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RESUME

Les protéines TRIM (Tripartite Motif) sont une large famille de protéines humaines
dont certains membres sont SUMOylés ou interagissent avec SUMO par des motifs
d’interaction non covalente avec SUMO (SIM). Les protéines TRIM possédent
trois domaines en commun en N-terminal incluant le domaine RING (ligase d’ubiquitine)
et différent au niveau de leurs extrémités C-terminales, ce qui a conduit a leur
classification. TRIMS54 (MURF3), TRIMSS5 (MURF2) et TRIM63 (MURF1) font partie
du deuxieme groupe des TRIM et sont connues pour réguler la dynamique des
microtubules.

Notre objectif est de déchiffrer les relations fonctionnelles entre la SUMOylation et les
MUREF. Pour ce faire, nous avons exprimé et purifié par immunoprécipitation les protéines
marquées (FLAG-TRIM) dans des cellules humaines. Nos résultats indiquent que les
MURF ne sont pas SUMOylées. Par contre, un outil de prédiction informatique
(GPS-SUMO) suggere que TRIMSS contient deux SIM potentiels (SIM1 et SIM2).
De plus, nous avons observé que la surexpression de SUMO-3 favorise la dégradation de
TRIMSS essentiellement via la voie protéasomique. SIMImut et SIM2mut sont plus
stables que TRIMSS5 WT. En présence d’ubiquitine surexprimée, nous avons observé la
poly-ubiquitination de TRIMSS WT via des liaisons K48.

Par microscopie, nous observons que TRIMS55 WT forment des corps cytoplasmiques,
alors que SIMI1 et SIM2 ont une localisation périnucléaire diffuse. Dans une autre
expérience, nous observons que SIM1 et SIM2 co-transfectées avec SUMO-1 et SUMO-3
présentent une faible co-localisation avec les microtubules.

En conclusion, nos résultats suggerent que SUMO-3 favorise la dégradation et la
poly-ubiquitination de TRIMSS via des chaines K48 ainsi que sa dégradation. Les motifs
SIM1 et SIM2 favorisent le roulement rapide de TRIMSS, ce qui suggere qu’ils pourraient
étre impliqués dans des interactions avec SUMO-3. Nos résultats indiquent que la voie de
la SUMOylation régule la localisation, la stabilité et probablement I’activité E3 ligase
d’ubiquitine du domaine RING de TRIMSS.

Mots clés : SUMOylation, SIM, TRIMSS, stabilité, poly-ubiquitination et localisation
subcellulaire
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CHAPITRE |

INTRODUCTION

1.1 La famille des TRIM

Les protéines TRIM sont une large famille de protéines qui se trouvent chez les
champignons, les plantes, les animaux, et aussi chez [’homme. Certains membres de cette
famille sont présentés a la fois chez les vertébrés et les invertébrés en formant le groupe 1.
D’autres membres sont présentés seulement chez les vertébrés, qui sont caractérisés par

le domaine SPRY en formant le groupe I1 (1).

Les protéines TRIM sont souvent induites par les interférons. En effet,
les interférons de type I et I (IFNa, IFNJB et IFNy) activent le signal transducteur et
I’activateur de la transcription (STATL) et le complexe STAT-IRF9 (Facteur régulateur 9
des IFN). Cette activation mene a I’induction de la transcription de nombreux genes des
TRIM, notamment TRIM5a, TRIM8, TRIM21, TRIM22 et TRIM19(2). L’induction des

protéines TRIM par les IFN peut intervenir dans I’immunité innée (3).

Les TRIM se caractérisent par des motifs TRI-partite « TRI partite Motif », nommés
aussi RBCC pour RING, B-Box et Coiled-Coll (2).

Le domaine RING se situe dans [extrémité N-terminale suivi d’un ou
deux domaines B-Box et d’un domaine Coiled-Coil. Les TRIM différent au niveau de

leurs extrémités C-terminales d’ou leur classification (4).

1.1.1 Classification des protéines TRIM

La nature de ’extrémité C-terminale des TRIM sert de base a leur classification.

Certaines TRIM contiennent un domaine NHL (NCL-1/HT2A/LIN-41 repeat),



d’autres contiennent un domaine B30.2-like ou RFP (Ret Finger Protein) ou
SPRY (SplA and ryanodine receptor) ou ARF (ADP-Ribosylation Factor) ou PHD (Plant
HomeoDomain Finger) ou BROMO ou encore un domaine Cos (4-6). Les protéines TRIM

sont ainsi classées en 11 groupes (Figure 1.1) (7,8).

Sub conserved TRipartite domains Vanable domains TRIM proteins TRIM-like proteins

04, 05, 08, 07, 10, 11, 15, 17, 21, 14 (ARING),16 (ARING),
22,065, 00,27,34, 35, ', 39, 41, 20 (ARING), 51 (ABB,
43, 47,48, 49, 50, 83, 58,60, 62, APRY), TRIM70 (ARING
64, 55,608,69,72.75 ABB), TRIM1L (ABB)

09,19, 31,40, 52, 50, 61,73, 74 29 (ARING), 44 (ARING)

66 (ARING

In green TRIMs which

enhance & promotes

Figure 1.1  Classification des protéines TRIM.
Le domaine RING est indiqué en rouge, le B-Box en violet, Coiled-Coil
en vert, et d’autres couleurs sont utilisées pour les autres différents
domaines. Les protéines TRIM-like sont des protéines dépourvues d’au
moins un domaine. A : sans le/s domaine/s. Les protéines TRIM qui sont
activées par au moins un promoteur sont indiquées par des chiffres verts.
Les chiffres noirs et verts indiquent I’ordre de la découverte des TRIM (8).

1.1.2 Structure des TRIM
1.1.2,1 Ledomaine RING

Le domaine RING est un domaine structural de la protéine qui contient des cystéines
et des histidines qui coordonnent deux atomes de zinc (6). Le RING contient une s€équence

consensus fortement conservée de type CX2CX(9-39)CX(1-3)HX(2-3)C/HX2CX(4-



48)CX2C (Figure 1.2) (9,10). Ce motif de liaison du zinc se situe a 10-20 acides aminés
de I’extrémité N-terminale de la protéine (Figure 1.3) (11). La coordination des histidines
et des cystéines avec les deux atomes de zinc maintient la structure ou appelé la
« Cross-brace » du domaine RING (12). Les protéines ayant ces domaines sont impliquées
dans de nombreux processus cellulaires tels que le cycle cellulaire, 1’apoptose et la
prolifération cellulaire (13). Ce domaine confére aussi I’activité¢ E3 ligase de I’ubiquitine
des TRIM (14) et il intervient avec d’autres domaines pour maintenir la structure

tridimensionnelle des protéines (3).

C1 C5 H1) c6
. -~ K 4 S ’
\ . y X2_3 N o’
X,|  zn® X, , Zn*2 X,
(c2) ca) (c3) c7
Xg.39

Figure 1.2 Organisation de la séquence primaire du domaine RING de type
consensus, CX2CX(9-39)CX(1-3)HX(2-3)C/HX2CX(4-48)CX2C.
La premiére cystéine qui coordonne le zinc est appelée C1, et ainsi de suite.
H1 désigne le ligand histidine. X, est le nombre de résidus d'acides aminés
dans les régions d'espacement entre les ligands de zinc (10).



