inférieures a 100 mM. Ce phénomeéne, mis en évidence par les tests de solubilité (Tableau 3.5), indique
une nécessité de maintenir une concentration élevée en sel pour prévenir I'agrégation. Une solubilisation
efficace a été obtenue avec du PBS 1X enrichi a 350 mM NaCl mais nous avons choisis de procéder avec
un tampon PBS 1X classique (137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCl, 10 mM de Na,HPO, et 1.8 mM de KH,PQy,,
ajustée a un pH de 7.4) car plus proche des conditions physiologiques et contenant des ions potassium et
phosphate contribuant a I'effet de solubilité, ce qui a également permis un clivage efficace par la protéase
TEV (Figure 3.13). Ce comportement est typique des protéines présentant des surfaces hydrophobes
partiellement exposées, nécessitant une force ionique élevée pour limiter les interactions non spécifiques
(Arakawa et al., 2007 ; Golovanov et al., 2004). La découverte de cette dépendance marquée a la force
ionique chez OsSIZ2 aurait pu étre explorée également dans le cas d’AtSIZ1. Il est en effet plausible que la
faible solubilité observée pour le domaine SP-RING d’AtSIZ1 soit en partie due a des conditions de dialyse
sous-optimales en termes de force ionique. Toutefois, cette hypothése n’a pas été testée
expérimentalement dans cette étude. L'absence de cette exploration représente une limite
méthodologique qui pourrait étre adressée dans des travaux futurs, afin de vérifier si un ajustement de la
concentration saline aurait permis une meilleure récupération de protéines solubles pour AtSIZ1 court.
Enfin, le clivage efficace des étiquettes par protéase TEV aprés I'augmentation de la concentration en sel
suggere que ces conditions n'affectent pas l'activité de la protéase et peuvent faciliter les étapes
ultérieures de purification. Cette observation est soutenue par des travaux récents (Shahriari et al., 2024),
qui ont montré que la protéase TEV conserve son activité méme dans des tampons a haute salinité,
confirmant ainsi que des concentrations élevées en NaCl peuvent non seulement prévenir I'agrégation des

protéines recombinantes mais aussi maintenir |'efficacité de notre enzyme de clivage.
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Les derniers ajustements concernant I'optimisation des conditions d’expression ont constitué une étape
cruciale pour surmonter les limitations initiales liées aux faibles rendements protéiques des versions
courtes d’0OsSIZ1 et OsSIZ2. En effet, 'augmentation de la concentration d’IPTG de 20 uM a 100 pM a
conduit a une amélioration notable de la biomasse bactérienne et du rendement protéique aprées
purification. Cette concentration, bien que plus faible que les doses classiques décrites dans la littérature
(0,5 a 1 mM; (Sivashanmugam et al., 2009) ), reste dans la plage typiquement utilisée dans notre
laboratoire (100 a 300 uM), et a été combinée a une réduction de la température d’induction a 30 °C.
Cette approche s’appuie sur des principes selon lesquels une induction a plus basse température peut
réduire la vitesse de traduction, favorisant ainsi le bon repliement des protéines et limitant leur agrégation
dans les corps d’inclusion (Rosano et Ceccarelli, 2014 ; Sgrensen et Mortensen, 2005). Les résultats
obtenus ici, avec une multiplication par un facteur de trois des culots bactériens et des concentrations
protéiques post-purification dépassant 16,5 mg (comparativement aux concentrations début avoisinant 5
mg ou moins), confirment I'efficacité de cette stratégie (Figure 3.14). La combinaison de cette optimisation
avec un protocole de clivage ajusté (dialyse dans du PBS 1X a 5 mM B-mercaptoéthanol a 4 °C) a permis
d’éviter I'agrégation des protéines recombinantes. L'absence d’agrégats observée au lendemain de Ia
dialyse constitue une avancée significative par rapport aux essais précédents. L'utilisation d'un tampon
physiologique tel que PBS 1X enrichi en agent réducteur s’est révélée compatible a la fois avec la stabilité
des protéines et I'activité de la protéase TEV, comme précédemment démontré dans d'autres contextes
de purification (Shahriari et al., 2024). L'étape finale de purification par chromatographie d’exclusion
stérique a permis une séparation efficace des protéines clivées du reste des composants, validant la
stratégie de clivage durant la dialyse. Le choix d’une colonne Superdex S75, adaptée aux protéines de
petite a moyenne taille, s’est avéré pertinent pour isoler les domaines SP-RING monomériques. Les
fractions collectées (Figure 3.14 fractions 9 et 10) ont montré une bonne pureté, condition indispensable
a leur utilisation dans des applications immunologiques. La concentration finale obtenue (1,402 mg/mL
pour un total de ~4 mg de protéines) est satisfaisante pour des essais de production d’anticorps

polyclonaux.