N C

® Zinc @ Histidine |
@ Sulfur ligand

Figure 1.3  Structure tridimensionnelle du domaine RING (10).
Les cercles orange sont deux atomes de zinc. Le jaune indique les atomes
de sulfures. Le violet désigne les atomes d’histidine.

1.1.2.2 Les domaines B-Box et Coiled-Coil

Le domaine B-Box est aussi un motif de liaison de zinc. Les protéines TRIM
peuvent contenir un ou deux domaines B-Box (B-Box | et B-Box 2). Chacun de ces
domaines posséde un motif consensus spécifique de liaison au zinc. Comme le domaine
RING, le domaine B-Box détermine la structure tridimensionnelle des protéines (3,15).
Ce domaine joue un réle important dans I’interaction protéine-protéine, particulierement,

la dimérisation des protéines TRIM (16).

Le domaine Coiled-Coil est présent dans plusieurs familles des protéines et suit

toujours le domaine B-Box. Contrairement aux domaines RING et B-Box, le domaine



Coiled-Coil est plus variable (3). Ce domaine aussi est impliqué dans I’interaction

protéine-protéine (16,17).

Les protéines TRIM se caractérisent par le motif RBCC, qui est un motif de liaison
de zinc. Les différents domaines, RING, B-Box et Coiled-Coil sont fonctionnellement
interchangeables. Par exemple, la protéine TRIMSa est connue comme un facteur de
restriction de la VIH-1. La délétion du son domaine RING diminue mais, n'abolit pas,
l'activité antivirale de TRIMSa rhésus, tandis que la suppression du son domaine B-Box

élimine complétement la capacité de restriction de ce virus (18,19).

1.1.3 Origines et fonctions de certains membres des protéines TRIM

Les protéines TRIM sont présentées chez tous les eucaryotes. En particulier,
75 protéines TRIM humaines ont été découvertes jusqu’a présent (8) et la plupart de ces
protéines sont induites par les interférons de type [ et Il (2). Quant a I’origine de ces
protéines, Michael Schubert a démontré que les protéines TRIM sont apparues durant
I’évolution des eucaryotes et qui sont potentiellement liées & une ubiquitine ligase de type
RING-finger connue sous le nom de Facteurs associés aux récepteurs du facteur de

nécrose tumorale (TRAF) (1).

Chaque membre de la famille des TRIM peut s’exprimer dans des cellules
particulieres et il peut jouer des réles bien déterminés. Par conséquent, les protéines TRIM
sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires notamment I’immunité innée
(3,11,20), les cancers et aussi dans des troubles neurologiques (6). Certaines TRIM
comme TRIM20, TRIM32 et TRIM35 sont impliquées dans la mort programmeée des
cellules (21-23). En effet, la mutation du gene trim20 provoque la maladie de la fiévre
méditerranéenne (24), la mutation aussi de ’acide aspartique 487 en acide asparagine du

gene de TRIM32 cause la dystrophie musculaire des ceintures (25).

La protéine TRIM21 nommée aussi RO52 est impliquée dans I’activation des

lymphocytes T (26).



La moitié des TRIM humaines connues régulent positivement les réponses de

I’immunité innée (8).

Par exemple, les protéines TRIM22 nommées aussi STAF-50 et TRIM30 nomm¢ée
aussi rpt-1 sont impliquées dans la réponse immunitaire antivirale, respectivement dans
la transduction des signaux induits par les IFNB, en bloquant le trafic intracellulaire de
la protéine structurale virale Gag a la surface des cellules et dans I’activation des CD4"

(27-29).

De plus, TRIMS, TRIM9, TRIMS50, TRIM66 et TRIM67 peuvent intervenir

directement dans I’activation de I”immunité innée (8).

En cas d’infection par le virus d’encéphalomyocardite, TRIM65 favorise

I’activation des IRF3 (30).

TRIM19, nommée aussi PML, agit comme un facteur de restriction contre les virus
a ADN, tels que les virus de la famille de I’herpes, les adénovirus, papillomavirus et
parvovirus (30). De plus, TRIM 19 est un régulateur positif de I’induction des IFN durant

I’infection par le virus de I’herpés simplex (31).

TRIMSa joue aussi le role de facteur de restriction contre le virus

d’immunodéficience humaine 1 (VIHI) (32).

Par ailleurs, TRIM18, TRIMS4, TRIMS5 et TRIM63 sont impliquées dans la
dynamique des microtubules (33,34).



Tableau 1.1

Localisation subcellulaire et fonctions du quelques TRIM

(1,6,12,29,35-38)

Nom des protéines Groupe Locallsation subcellulaire Fonction
TRIM1 ouMID2 1 Cytoplasme. microtubules Factew de restriction de N-MLV
TRIMIS ou MIDI 1 Cytoplasme, nicrotubules Régulation _de la dynamique des
microtubules
TRIM-63 ou MURF-1 2 Noyau, cytoplasme Regulation de la dynamique des
microtubules
Facteur de restniction de VIH-1.
TRIMS 4 Cytoplasme Bloque la Liaison avec la capside de
VIH-1.
TRIMII 4 Cytoplasme, noyau Neuroprotectio
TRIM20 ou MEFV 4 Cytoplasme, microtubules, noyau Apoptose
TRIM2] ou ROS2 4 Noyau Activation des cellules T
Apoptose, facteur de restriction de
TRIM22 ou STAFSO 4 Noyau VIH. Inhibe la transcription du
promoteur LTR.
TRIM27 4 Cytoplasme, noyau Gene-silencing
TRIMI9 ou PML 5 Novau Apoptose, senescence, formation des
B ; Y NB-PML
TRIM28 ou TIFIB 6 Noyau Coutole épigénetique de la
transcnption
TRIM32 ou HT2A 7 - Apoptose
Une cible spécifique pour la
TRIM37 8 Peroxysowne répression transcriptionelle
épigénétique
TRIMA4S 10 Noyau, cytoplasme Conltrdle la transcription
Stimule I'activité de NF-KB dans la
TRIMI13 11 Réticulum endoplasmique voie de signalisation de TLR2.

Suppresseur des tumeirs

Les différents membres de la famille des TRIM partagent entre eux le domaine

RBCC et ils se différent au niveau de leurs extrémités C-terminales. Les protéines TRIM

se diversifient aussi dans leurs fonctions mémes pour les membres des mémes groupes.



"1.1.4 Les Muscles RING Finger (MURF)

Les MUREF sont le deuxieme groupe des protéines TRIM contenant trois protéines
qui sont : TRIMS54 ou MURF-3, TRIMSS ou MURF-2 et TRIM63 ou MURF-1 (4,7).
Ce groupe se caractérise par le domaine Cos qui est impliqué dans la dynamique des

microtubules (4).

Les MUREF sont spécifiquement exprimées dans les tissus des muscles striés (39).
Tout d’abord, les fonctions des muscles striées dépendent aux activités et des réseaux
cytosquelettiques incluant les myofibrilles, les microtubules et les filaments. Les MURF
présentent récemment une excellente famille de protéine qui peut créer des interactions
avec les composants de la myofibrille, incluant I’interaction de la titine avec les

microtubules (Figure 1.4) (40).

TRIMS4 (MUREF-3) et TRIMSS (MURF-2) interviennent dans la glutamylation des
microtubules et dans ’organisation des filaments des myosines. D'un autre c6té, toutes les
MUREF s’associent avec les différents compartiments cytosquelettiques notamment,

les microtubules, les deux stries M et Z des sarcomeres (41).

Les MURF sont spécifiquement exprimées aussi dans les cellules musculaires
squelettiques et cardiaques. De plus, leur expression joue un réle important dans la

différenciation des myoblastes squelettiques (42).

Les MURF sont identifiées aussi comme des régulateurs myogéniques des
microtubules des cellules musculaires striées, ce qui explique la relation entre
I’organisation des microtubules et la myogenese (43). Kieran M. Short and Timothy C.
Cox ont démontré que le domaine Cos n’est pas nécessaire dans la dimérisation (4).
De I’autre part, le domaine Cos ainsi que le domaine Coiled-Coil des MURF-3 jouent un

role important dans I’association avec les microtubules et I’homodimérisation (43).



MURF2

Microtubules

Figure 1.4
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Relation de TRIMSS (MURF2) avec la titine, myosine, les filaments de
I’actine et les microtubules durant la formation de sarcomeére.

(A) Les premieres étapes de I’assemblage des myofibrilles, MURF2 (ovale
rouge) s’associent avec les microtubules (vert claire). La myosine (vert
foncé) s’associe avec MURF2-microtubule. (B) Les titines (chaines
rouges) interagissent avec les actines (lignes bleues). Cette interaction se
co-localise avec MURF2-microtubile-myosine. (C) MURE?2 et la myosine
se co-localisent dans les myofibrilles striées durant la formation des
stries Z-Z.. (D) Chez la myofibrille mature, la myosine et I’actine sont
disposées d’une facon croisée. La molécule de la titine est étendue,
I’extrémité N-terminale reste dans la strie Z et la partie C-terminale est
intégré avec la strie M (44).
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1.1.4.1 Isoformes et fonctions de chaque membre des MURF

L’utilisation de la base des données des séquences des protéines « UniProt » montre
que les MURF présentent différentes isoformes.

TRIMS54 ou MURF-3 a deux isoformes :

a) Isoforme 1 a 348 acides aminés

b) Isoforme 2 a 400 acides aminés

TRIMS4 s’associe aux microtubules et elle maintient leur stabilité en créant un
réseau résistant a la dépolymérisation. Cette association joue un rdle important dans
I’assemblage des sarcomeéres, I’initiation de la myogen¢se et la différenciation des
muscles. L’association du TRIMS54 avec les microtubules, les stries M et Z des sarcomeéres

requiere la stabilité¢ des microtubules (42,45).

- TRIMSS ou MURF-2 a quatre isoformes :

a) Isoforme 1 a 548 acides amings
b) Isoforme 2 a 452 acides aminés
¢) Isoforme 3 a 540 acides aminés

d) Isoforme 4 a 241 acides aminés

TRIMSS s’associe transitoirement avec les microtubules, les protéines titines et les
myosines, ce qui lui permet d’étre impliquée dans la formation de sarcomeres. En effet,
elle s’accumule a la fois dans la région M du sarcomére dans les microtubules (42,45).
TRIMSS intervient ainsi dans la transduction de signal dans les cardiomyocytes qui est li€
au déplacement nucléaire de TRIMSS, tout en provoquant une réduction du facteur de

transcription SRF (42,46).

— TRIM63 ou MURF-1 a deux isoformes :

a) Isoforme 1 a 353 acides amin€s

b) Isoforme 2 a 325 acides aminés
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TRIM63 est impliquée dans I’atrophie musculaire squelettique et I’hypertrophie
cardiaque (42), ce qui semble associé a son rdle dans le maintien de I’intégrité de la

titine M (45).

1.1.4.2 Structures des MURF

26 82 121 163 220 258 1 39
| — RING — BBox [ CoiledCoil — Cos AR A\— 40 TRIMS4/MURF-3

2 85 119 161 168 248 269 327

| — RING BBox  CoiledCoil | Cos | AR —\\—si3 TRIMSS/ MURF-2

23 79 117 159 207 269267 325
| = RING B.Box Coiled Coil | Cos | AR 353 TRIM63/MURF-1

Figure 1.5  Structures des MURF.

1.1.4.3 Localisation des MURF

Comme il est mentionné précédemment que durant [’assemblage des sarcomeres,
TRIMSS s’associe aux myosines, titines et avec les microtubules d’une maniére transitoire

(Figure 1.6) (44). TRIM63 aussi co-localise avec les microtubules (Figure 1.7) (47).
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overla | MURF 2 tubulin

Figure 1.6  Co-Localisation de TRIMSS avec les microtubules.
Une double immunofluorescence est effectuée en utilisant des anticorps
anti-MURF-2 (vert) et anti-tubuline (rouge). La co-localisation de
MURF-2 endogene avec les microtubules dans les cellules différenciées
C47 est identifiée par la couleur jaune (44).

\
~

Figure 1.7  Co-localisation de TRIM63 avec les microtubules.
Une immunofluorescence est effectuée en utilisant un anticorps anti-
MUREF (vert). La co-localisation de TRIM63 endogene (vert) avec les
microtubules (rouge) dans le muscle squelettique est identifiée par les
fleches blanches (47).

Le domaine cos caractérise les trois membres du deuxieme groupe des TRIM
« MURF », qui est impliqué dans la dynamique des microtubules. Chaque MURF présente
plusieurs isoformes, qui se distinguent au niveau de leurs séquences consensus et aussi
dans leurs expressions cellulaires. Ce groupe des protéines joue un role important dans la

formation de sarcomeéres.
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1.2 Les modifications post-traductionnelles

1.2.1 La SUMOylation

La modification post-traductionnelle par la protéine SUMO a été identifiée en 1996.
La SUMOylation est un processus trés dynamique et réversible qui consiste en la fixation
d’une petite protéine, SUMO, sur le groupe e-aminé de la lysine de substrat.
Cette modification est impliquée dans de nombreux processus cellulaires tels que
la réparation du génome, la réplication d’ADN, la transcription et la régulation du

cycle cellulaire (48) (49) (50).

La SUMOylation est un processus enzymatique qui nécessite |’intervention de
trois enzymes : une enzyme d’activation (EIl), une enzyme de conjugaison (E2) et une
enzyme de ligase de SUMO (E3) (51). Le précurseur de protéine SUMO est immature,
et nécessite une €tape de maturation consistant au clivage de son extrémité C-terminale

par les SENtrines Protéases (SENP) (tout en libérant un motif di-glycine).

Par la suite, SUMO mature est activée par une adénylation accompagnée d’une
liaison thioester entre I’extrémité C-terminale de SUMO mature et la cystéine catalytique
de la deuxieme sous-unité de 1’enzyme d’activation. Puis, SUMO sera transférée de la
cystéine catalytique de I’enzyme El a la cystéine catalytique de [’enzyme de conjugaison
(E2, Ubc9) via une liaison thioester ¢galement. Cette enzyme peut interagir directement
avec la lysine du motif consensus de SUMO, mais cette interaction est insuffisante pour
efficacement transférer SUMO. A cette raison elle nécessite une autre interaction pour
maintenir sa stabilité. Par conséquent, SUMO sera transférée soit sur la lysine de I’enzyme
d’E3 ligase de SUMO ou elle interagit avec une deuxiecme enzyme de conjugaison (Ubc9).
L’enzyme E3 ligase catalyse SUMO conjuguée au substrat en créant une liaison
isopeptidique. Comme il est mentionné précédemment, la SUMOylation est un processus
réversible, et les SENP peuvent intervenir a nouveau pour cliver la liaison SUMO-substrat
en maintenant un équilibre entre SUMO libre et SUMO conjuguée (Figure 1.8) (51) (52)
(53). La protéine | d’activation de la GTPase Ran (RanGAP1) est le premier substrat
SUMOylé€ identifié (54).
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SUMO ¢
6 hydrolase
9 activity "l
igreopﬁdase\‘ .. ATP
activity ADP - Pi
| De-SUMOylation| p 2

Transfer to E2
conjugating
enzyme (UBCY)

conjugation to
target protein

Target recognition
by UBCY/E3

Figure 1.8  La voie de la SUMOylation (52).
1) Etape de maturation de la protéine SUMO. 2) Etape d’activation
de SUMO. 3) Etape de conjugaison de SUMO. 4) Reconnaissance
SUMO-ubc9 et I’enzyme E3 ligase. 5) Fixation SUMO-substrat via une
liaison isopeptidique. 6) Etape de déSUMOylation.