Ce optimisation illustre I'importance de la flexibilité expérimentale lors de la production de protéines
recombinantes. Il faut coupler I'optimisation des conditions d’expression (induction, température) a des
stratégies de purification raisonnées tenant compte des particularités biophysiques des protéines cibles.
Le choix des domaines exprimés, les conditions de solubilité, le tampon de clivage, et méme la nature du

vecteur, ont tous un impact significatif sur le rendement et la qualité des protéines obtenues. Il convient
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également de souligner que I'ensemble du processus a été conduit en conditions natives, ce qui augmente
les chances que les anticorps générés reconnaissent la conformation native des domaines SP-RING,
essentielle pour des applications fonctionnelles ultérieures. Cette approche compléete peut servir de
modele pour I'expression et la purification de protéines recombinantes contenant des domaines sensibles

ou instables.

4.3  Validation fonctionnelle des anticorps anti-OsSIZ1/2 et perspectives d’application

La mise au point d’anticorps spécifiques et fonctionnels dirigés contre les SUMO E3 ligases OsSIZ1 et OsSIZ2
constituait une étape clé pour permettre des analyses d’interactions protéines-ADN par
immunoprécipitation de chromatine (ChlP). Dans cette optique, les premiers tests réalisés par ELISA, par
la compagnie MédiMabs qui a produit les anticorps, ont permis d’établir un profil de réponse immunitaire
robuste. Les titres d’anticorps observés dans les sérums post-immunisation, dépassant une dilution de
1:1 000000 tout en maintenant un signal significatif, suggerent une immunogénicité élevée des antigénes
recombinants, en accord avec les observations classiques sur les antigénes protéiques bien structurés
(Hermanson, 2013 ; Ridley, 1989). Cependant, les résultats des immunobuvardages et de ChIP-qPCR ont
révélé une certaine complexité découlant de I'utilisation de sérums bruts. En effet, bien que les anticorps
reconnaissent clairement les protéines recombinantes OsSIZ1 et OsSIZ2, une réactivité croisée envers
d’autres protéines, possiblement des contaminants bactériens co-purifiés a également été détectée
(Figure 3.15). Cette réactivité non spécifique, typique des sérums polyclonaux (Lipman et al., 2005), peut
limiter linterprétation des signaux, notamment dans des tests d’immunobuvardage ou
immunoprécipitation ol la complexité de I'échantillon est élevée. Les tests fonctionnels de ChIP-gPCR ont
d’ailleurs confirmé ces limites : aucune différence qualitative d’enrichissement n’a été observée entre les
sérums immuns et préimmuns, tant en condition standard qu’aprés un stress de HT (Figure 3.16). Une telle
absence de signal pourrait résulter d'un manque de spécificité, d’'une reconnaissance insuffisante des
protéines cibles dans leur conformation native, ou encore d’'un effet d’interférence di a la présence
d’anticorps dirigés contre d’autres antigenes présents dans le sérum (Egelhofer et al., 2011 ; Teytelman et
al., 2013). Ce constat met en lumiére une réalité souvent sous-estimée dans les approches
immunologiques : la validation d’un anticorps par Western blot ne permet pas de juger de la fonctionnalité
d’un anticorps en ChIP. Le Western blot, par conception, implique une dénaturation complete des
protéines a I'aide de SDS (sodium dodecyl sulfate) parfois associée a I'effet de chaleur. Ce processus détruit
la conformation tridimensionnelle native des protéines, exposant des séquences continues d’acides

aminés accessibles apres dénaturation. Ce sont donc des épitopes dit linéaires. En revanche, la ChlP repose
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sur la reconnaissance d’épitopes conformationnels dans un environnement natif, ou les protéines sont
associées a I’ADN, parfois en interaction avec d’autres partenaires, au sein de la chromatine. Autrement
dit, un anticorps peut trés bien reconnaitre une protéine dénaturée en Western blot sans pour autant étre
capable d’interagir avec cette méme protéine dans son état natif dans la cellule. D’ailleurs, des articles
fondateurs sur la ChIP, confirment que les performances d’un anticorps dans des applications telles que la
ChIP ne peuvent étre extrapolées a partir de données obtenues en Western blot. (Orlando, 2000 ;
Teytelman et al., 2013). Cette divergence entre épitopes linéaires et conformationnels est également
détaillée dans d’autres travaux (Hermanson, 2013), qui soulignent que la reconnaissance d’un antigene
dépend largement de la structure tridimensionnelle de la protéine et de la conservation de cette structure

pendant I'immunoprécipitation.