1.2.1.1 Paralogues et structure de SUMO

Dans le génome humain, il existe trois genes fonctionnels de SUMO codant
SUMO-1/2/3 dont SUMO-2 et SUMO-3 qui partagent 97 % d’identité¢ entre eux et
ne partagent que 50 % d’identité avec SUMO-1 (55). Les trois peptides de SUMO
présentent des structures tridimensionnelles qui sont a peu prés similaires,
caractérisées par une hélice o entourée par des feuillets B en créant une forme
globulaire (Figure 1.9) (56,57). La différence est vraiment observée sur le deuxieme
feuillet B et I’hélice o des SUMO-1 et SUMO-2. La structure de SUMO-2 a été

déterminée par cristallisation de la protéine et indique qu’elle présente une forme

globulaire de type BRafBaf (58).
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Les trois paralogues partagent le motif di-glycine (— GG) qui leur permet d’interagir
avec la ou les lysine (s) des sites de SUMOylation des substrats via une liaison covalente.
Les protéines SUMO difterent dans leurs extrémités N-terminales. En effet, SUMO-2 et
SUMO-3 contiennent des sites de SUMOylation dans ces extrémités, qui sont
responsables a la forme poly-SUMOylée des protéines modifi€es. Par contre, SUMO-1
est dépourvu de ces sites, ce qui explique son implication seulement soit dans la mono-

SUMOylation ou aussi pour arréter les branchements (Figure 1.9) (56,59).

Quant a la voie de la conjugaison, la protéine SUMO2/3 présente des formes libres

et des formes non conjuguées plus que celle de SUMO-1 (60).

1.2.1.2 Localisation de SUMO

Les différences entre les trois paralogues de SUMO ne s’arrétent pas seulement dans

la structure et la s€quence, mais aussi dans leurs distributions cellulaires.

Par exemple, une étude a conclu que SUMO-1 se situe principalement dans le
nucléole et I’enveloppe nucléaire alors que SUMO2/3 s’accumule plutdt au niveau des

chromosomes (61).

Ciass i
Ubc9 backside/DPP9
interaction

Class lll
ZZ domain

interaction C-term

Class |
SIM interaction

Figure 1.9  Structure de la protéine SUMO (62).
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1.2.1.3 Différentes formes de SUMOylation

Les protéines SUMOylées peuvent étre observées sous la forme de mono-
SUMOylation, suite a la fixation de la protéine SUMO-1 sur la lysine des substrats.
Elles peuvent €tre présentées aussi sous la forme de chaines de SUMOylation nommées
ainsi des branchements ou de poly-SUMOylation. Cette forme est obtenue par la fixation
des SUMO-2/3 sur le substrat. En effet, la forme poly-SUMOylée se poursuit jusqu’a la
fixation de SUMO-1.

Les protéines modifiées par SUMO peuvent aussi se trouver sous la forme de multi-
SUMOylation suite a la fixation de nombreux SUMO sur le méme substrat autrement dit

sur plusieurs lysines des sites consensus du méme substrat (Figure 1.10) (53).

. S1
$2/3 : St |
.l L
WKXE

WKXE WKXE WKXE

Mono-SUMOylation Poly-SUMOylation Multi-SUMOylation

Figure 1.10  Les différentes formes de la SUMOylation (53).

1.2.1.4 Les sites de SUMOylation

La lysine accepteuse de SUMO qui est responsable de la SUMOylation se situe dans
des sites de SUMOylation. La séquence la plus connue et la plus répandue est le motif
consensus WYKxE/D, ou W est un acide aminé hydrophobe, K est une lysine, x est

n’importe quel acide amin€ et E ou D est un acide aminé acide (63,64).

L’enzyme de conjugaison Ubc9 peut interagir directement avec ce motif en
induisant sa SUMOylation in vitro (63). Par contre, les protéines qui contiennent un ou
des motifs consensus ne signifient pas forcément qu’elles sont SUMOylées (65), ce qui

prouve que la SUMOylation dépend des substrats.
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Cependant, les enzymes d’E3 ligase de SUMO facilitent la spécificité et I’efficacité

de cette modification post-traductionnelle (66,67).

Les lysines SUMOQylées de ce motif consensus se trouvent d’une fagon immeédiate

et spécifique en amont de résidus hydrophobes (68).

Un autre sous-groupe des sites de SUMOylation a ét¢ déterminé. Il contient des
résidus acides trouvant a deux ou trois résidus en aval des motifs consensus WKxE/D pour
former un motif de SUMOylation dépendant des acides aminés chargés négativement
(NDSM), WKxE/Dxx (E/D) » ou ¥ est un acide aminé hydrophobe, K est la lysine, x est
n’importe quel acide aminé, E (acide glutamique) ou D (acide aspartique) est un acide
aminé acide et n est le nombre de répétitions (69,70). Cette charge négative améliore
I’affinité¢ pour I’enzyme de conjugaison Ubc9 qui contient un motif consensus chargé

positivement (71).

Le motif de SUMOylation dépendant de la phosphorylation (PDSM) est un autre
sous-groupe des sites de SUMOylation de type WKxXE/xx-SP, avec S est une sérine et P
est une proline (72). La phosphorylation de la sérine favorise la conjugaison de SUMO
(73). Les PDSM sont identifiés dans de nombreux facteurs de transcription notamment les
facteurs de choc thermique (HSF), facteur d’amélioration des myocytes 2 (MEF2) et les

récepteurs li€s aux cestrogenes (ERR) (72,74,75).

L’augmentation de P’affinité¢ pour I’enzyme Ubc9 est liée aux motifs NDSM et
PDSM, mais elle peut étre maintenue aussi par un autre motif riche en résidus
hydrophobes dans leur extrémité N-terminale de type (‘¥) nKxE/D, nommé le motif de
SUMOylation des noyaux hydrophobes (HCM).

D’un autre coté, il existe un autre sous-groupe des sites de SUMOylation qui est

connu sous le nom d’un site de SUMOylation consensus inversé (ISM), caractéris€ par la

structure suivante E/DxKY (68).
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1.2.1.5 Interaction non covalente avec SUMO via des motifs d’interaction avec
SUMO (SIM)

La protéine SUMO reconnait et interagit avec les protéines sur des motifs
spécifiques et bien déterminés, nommeés des motifs d’interaction avec SUMO par une
liaison non covalente (Figure 1.9) (62). Tout d’abord, les SIM sont impliqués dans
I’interaction non covalente avec SUMO libre (76) et aussi avec des protéines SUMOyl€es
(77). Les SIM se caractérisent par une courte s€quence d’acides aminés riche en résidus
hydrophobes (76), qui sont responsables de l’interaction non covalente. Les résidus
hydrophobes sont accolés par des acides amin€s acides (E /D), cette propriété favorise
I’association et ’interaction SIM-SUMO (78) (60). Dans des études récentes, il a été
démontré que la modification d’un acide aminé hydrophobe diminue la capacité des SIM

a interagir avec SUMO (78).

Une autre étude a démontré que SIM présente un feuillet  qui peut interagir d’une

fagon parallele ou antiparall¢le avec le feuillet 2 de SUMO (60,79).

1.2.1.6 Différents types des SIM

Comme les sites de SUMOylation, il existe plusieurs types des motifs d’interaction

avec SUMO qui se caractérisent par une séquence consensus des résidus hydrophobes.

La séquence la plus répandue présente les motifs suivants : [V/I] — [x] — [V/I]] —
[V/] ou [VA] — [V/] — [x] — [V/]] avec V est une valine, I est une isoleucine, x est
n’importe quel acide aminé et L est une leucine (80). En addition, les SIM sont

essentiellement regroupés en sept types (Tableau 1.2).
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Tableau 1.2
Les différents types des SIM

Séquence

Type 1 (Y]] [x] ['Y]

Type 2 ['¥] [x] ][]

Type 3 Y] V][] ['Y]
Type 4 [x] [¥][¥] [Y]

Type 5 ['¥'] [a] ['¥] [a] ['¥]
Type a [VA] [x] [V/] [V]
Type b [V/] [VA] [x] [V/VL]

D’ou ¥ est une valine (V) ou leucine (L) ou isoleucine (I),
x est n’importe quel acide aming, a soit un acide aspartique ou un
acide glutamique (81-83).

1.2.2 Moyen de prédiction des sites de SUMOylation et/ou des motifs d’interaction
avec SUMO

GPS-SUMO est un outil informatique qui prédit les sites de SUMOylation et les
interactions non covalentes avec SUMO. La séquence de la protéine avec le format
FASTA est analysée avec cet outil. Par Ia suite, [’analyse informatique obtenue présente
une prédiction des sites ou des SIM en indiquant leurs positions sur la séquence de la
protéine analysée. GPS-SUMO a été développé en utilisant 1059 sites de SUMOylation
dans 594 protéines et 151 SIM dans 88 protéines (84).

1.2.3 Les protéines TRIM et la voie de la SUMOylation

1.2.3.1 TRIMI9 ou PML

TRIM19, appelée aussi PML, est 'un des membres du cinquiéme groupe des
protéines TRIM (7), et joue un rdle en tant que suppresseur de tumeur (85). PML a été
découverte au cours des travaux sur la maladie de la leucémie aigué (86). Elle présente

sept isoformes qui partagent entre eux la région N-terminale. En raison de I’épissage
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alternatif des exons 4-9, ces isoformes différent au niveau de leurs extrémités C-terminales

(Figure 1.11).

Par conséquent, ils possedent des tailles différentes, une Jocalisation subcellulaire et
des fonctions différentes aussi. En effet, six isoformes parmi les sept se localisent dans le
noyau, ce sont les PML du [ a VI. Le septieme isoforme, PML VII, se trouve dans le
cytoplasme (85). PML présente le composant structural et I’organisateur de la formation

des corps nucléaires de PML, NB-PML (87).

En relation avec la voie de la SUMOylation, TRIM19 est I’un des substrats les plus
SUMOylés et les plus €tudiés. En effet, cette protéine contient trois lysines accepteuses
majeures de SUMO, K65, K164 et K490, situées dans des sites de SUMOylation
respectivement dans le domaine RING, le domaine B-Box!1 et le domaine de signal de

localisation nucléaire.

De plus, les isoformes PML [ & PML VI contiennent un motif d’interaction avec
SUMO dans leurs extrémités C-terminales griace a leurs longues séquences. Par contre,
I’isoforme PML VII est dépourvu de ce motif a cause de sa courte séquence (Figure 1.11)

(88,89).
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Figure 1.11  Les différentes isoformes de PML (88).

Toutes les isoformes (PML I — PML VII) sont modifiées par SUMO-1 sur
les trois lysines, qui sont mentionnées précédemment. Cette modification post-
traductionnelle peut réguler spécifiquement les interactions protéine-protéine, notamment
I’interaction de PML 1V avec la protéine des tumeurs, p53 (90). Cette protéine joue le role
d’un suppresseur des tumeurs et elle est SUMOQOylée par SUMO-1 également. Yaya Chu
et Xiaolu Yang ont démontré que I’expression de p53, SUMO-1 et PML isoforme IV dans

les cellules MEF provoque une interaction directe entre p53 et I’isoforme PML [V (91).
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Lorsque I’isoforme PML IV est SUMOylée par SUMO-1, ce qui induit la relocalisation
de pS3 aux corps nucléaires de PML en favorisant spécifiquement la transactivation de
pS53 au promoteur. Ce qui suggere aussi que PML joue un réle dans la régulation

transcriptionnelle (90).

Le trioxyde d’arsenic est I'un des agents thérapeutiques les plus efficaces de la
maladie de la leucémie aigu€. Il interagit directement sur les cystéines du motif RBCC de

la protéine de fusion PML-RARa en favorisant sa SUMOylation et sa dégradation (92).

En présence de cet agent thérapeutique, les trois paralogues de SUMOI1/2/3
co-localisent dans les corps nucléaires de PML (93). La SUMOylation de PML et son
interaction non covalente avec SUMO via son SIM induit la formation de ces corps
nucléaires NB-PML. Ces derniers sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires
telles que I’apoptose, la sénescence, la dégradation des protéines et la réponse antivirale
(85). La dégradation de PML est liée 4 la protéine RING Finger 4 (RNF4). Cette nouvelle
protéine joue le role de E3 ligase de I’ubiquitine. Elle contient aussi quatre SIM, qui lut
permet d’interagir spécifiquement et fortement avec les branchements de PML poly-
SUMOylée. A la suite de cette interaction non covalente, la protéine RNF4 déclenche

I’ubiquitination de PML et donc sa dégradation (Figure 1.12) (85,93).
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Figure 1.12 Dégradation de PML (93).
Les lysines K65, K160, K490 sont des lysines acceptrices de la protéine
SUMO. AS203 est agent thérapeutique contre la maladie de leucémie
aigiie. 1) AS203 induit la SUMOylation de PML. 2) RNF4 interagit avec
PML poly-SUMOylée via leurs SIM. 3) L’interaction RNF4-PML
poly-SUMOylée induit ’ubiquitination de PML. 4) Dégradation de PML
via la voie prtéasomique.