Un autre point important concerne la détection d'un signal, bien que plus faible, dans les
immunobuvardages en conditions utilisant le sérum préimmun (Figure 3.15). Théoriquement, ce sérum,
prélevé avant 'immunisation, ne devrait contenir aucun anticorps dirigé contre les SIZs du riz. Toutefois,
un signal résiduel a été détecté, soulevant plusieurs hypotheses. D’une part, il pourrait s’agir d’un bruit de
fond technique, inhérent aux protocoles d’'immunoprécipitation (liaison non spécifique a la résine via des
interactions hydrophobes ou électrostatiques). D’autre part, une reconnaissance croisée par des anticorps
naturels pourrait étre envisagée. Bien que le domaine SP-RING d’OsSIZ1 soit végétal, il partage une
structure caractéristique hautement conservée avec les SUMO E3 ligases chez les mammiferes,
notamment PIAS1. Une comparaison avec la séquence du SP-RING de PIAS1 du lapin révele une
conservation partielle des résidus fonctionnels (notamment les cystéines et histidines coordonnant le zinc),
malgré une divergence notable de la séquence primaire. Cette similitude structurale, bien que partielle,
pourrait permettre une reconnaissance non spécifique par des anticorps dits "naturels", connus pour leur

réactivité croisée vis-a-vis de structures conservées (Avrameas, 1991 ; Silosi et al., 2016).

Afin d'assurer cette spécificité, il est crucial de purifier les anticorps d'intérét pour éliminer les
interférences provenant de protéines non ciblées. Comme le souligne (Hermanson, 2013) dans son
chapitre sur la modification et la conjugaison des anticorps, la purification par affinité permet de séparer
efficacement les anticorps spécifiques des autres composants du sérum complexe. Cette méthode est
particulierement utile pour isoler les anticorps capables de lier spécifiquement leurs cibles, comme cela a
été fait dans cette étude pour purifier les anticorps dirigés contre OsSIZ1 et OsSIZ2. Bien qu’aucune

quantification directe de I'augmentation de spécificité n’ait été réalisée entre les anticorps bruts et purifiés,
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plusieurs indices expérimentaux (diminution du signal avec le sérum préimmun, enrichissement spécifique
en IP in vitro avec les formes SAP+) suggérent une amélioration significative a la suite de la purification par
affinité. Une analyse comparative plus systématique (test de compétition, immunobuvardages avec
anticorps bruts vs purifiés) pourrait étre envisagée dans des travaux futurs pour confirmer ce gain de
spécificité (Bordeaux et al., 2010). De plus, des expériences de ChIP-Seq ont été menées chez les
mammiféres avec des anticorps dirigés contre des protéines PIAS, mais les informations techniques
concernant leur production, en particulier la région de la protéine utilisée pour I'immunisation, sont
rarement détaillées. Cette absence de données limite les possibilités de comparaison directe avec notre
propre approche expérimentale, notamment en ce qui concerne le choix de I'épitope et la validation des

anticorps pour des applications de type ChlP.