1.2.3.2 TRIM 24

La protéine TRIM24 est I’une des membres du sixiéme groupe des protéines TRIM
qui se caractérise par le domaine PHD-bromodomaine (7). TRIM24 est connue sous le
nom de facteur intermédiaire transcriptionnel 1 alpha (TIF o) et a un réle de corégulateur
transcriptionnel de nombreuses protéines nucléaires, notamment le récepteur d’estrogene
(ERa). La protéine TRIM24 peut réguler négativement la prolifération et la croissance
cellulaire grace a son association a la bromodomaine 7. Cette protéine s’associe avec les
chromatines via son domaine PHD-bromodomaine. Cette association est contribuée a
travers les interactions entre le bromodomaine-ADN et le bromodomaine-Nucléosome.
D’autre part, TRIM24 est surexprimée dans certains cancers notamment le cancer de la
prostate et le cancer du sein (94,95). Srikanth Appikonda et ses collégues ont démontré
que TRIM24 est SUMOylée sur la lysine 723 et la lysine 741 par SUMO-1 et SUMO-2/3.
[Is ont démontré ainsi que ’association de TRIM24 avec les chromatines est préalable a

cette modification post-traductionnelle. Le domaine PHD-bromodomaine de la protéine
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TRIM24 reconnait la lysine 4 non méthylée et la lysine 23 acétylée de I’histone 3.
L’association de TRIM24 avec les chromatines via ce domaine conduit a sa
SUMOylation. Le « Cross-talk »» entre I’acétylation de I’histone 3 et la SUMOylation de
TRIM24 maintient donc la fonction oncogénique de TRIM24 (95).

1.2.3.3 TRIM5«a

La protéine TRIMS est I’un des membres du quatriéme groupe de protéines TRIM
qui se caractérise par le domaine SPRY (7). La protéine TRIMS5a du singe Rhésus a été
la premiere protéine identifiée comme un facteur de restriction de VIH-1 (96).
Elle reconnait spécifiquement la capside de ce virus (65). Cette protéine se localise
essentiellement dans le cytoplasme en formant des corps cytoplasmiques (32), mais est
également trouvée dans le noyau. En présence de LMB, TRIMSa co-localise avec les

corps nucléaires de PML en formant aussi des corps nucléaires (97).

TRIMSa contient aussi un site consensus de SUMOylation qui joue un role
important dans I’immunité innée induite par elle. Cette induction contrdle I’activation des
deux facteurs de transcription, NF-kB et AP-1 (65). Il a aussi été démontré que TRIMSa
contient quatre motifs d’interaction avec SUMO et la mutation de SIM4 empéche sa
reconnaissance a la capside de VIH-1 ce qui provoque son incapacité de restreindre ce
virus. Cette mutation aussi empéche ’activation des deux facteurs de transcription; NF-xB

et AP-1 et elle réduit ainsi la co-localisation nucléaire de TRIMSa (97).

1.2.4 Les enzymes E3 ligase de SUMO

La réaction de la SUMOylation ne nécessite pas forcément I’intervention des
enzymes E3 ligase de SUMO, puisque sa spécificité se détermine par les substrats.

En revanche, la présence de ces enzymes favorise son efficacité.

A cette raison, dans la voie de la SUMOylation, quelques familles des E3 ligase de

SUMO ont été identifiées et décrites.
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En effet, les « Proteins Inhibitors of Activated STAT » sont la famille la plus

connue.

1.2.4.1 Protein Inhibitor of Activated STAT

Les « protein inhibitor of activated STAT » sont présentes chez tous les eucaryotes.

Dans les mammiferes, elles sont exprimées sous sept isoformes :

PIAS]|

- PIAS2 ou nommée aussi PIASx avec les isoformes PIASxa et PIASx3
- PIAS3 et PIAS3(3

PIAS4 ou nommée aussi PIASy et PIASy6 ~

Les PIAS conservent leurs extrémités N-terminales qui se caractérisent par un
domaine SAP, un domaine PINIT et un domaine RING. Elles différent au niveau de leurs

extrémités C-terminales.

En effet, le domaine SAP se lie aux séquences d’ADN riches en adénosines et

thymidines, et aux co-régulateurs transcriptionnels.

Le domaine PINIT détermine la localisation nucléaire des PIAS, et le domaine
RING maintient son activité E3 ligase. La partie C-terminale se caractérise par une région
acide nommée AD et d’une région riche en sérine et thréonine S/T. Les PIAS contiennent

un motif d’interaction avec SUMO dans leurs régions acides AD (Figure 1.13) (53,98)
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Figure 1.13  Structure des PIAS (53).

Les PIAS sont identifiées comme des co-régulateurs transcriptionnels, ainsi elles
jouent un role dans la régulation de la stabilité¢ des protéines. De plus, les PIAS sont
impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération et la
diftérenciation cellulaire, I’apoptose et le développement des cancers (99). En particulier,
les PIAS interagissent avec des protéines nucléaires notamment le suppresseur des

tumeurs p53.

En relation avec la SUMOylation, les PIAS peuvent interagir efficacement avec
SUMO-1 et avec I’enzyme de conjugaison Ubc9. Dans une étude, Noora Kotaja et ses
collegues ont démontré la capacité de PIAS1,2 et 3 a étre auto-SUMOylées par SUMO-1
et aussi d’interagir avec d’autres protéines SUMOylées grace a leurs SIM. Ils ont
démontre aussi que PIASxa favorise la SUMOylation de la protéine AR et de la protéine

c-Jun in vitro. Ce qui prouve que PIASxa fonctionne comme une enzyme de ligase avec

SUMO (100).

PIASy aussi joue un réle important dans la SUMOylation des deux protéines
mitotiques; la Topolla et la protéine PARP1 par SUMO-2/3. Kawaljit Kaur et ses

collegues ont démontré par la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire,



27

que PIASy contient un nouveau SIM dans I’extrémité C-terminale. Par une analyse in
vitro, ils ont démontré que les deux substrats Topolla et RARP1 sont SUMOylés par
SUMO-2/3 en présence de PIASy WT. Cette étude prouve que les SIM sont essentiels
pour I’activité E3 ligase de SUMO (101).

1.2.4.2 PML et TRM27

Comme il est mentionné au début de ma mémoire, toutes les protéines TRIM jouent
le role d’E3 ligase de I’ubiquitine grace a leurs domaines RING; mais certains membres

des TRIM peuvent aussi jouer le réle d’E3 ligase de SUMO.

TRIM19 est un substrat hyper-SUMOYyI€ ce qui conduit & la formation de chaines
de SUMOylation. Bas€ sur cette observation, Yaya Chu et Xiaolu Yang ont suggéré que
TRIM19 était une E3 ligase de SUMO. A cette raison, ils ont testé la capacit€ de la
protéine suppresseur de tumeur p53, la protéine ligase de 1’ubiquitine Mdm?2, le facteur
de transcription c-Jun et le facteur de transcription [kBaa étre SUMOylés in vitro.
Avec cette analyse, ils ont démontré que PML fonctionne comme une enzyme E3 ligase
de SUMO pour p53, Mdm2 et c-Jun en présence de SUMO-1 et SUMO-2, ce qui signifie
que PML favorise la SUMOylation des protéines nucléaires. De plus, ils ont démontré que
TRIM27 favorise aussi la SUMOylation in vitro de Mdm?2 par SUMO-1. En conclusion,
cette étude démontre que Pactivité E3 ligase de SUMO de TRIM19 et TRIM27 est faible

par rapport a celle induite par PIASy (91).

1.2.5 Les inhibiteurs de la dé-SUMOylation

Le N-éthylmaléimide (NEM) est I’un des inhibiteurs de la dé-SUMOylation (102).
Il réagit spécifiquement avec les groupements sulthydriles des protéines. Le NEM agit
fonctionnellement avec les autres groupes sulthydriles notamment le groupement -

amino-acide des peptides et le groupe e—amin€ des lysines (103).
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Toshiaki Suzuki et ses collegues ont démontré que N-éthylmaléimide bloque
’activité hydrolase de la protéine SUMO-1 (104). En eftet, le N éthylmaléimide inhibe
complétement ’activité hydrolase des SENP et il agit comme des inhibiteurs de I’activité

isopeptidase (102).