Dans le but de valider la reconnaissance des SIZs dans leur forme native et leur interaction avec I’ADN, des
approches complémentaires ont été explorées. Les essais d'immunoprécipitation in vitro (Figure 3.19),
combinant les protéines recombinantes avec de I'’ADN plasmidique, ont permis de montrer un
enrichissement significatif en ADN pour les formes d’OsSIZ1 et OsSIZ2 contenant le domaine SAP (SAP +
PINIT + SP-RING). Ce domaine, connu pour sa capacité a lier I’ADN, est essentiel pour la fonction des ligases
SUMO de type SIZ (Gareau et Lima, 2010 ; Jmii et Cappadocia, 2021). Les anticorps utilisés dans ces
expériences ont été générés contre le domaine SP-RING, une région hautement conservée des protéines
de type SIZ (ou PIAS), impliquée dans I'activité E3 ligase du processus de SUMOylation (Gareau et Lima,
2010 ; Johnson, 2004). Bien que ce domaine joue un réle central dans le transfert de SUMO a la cible, il
n’est pas connu pour interagir directement avec I’ADN ou pour cibler spécifiquement des séquences
partir des protéines 0sSIZ1/2 dépourvues du domaine SAP s’avére donc particulierement intéressante :
bien qu’on observe un signal qPCR plus faible (mais relativement proche) pour ces formes (Cq = 16 contre
= 14 pour les formes SAP+), cela indique néanmoins une capacité a co-précipiter I’ADN, peut-étre via des
interactions faibles, transitoires ou non spécifiques. La différence de concentration estimée (facteur ~5)
témoigne d’'une affinité supérieure des formes contenant le domaine SAP, connu pour sa capacité a
interagir directement avec I’ADN et a favoriser la localisation nucléaire des protéines SIZ/PIAS (Aravind et
Koonin, 2000 ; Jmii et Cappadocia, 2021). Cependant, le fait que les formes dépourvues de SAP puissent
tout de méme étre détectées en association a I'ADN in vitro suggeére l'existence de mécanismes
secondaires d’interaction. Ce résultat pourrait s’expliquer par des interactions électrostatiques

transitoires avec I’ADN (Luscombe et al., 2001) ou des effets de multimérisations des protéines sur la
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chromatine (Schmidt et Miller, 2003). Ces observations suggérent qu’un signal détecté n’est pas
forcément synonyme d’interaction biologique spécifique ou fonctionnelle. Elles renforcent donc la
nécessité de combiner des approches complémentaires (comme la microscopie a fluorescence, le ChlP-
Seq ou les tests de mobilité électrophorétique EMSA) pour valider la spécificité réelle des interactions dans
des conditions mimant le plus fidelement possible le contexte cellulaire natif (Furey, 2012 ; Haring et al.,
2007). On pourrait par exemple procéder a un test de compétition antigénique. Il consiste a pré-incuber
I'anticorps avec I'antigene libre (par exemple, le domaine SP-RING sous forme purifiée), afin de saturer les
sites de liaison spécifiques avant 'immunoprécipitation. Une perte de signal dans ces conditions est un
indicateur fort de spécificité (Ridley, 1989). Par ailleurs, il est également recommandé d’utiliser des sérums
pré-absorbés, c’est-a-dire des anticorps qui ont été incubés au préalable avec des extraits protéiques ne
contenant pas I'antigéne cible (par exemple, des lysats de cellules végétales n’exprimant pas les SIZs ou
des lysats provenant de cellules bactériennes exprimant le plasmide pRSF-Trx vide). Cette étape permet
de retirer les anticorps qui reconnaissent des protéines communes ou abondantes sans lien avec la cible,
réduisant ainsi le bruit de fond di a des interactions fortuites ou de faible affinité. En combinant ces deux
approches, on peut mieux distinguer les enrichissements réellement spécifiques de ceux résultant
d’interactions non spécifiques ou de reconnaissances croisées (Mishra et al., 2017 ; Saper, 2009) .
Toutefois, nos résultats d’IP-qPCR suggerent que, bien que les anticorps aient montré des limitations en
ChlIP, ils peuvent encore reconnaitre spécifiguement les SIZs dans un environnement controlé in vitro,
ouvrant la voie a de nouvelles optimisations expérimentales pour les rendre plus efficaces dans des

contextes cellulaires complexes.
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CONCLUSION

Cette étude s’est inscrite dans la compréhension fondamentale de la régulation transcriptionnelle et post-
transcriptionnelle par la SUMOylation qui constitue un mécanisme clé pour I'adaptation des plantes face
aux stress environnementaux. Nous avons combiné des approches génomiques (ChIP-Seq, ChIP-gPCR) et
biochimiques (modélisation, purification de protéines, production d’anticorps, immunoprécipitation) afin
de caractériser la dynamique de la SUMOylation, de poser les bases pour I'identification des régulateurs
transcriptionnels SUMOylés, et de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu lors du
stress de haute température (HT). Un jeu de données ChIP-Seq pilote, obtenu en conditions optimales de
croissance et de développement et en conditions de stress de HT, nous a permis d’amorcer la cartographie
des sites SUMO. A I'échelle génomique, cette analyse ChIP-Seq préliminaire a mis en évidence une
redistribution nette de la SUMOylation sous stress de HT (environ 157 pics enrichis en stress vs. 92 en
controle). Toutefois, la variabilité entre les réplicats obtenus souligne la nécessité de renforcer leur
nombre, d’ajuster les seuils de MACS2, d’optimiser la préparation des librairies, ou d’envisager des
méthodes a plus haute sensibilité (CUT&Tag/CUT&RUN) avant de tirer des conclusions globales. CUT&Tag
(Clivage au niveau des cibles suivi de la tagmentation) et CUT&RUN (Clivage au niveau des cibles et
libération a I'aide d’une nucléase) sont des alternatives récentes a la ChlP-Seq, qui permettent une
cartographie des interactions protéine-ADN a partir de quantités de matériel tres faibles, tout en réduisant
le bruit de fond associé aux étapes de sonication et d'immunoprécipitation traditionnelles. Contrairement
a la ChIP-Seq, ces méthodes ne nécessitent pas de réticulation au formol, ce qui préserve davantage les
interactions natives, et elles permettent une détection plus sensible et spécifique, notamment pour des
cibles peu abondantes ou des anticorps a affinité modérée (Kaya-Okur et al., 2019 ; Skene et Henikoff,
2017). Dans le contexte de notre étude, ol le signal/bruit ratio est limité avec des anticorps polyclonaux
en ChlP, ces approches pourraient améliorer la détection des régions SUMOylées ou des cibles des ligases
0sSIZ1/2 a I'échelle du génome. Des ChIP-gPCR ciblées ont confirmé de facon robuste I'enrichissement
des marques SUMO sur les promoteurs genes régulateurs clefs comme OsHSFA2d et OsHSFAG6. Le géne
codant pour OsETFB, choisi initialement comme contrdle négatif, présentait une SUMOylation constitutive,
suggérant un axe mitochondrie-noyau a explorer et qui permettrait de déterminer si ce controle basal
module I'économie énergétique et la germination. Pour relier ces observations au mécanisme
enzymatique de la SUMOylation, nous avons prédit la structure, exprimé puis purifié les SUMO E3 ligases
OsSIZ1 et 0sSIZ2, et généré des anticorps polyclonaux capables de précipiter leurs complexes protéine-

ADN in vitro. En effet, grace a des modélisations AlphaFold2 et une étude de I'alignement des domaines
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SP-RING de ces protéines, nous avons pu concevoir deux types de protéines recombinantes (SP-RING seul
vs PINIT+SP-RING). Les formes comprenant le PINIT se sont révélées sujettes a I'agrégation et au masquage
du site de clivages des étiquettes par la protéase TEV. Pour les formes SP-RING seul, Le choix initial d’un
tampon a faible force ionique a entravé la solubilité de nos protéines lors du clivage par la protéase TEV.
Seule la dialyse en solution hautement ionique (PBS 1X) a permis un clivage satisfaisant et offert une
meilleure solubilité, permettant d’atteindre des rendements supérieurs a 3 mg et une pureté optimale via
tamis moléculaire. L'absence d’essais d’expression d’AtSIZ1 (SP-RING seul) a différentes forces ioniques
constitue une lacune expérimentale qui pourrait expliquer sa faible solubilité. Le protocole
d’expression/purification mis au point dans cette étude constitue un cadre réplicable pour d’autres
protéines eucaryotes instables, et pourra étre adapté pour I'étude fonctionnelle d’autres enzymes en
conditions physiologiques. Enfin, pour les anticorps anti-OsSIZ1/2 obtenus a partir de ces protéines
recombinantes, malgré des titres ELISA trés élevés et une reconnaissance claire en Western blot, les
sérums bruts sont restés limités en ChIP-gPCR. Cette limitation est possiblement due au fait d’'une
réactivité croisée créant un bruit de fond en immunobuvardage et ChIP. Dans le futur, il serait intéressant
de produire un anticorps spécifique dirigé contre une région unique d’0sSIZ1 (par exemple, la région non
conservée en dehors du domaine SP-RING) afin d’augmenter la spécificité en immunoprécipitation et en
ChlIP, en s’inspirant des stratégies employées dans les systémes mammiferes. Toutefois, aprés purification
des anticorps anti-OsSIZ1/2, des essais d’IP-qPCR in vitro ont montré une coprécipitation d’ADN plus forte
pour les formes SAP+ vs SP-RING seul, attestant de la spécificité de nos anticorps mais également de
I'importance du domaine SAP dans le processus de liaison a I’ADN de nos protéines. Pour surmonter ces
limites, il conviendra d’affiner la spécificité des anticorps anti-OsSIZ1/2 par pré-absorption et tests de
compétition antigénique, puis de valider ces réactifs par EMSA, ChIP-qPCR et ChIP-Seq. Un ChIP-Seq ciblé
sur OsSIZ1/2 en condition de stress de HT, permettrait de cartographier les sites de liaisons spécifiques
aux E3 ligases dans le génome du riz. En combinant les acquis des deux ChIP-Seq (ciblant SUMO ou les
OsSlZs) a des approches RNA-Seq, nous pourrons a la fois cartographier a I’échelle du génome les sites de
SUMOylation sous stress de HT et inférer a partir de ces sites les facteurs de transcription ou complexes
transcriptionnels ciblés par la SUMOylation. Ce qui nous permettra d’acquérir une meilleure
compréhension des mécanismes SUMO-dépendant de réponse a la chaleur du riz mais aussi, de décrypter
les boucles de rétrocontrole entre HSFs SUMOylés et leurs promoteurs, ainsi que le dialogue mitochondrie-
noyau suggéré par OsETFB entre autres. Dans cette optique, la stratégie future pourrait s’articuler en trois
étapes. Premierement, une optimisation des outils expérimentaux, notamment la production d’anticorps