1.2.6 Ubiquitination

L’ubiquitination est une autre modification post-traductionnelle qui consiste en une
fixation d’une petite protéine appelée ubiquitine sur la lysine des substrats via une liaison
isopeptidique. L’ubiquitination est un processus dynamique et réversible. Elle nécessite
’intervention de trois enzymes; une enzyme d’activation UBEIL, une enzyme de
conjugaison et une enzyme de ligation E3 ligase de ’ubiquitine. Contrairement a la
SUMOylation, I’ubiquitination implique une enzyme d’activation monomeére, une dizaine

d’enzymes E2 et des centaines d’enzymes de ligase (105).

En effet, 'extrémité C-terminale de 1’ubiquitine s’associe a la cystéine de
’enzyme E1 via une liaison thioester. Puis, I’ubiquitine sera transférée sur I’enzyme de
conjugaison E2 via une liaison thioester aussi. Par la suite, I’enzyme E3 ligase de
"ubiquitine intervient pour créer une liaison isopeptidique entre la glycine de ["ubiquitine

et la lysine du substrat (Figure 1.14).

Contrairement a la SUMOylation, ’enzyme E3 ligase de I’ubiquitine détermine la
spécificité de cette modification post-traductionnelle. En effet, avec les enzymes E3 ligase
de I’ubiquitine qui posseédent un domaine RING ou un domaine U Box, I’ubiquitination

nécessite un complexe intermédiaire E3-E2~Ub pour transférer I’ubiquitine aux substrats.

Par contre, pour les E3 ligase de ’'ubiquitine de type RBR et HECT, I'ubiquitine
conjuguée (E2~Ub) sera dans ce cas transférée au cystéinyle sulthydryle avant de la
transférer aux substrats (106,107). L’ubiquitine peut étre elle-méme modifiée par une
autre ubiquitine, lorsque les lysines accepteuses des ubiquitines se fixent sur I’extrémité

C-terminale d’une autre ubiquitine via une liaison isopeptidique. En effet, [ubiquitine
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contient dans sa séquence sept lysines accepteuses pour [’ubiquitination, qui sont K6, K11,

K27, K29, K33, K48 et K68.

Comme la SUMOylation, I’ubiquitination peut se présenter sous forme d’une
mono-ubiquitination suite a la fixation d’une seule ubiquitine sur le substrat, une multi-
ubiquitination suite a la fixation de nombreuses ubiquitines sur le méme substrat ou aussi
des chaines d’ubiquitination ou nommées aussi des poly-ubiquitination. Bien que la voie
de la SUMOylation est impliquée dans de nombreux processus cellulaires, la fonction
majeure de ['ubiquitination est la dégradation protéasomique. Cette fonction est liée a la

lysine 48 et a la lysine 11 tout en induisant des chaines d’ubiquitination.

L’ubiquitination est impliquée aussi dans la signalisation cellulaire par les poly-

ubiquitination liée a la lysine 63 (Figure 1.14) (108,109).
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Figure 1.14 La voie de "ubiquitination (109).
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1.2.6.1 Les enzymes E3 ligase de ’ubiquitine

Dans I’ubiquitination, il existe environ 700 enzymes qui jouent le role de E3 ligase

de I'ubiquitine. Ces enzymes sont classées en trois familles; HECT, RING et RBR (109).

- E3 ligase de ’ubiquitine de type HECT : HECT est une large famille de

protéines monomeérique qui contiennent un site de liaison avec 1’ubiquitine
activée et un site de liaison avec 1’ubiquitine conjuguée. De plus, elle contient
un domaine d’interaction protéine-protéine. Les E3 ligase HECT forment une
liaison covalente avec 1’ubiquitine avant de la transtérer sur les lysines des

substrats (107).

- E3ligase de ’ubiquitine de type RING : Les domaines RING des enzymes E3

ligase de I'ubiquitine contiennent des acides amin€s hydrophobes, des cystéines
et des histidines. Ces enzymes peuvent étre sous forme monomérique ou aussi
sous forme de multi-unités. Les E3 ligase de ['ubiquitine de type RING

interviennent pour rapprocher les ubiquitines conjuguées aux substrats (110).

- E3 ligase de 'ubiquitine de type RBR : Les enzymes E3 ligase de I’ubiquitine

de type RBR présentent une combinaison entre les E3 ligase de type RING et
HECT. Elles interagissent avec I'ubiquitine conjuguée puis elles transferent

I’ubiquitine au résidu cystéinyle du domaine RBR (106).

1.2.6.2 Exemples des E3 ligase de ’ubiquitine

Les protéines TRIM contiennent le domaine RING qui confére I’activité E3
ligase de I'ubiquitine. Certaines TRIM peuvent étre auto-ubiquitin€es, c¢’est-a-dire
qu’elles utilisent leurs propres domaines RING pour [’ubiquitination notamment

TRIMS5a.

En effet, TRIMSa nécessite son domaine RING pour créer des chaines
d’ubiquitination liée a la lysine 63. Ces branchements sont importants pour |’activation de

ces deux facteurs de transcription NF-kb et AP-1 (97,111,112).
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TRIM32 joue aussi le role de E3 ligase de I’ubiquitine et la mutation de la région
C-terminale de cette prot€ine provoque des maladies musculaires. En effet, cette mutation
affecte la capacité de protéines musculaires a étre dégradées par la voie protéasomique qui

est liée a la lysine 48 (113).

La topoisomérase I contient aussi le domaine RING (110), cette protéine joue a la
fois le role d’une enzyme de E3 ligase de I’ubiquitine et E3 ligase de la SUMOylation
pour la protéine p53 (111).



CHAPITRE 11

PROBLEMATIQUES ET OBJECTIFS

Comme il est mentionné précédemment, la voie de la SUMOylation peut influencer
la stabilité ainsi que les fonctions des substrats tels que les protéines TRIM. En effet,
dans notre laboratoire, Nepveu-Traversy, Marie-Edith a démontré que la mutation du
motif 4 d'interaction avec SUMO (SIM4) de TRIMS rhésus empéche sa reconnaissance et
son interaction avec la capside de VIH-1, ce qui induit son échec a le restreindre (90).
De plus, elle a démontré que la mutation de la lysine 10 du site de la SUMOylation
potentiel de TRIMS rhésus modifie la spécificité de l'activité E3 ligase de ['ubiquitine du
domaine RING tout en favorisant ['ubiquitination li€ a la lysine 10 plutot qu’a la lysine 63

(53).

Cependant, 'effet de la voie de la SUMOylation sur la fonction des protéines TRIM
n'avait €t €étudié que sur un petit nombre de protéines de cette famille. Par conséquent,
notre laboratoire a amorcé un effort pour €lucider ces interactions fonctionnelles pour

toutes les protéines TRIM.

Dans ce contexte, mon projet de maitrise vise a déchiffrer les relations
fonctionnelles entre la voie de la SUMOylation et les MURF, un des groupes de TRIM
les moins étudiés. Nous sommes parvenus alors a I'hypothése suivante : les sites de
SUMOylation et/ou les motifs d'interaction avec SUMO jouent un rdle dans les fonctions

des MUREF-.
Pour ce faire, nous devons réaliser les objectifs spécifiques suivants :

1) Etudier la capacité des MURF a étre SUMOylées et/ou a interagir avec SUMO.