plus spécifiques et la reprise de la ChIP-Seq avec réplicats supplémentaires et pipeline affiné pour
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cartographier les sites SUMO avec une meilleure robustesse. Ensuite, faire une cartographie intégrative
de la SUMOylation et des E3 ligases, via un ChIP-Seq ciblé sur OsSIZ1/2 en conditions de HT, puis
croisement des données SUMO-ChIP-Seq et OsSIZs-ChlIP-Seq pour identifier les FTs et complexes régulés
par la SUMOylation. Enfin, réaliser une validation fonctionnelle par analyses RNA-Seq et phénotypage de
mutants ciblant OsSIZ1/2, ainsi qu’exploration du role potentiel d’OsETFB dans la tolérance a la chaleur et
le métabolisme énergétique. Ces approches permettront non seulement de consolider les bases posées
dans ce mémoire, mais aussi d’ouvrir la voie a des applications agronomiques, telles que le développement
de variétés de riz plus résistantes aux vagues de chaleur et I'adaptation d’autres cultures aux stress
climatiques. En optimisant la manipulation de la voie SUMO (via génie génétique ou en modulant I’activité
des ligases/protéases/FTs, on pourrait ouvrir la voie a la sélection ou a I'ingénierie de variétés de riz plus
résistantes aux vagues de chaleur, un enjeu crucial face aux changements climatiques. Cela ouvrirait
également de nouvelles perspectives pour étudier la plasticité transcriptionnelle par la SUMOylation sous

d’autres stress et chez d’autres organismes.
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Similarité des séquences SUMO du riz et d'Arabidopsis

ANNEXE A

Tableau A.1 Pourcentage de similarité entre les protéines SUMO d’Oryza sativa et de leurs homologues

d’Arabidopsis thaliana

Protéines OsSUMO1 OsSUMO2 AtSUMO1 AtSUMO?2
0sSUMO1 100.00% 97.44% 94.87% 93.60%
0OsSUMO2 97.44% 100.00% 93.59% 91.80%
AtSUMO1 94.87% 93.59% 100.00% 96.50%
AtSUMO2 93.60% 91.80% 96.50% 100.00%

Légende : Le Tableau présente les pourcentages de similarité entre les protéines SUMO OsSUMO1 et
OsSUMO2 du riz, et AtSUMO1 et AtSUMO2 d’Arabidopsis thaliana, calculés sur la base des propriétés
physico-chimiques des résidus (taille, charge, polarité). Ces similarités ont été déterminées a partir d'un
alignement sans gap, en considérant comme similaires les acides aminés appartenant a une méme classe

physico-chimique.
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ANNEXE B

Séquences des protéines recombinantes SUMO

0sSUMO1 (A1)

GSMSAAGEEDKKPAGGEGGGAHINLKVKGQDGNEVFFRIKRSTQLKKLMNAYCDRQSVDMNAIAFLFDGRRLRGEQT
PDELEMEDGDEIDAMLHQTGG

OsSUMO2 (B2)

GSMSSPAGEDEKKPAGGEGGGAHINLKVKGQDGNEVFFRIKRSTQLKKLMNAYCDRQSVDIKSIAFLFDGRRLNAEQTP
DQLEMEDGDEIDAMLHQTGG

AtSUMO1

GSMSANQEEDKKPGDGGAHINLKVKGODGNEVFFRIKRSTQLKKLMNAYCDRQSVDMNSIAFLFDGRRLRAEQTPDE
LDMEDGDEIDAMLHQTGG

AtSUMO2
GSMSATPEEDKKPDQGAHINLKVKGQDGNEVFFRIKRSTQLKKLMNAYCDRQSVDFNSIAFLFDGRRLRAEQTPDELE
MEDGDEIDAMLHQTGG
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ANNEXE C

Exemple de %Input, p-value et amorces pour la ChiP-qPCR

Tableau A.2 Liste des % input et p-value calculés a la suite de la ChIP-gPCR avec I'anticorps anti-SUMO

Moyenne % Input Moyenne % Input
Géne p-value
(Contréle) (40°C)

HSFA2d 71,85 115,22 0,0477 *
HSFA6 67,74 140,62 0,0167 *

ETFB 135,50 127,37 0,5586 ns
eEF-1la 6,92 4,57 0,1280 ns
uUBQ5 7,57 4,94 0,0484 *

ns : non significatif (p > 0,05) ; * p<0,05; ** p<0,01

Les % d’input ont été calculés avec la formule :

%Input =100 X

2 (ct(input)—Ct(ChIP))

FD

e Ctinput et Ct ChIP sont les nombres de cycles mesurés en qPCR,

e FD est le facteur de dilution appliqué a I’échantillon Input.
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Tableau A.3 Amorces utilisées pour les qPCR

Protéine Amorce sens Amorce antisens
HSFA2d 5’-CGAACCTCAGCCACACTC-3’ 5’-GCCAGGAGAGGAATGGAAG-3’
HSFA6 5-CCTCGCCTTCCTCTAGTACC-3’ 5’-TCACCGTCGAGTAGTCCATC-3’

OsETFB 5’-CAAGCTAATGGTCTCGATTCCG-3’ 5’- GCTGTTTGATTCTGGCAGGT-3’
OseEF-1a 5’-TTAAGTAACCTGATCTGTGAGC-3’ 5’-CCATGGTTGAATAAGGAGGTAG-3’

OsUBQ5 5’-CGGGAGAAACCACAGGTAAG-3’ 5’-CTCCAGCGTGATCGTCTTC -3’
Plasmide ACYC_DUET_UP1 DUET_DOWN1
pRSF-DUET 5’-GGATCTCGACGCTCTCCCT-3’ 5’-GATTATGCGGCCGTGTACAA-3’
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ANNEXE D

Optimisation du protocole de sonication pour ChIP-Seq

10000 10000

3000 3000

1000 1000

500 500

400 400

300 300

200 200

100 100

26 28 30 o5 10 15
cycles cycles cycles cycleskycles cycles

Figure A.1 Optimisation de la taille des fragments d’ADN obtenus aprés sonication a intensité maximale.
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Tableau A.4 Liste des adapteurs (codes-barres) utilisés pour la préparation des librairies de séquencage et
concentrations des différents échantillons

ANNEXE E

Préparation des librairies de séquencgage

Echantillon i7 Index i5 Index Conc. Qubit Conc. TapeStation
(ng/pL) (ng/pL)
Input contrdle 1 ACTGGCGAAC GATAAGTCGA 37,6 27,500
ChIP contréle 1 GCGTTAGGCA TCACGCCTTG 32,2 18,748
Input HT 1 TTATCGGCCT AGGAACACAA 39,0 28,912
ChIPHT 1 GAGGTATAAG CTCAGTAGGC 35,2 21,808
Input controle 2 GAGCCAAGTT AGGCACCTTC 35,2 45,543
ChlIP contréle 2 AAGGCCGTAG CTGTTGGTAA 37,0 44,550
Input HT 2 TCAAGGATTC GAAGTGCCTG 39,0 22,776
ChIP HT 2 CGAACCGAGA TCTCTCGCCT 32,0 22,076
Input contrdle 3 TTAGAGAAGC GCTGGTACCT 31,6 31,954
ChlIP contréle 3 TCTAAGACCA TAAGGAGCGG 15,4 12,976
Input HT 3 TGTAACCACT AATCGCTCCA 32,8 19,971
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ANNEXE F

Mesure de la taille des librairies par Agilent TapeStation
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Figure A.2 Electrophorégrammes présentant la taille des librairies de ChIP-Seq ciblant SUMO. Les
électrophorégrammes montrent la distribution des tailles des fragments d'ADN aprés immunoprécipitation (IP) avec
un anticorps ciblant SUMO, en comparaison avec les contrdles et les échantillons soumis a un stress de HT. Les
graphes montrent les intensités des signaux normalisés pour chaque taille de fragment d'ADN, indiquant les résultats
pour les échantillons d'ADN "input" (avant immunoprécipitation) et IP.
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ANNEXE G

Titrage ELISA des sérums immuns et préimmuns fournis par Médimabs

SPECIFIC ELISA ANTIBODY TITER

pAb213 Coating: Anti-E3 SUMO-protein ligase SIZ1; 5ug/well of project peptide
1] 2| 3 4 5| | 7| 8 9 10 11 12)
A Rb-1 preimmune bleed
B Rb-1 test (4 doses) bleed
C Rb-2 preimmune bleed
D Rb-2 test (4 doses) bleed
Dilution 1: 5OD| 1DDO| 2000 4000 8 000 16 000 32 000 64000 128000 256000 S512000| 1024 000f
pAb213 2x background
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12|
A 0.302 0.255 0.265 0.256 0.162 0143 0.099 0.096 0.083 0.084 0.082 0.105{
B OVFLW] OVFLW OVFLW OVFLW OVFLW OVFLW) OVFLW OVFLW OVFLW OVFLW 2921 2.559]
c 0513 0.385 0.337 0.285 0.136 014 0.088 0401 0.098 0.059 0.085 0.09]
D OVFLW|) OVFLW| OVFLW| OWVFLW|) OVFLW| OVFLW| OVFLW| OVFLW| OWVFLW 2.697 1.512 0.801
Dilution 1: 500 1000 2000 4 000 8 000 16 000 32 000 64 000 128 000 256 000 512 000| 1 024 00O0|
Rabbit # Titer
Rb-1 =1:1 024 000
Rb-2 =1:1 024 000

Titer was considered when the signal was twice the background. Overall titer is good for both animals. Please
test the sera in your assay to decide if you need us to proceed to an immunogen affinity purification

We suggest that you test the serum in your assay with the highest concentration possible. The dilution should
be done in “blocking buffer” and should generally range from 1:10 to 1:1,000. Pre-immune bleed will also be
provided, and it should be used as control in the same concentration range to discriminate the non-specific

binding.

Légende : Le tableau montre le titrage des anticorps anti-SIZ dans les sérums post-immunisation des lapins
Rb-1 et Rb-2, a différentes dilutions (de 1 : 500 a 1 : 1 024 000). Les valeurs d'absorbance (OD a 450 nm)
sont ajustées en fonction du bruit de fond (2x background). Les titres des anticorps spécifiques sont
supérieurs a 1:1 024 000 pour les deux lapins, indiquant une réponse immunitaire robuste aprés

immunisation avec le peptide cible. Les tests ont été réalisés a différents stades (pré-immunisation et

apres 4 doses) pour évaluer I'évolution du titre d'anticorps.
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ANNEXE H

Courbe d'étalonnage pour I'lP-qPCR

30+
°
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Figure A.3 . Courbe standard de I'IP-qPCR utilisée pour le calcul de la concentration en ADN dans les échantillons.

La courbe est obtenue a partir de dilutions logarithmiques d’un standard d’ADN (plasmide pRSF-Duet vide,
de 1,5 ng/uL a 0,000015 ng/uL), mesuré en duplicata. La droite de régression linéaire obtenue est définie

par I’équation :
Cq = —3,244 X log,o(Concentration) + 11,41

avec un coefficient de corrélation R? = 0,9663. L’efficacité de I'amplification est de 104 %, ce qui valide la
fiabilité des mesures de quantification dans cette plage de concentrations. A partir de la pente, I'efficacité

d’amplification a été calculée selon la formule :
Efficacité (%) = (10~/(Pente) — 1) x 100

Cette efficacité se situe dans la plage recommandée (90 % — 110 %), ce qui atteste de la fiabilité des

résultats obtenus par gPCR.
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