2) Identifier les sites de SUMOylation et/ou les motifs d'interaction avec SUMO
(SIM).
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3) Etudier le role de la voie de la SUMOylation dans les fonctions des MURF en
examinant les réles des SIM potentiels dans la stabilité, la localisation

subcellulaire et dans I'activité E3 ligase de 'ubiquitine.

Grace a ce travail de recherche, nous serons capables de bien caractériser les MURF,
d'éclaircir leurs relations vis-a-vis la voie de la SUMOylation et d'enrichir les

connaissances scientifiques.



CHAPITRE I11

MATERIELS ET METHODES

3.1 Culture cellulaire

Les cellules humaines embryonnaires de rein 293T et les cellules humaines
cancéreuses HelLa sont exprimées et cultivées dans du milieu DMEM contenant 10 % de
sérum de veau feetal (SVF), 100 unités/mL pénicilline et 100 pg/mL streptomycine,
a 37 °C, dans une atmosphere humide a 5 % de CO». Ces deux lignées cellulaires sont des
cellules adhérentes qui peuvent pousser facilement dans le milieu DMEM ou aussi dans

le milieu RPML

3.2 Plasmides utilisés

Les plasmides utilisés dans mon projet de maitrise sont : SRa-HA-SUMO-1 (NO.
Ref 17359), pcDNA3-HA-SUMO-3 (NO. Ref 17361) et pcDNA3.1+ (NO. Ref V790-
20). Ces plasmides sont achetés chez ADDGENE.

Les plasmides pcDNA3.1+ contenant les inserts TRIM54-FLAG ou TRIMS5-
FLAG ou TRIM63-FLAG ou TRIM19/PML-FLAG sont utilisés pour réaliser les objectifs
de travail. Les ADN codant pour des TRIM55 (OHu29713D), TRIM54 (OHu55662),
TRIM63 (OHu26876) et TRIM 19 (OHu25484) ont été obtenus chez Genscript.

Les plasmides pcDNA3.I1+TRIM19, pcDNA3.1+TRIMS54, pcDNA3.[+TRIMS5S et
pcDNA3.1+TRIM63 sont marqués par le tag FLAG qui est inséré aux extrémités

C-terminales.
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3.3 Transfection et lyse cellulaire

Les cellules 293T sont mises en culture dans des boites de pétri de 10 cm, puis elles
sont transfectées a une confluence de 50-60 % en monocouche en utilisant 1’agent
chimique Polyéthylénimine (PEI) (Polyscience) avec une concentration finale égale a

4,5 ng/ul (114).

Pour chaque plasmide transfecté, 10 ug ont été dilués dans 1 mL de DMEM sans
sérum dans un eppendorf de 1,5 mL puis 45 pl de PEI sont ajoutés suivis d’un vortex.
Apres une incubation de 15 minutes a température ambiante, la solution est ajoutée
délicatement aux cellules 293T. Par la suite, le milieu des cellules est remplacé apres

6 heures de la transfection afin d’éviter la toxicité des cellules.

Apres 48 heures de la transfection, les boites de pétri sont mises en place sur la glace
et le surnageant des cellules est aspiré. Les cellules ensuite sont décollées en faisant des
up-and-down avec environ 1 mL de PBS froid et elles sont transférées dans un nouveau
tube froid. Puis, une centrifugation a 2000 rpm pendant 3 minutes a 4 °C est réalisée et le
surnageant est ensuite aspiré. Les cellules sont lysées par 1 mL de tampon de lyse RIPA
buffer supplémenté par un inhibiteur de protéase 1X (Thermo Scientific) et d’un inhibiteur
de la déSUMOylation (NEM) (Thermo Scientific) avec une concentration finale égale a
10 mM. Puis, I’ADN est détruit jusqu’a la perte de viscosité par sonication. Finalement,
25 uL de la solution de dépot (PSB) 5X sont ajoutés pour 100 uL des lysats totaux suivis

d’un chauffage a 95 °C pendant 7 minutes.

3.4 [Immunoprécipitation

Afin de purifier les TRIM, une préparation des billes magnétiques anti-FLAG
(Sigma) est réalisée. En premiere étape, les billes magnétiques anti-FLAG ont été
équilibrées par 3 lavages avec 5 « packed gel volumes » de Buffer TBS froid. Puis,
les tubes sont mis en place sur un support magnétique pour aspirer le surnageant.

Les billes magnétiques anti-FLAG sont ensuite resuspendues dans du TBS froid (quantité
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devra étre calculée). Par la suite, 20 pL de billes (10 packed gel volume) sont ajoutés a
chaque 900 pL. des lysats, suivis d’une incubation toute la nuit a 4 °C sur un rotateur.
Le lendemain, le tube a été mise en place sur un support magnétique pendant 10 secondes
afin de retirer le surnageant. Les billes sont nettoyées ensuite 3 fois par 500 uL. de TBS
froid en retirant le surnageant. Les protéines FLAG-TRIM sont €luées avec 50 uL de la
solution de dépot (PSB) 1X suivi d’une étape de chauffage a 95 °C pendant 7 minutes et
elles sont remis sur la glace. Sur un support magnétique, le surnageant est transféré dans

un nouveau tube qui est prét pour une analyse d’immunoblotting.
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Figure 3.1  Schéma explicatif de ’immunoprécipitation.
(Anti-FLAG magnetic beads. 2020.
https://www.bimake.com/product/anti-flag-magnetic-beads.html).

3.5 Waestern Blot

Les protéines contenues dans les lysats totaux et dans les lysats
d’immunoprécipitations sont séparées en fonction de leurs poids moléculaires sur un gel
polyacrylamide dénaturant SDS-PAGE en utilisant un courant électrique de 100 volts.
Puis les protéines migrées sont transférées sur des membranes de nitrocellulose par un

transfert mouillé pendant 3 heures a 300 mA (une seule cuve). Ces derniéres sont saturées
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par une étape de blocage pendant | heure par une solution riche et concentrée en protéines

(5 % lait ou 5 % BSA) a température ambiante afin de favoriser la spécificité des Ac.

Par la suite, chaque membrane est incubée toute la nuit a 4 °C avec I’un des anticorps
primaires suivants; un anticorps de souris anti-FLAG (Sigma Aldrich 1:1000) ou un
anticorps de lapin anti-HA (Cell Signaling 1:1000) ou un anticorps de souris anti-myc
(Santa Cruz 1:500). Apreés 16 heures, les membranes ont été lavées 3 fois par TBST
pendant 10 minutes suivi d’une incubation pendant 1 heure a température ambiante avec
les anticorps secondaires suivants; un anticorps de cheévre anti-souris [gG-HRP (Cell
Signaling 1:2000) ou un anticorps de chevre anti-lapin IgG-HRP (Bio Rad 1:2000).
Par la suite, les membranes sont révélées avec une solution de révélation (Clarity Bio
Rad). Les images ont été enregistrées sur un systeme d’imagerie ECP UVP (Upland,

Californie).

3.6 Test de stabilité

Les cellules 293T sont mises en culture dans des plaques de 6 puits, puis elles sont
co-transfectées avec 2 ug des plasmides pcDNA3-FLAG-TRIMSS et Sra-HA-SUMO-1
ou pcDNA3-HA-SUMO-3. Apres 44 heures de la transfection, les cellules sont traitées
par les inhibiteurs protéasomique et lysosomial qui sont respectivement MG132 et

bafilomycine pendant 4 heures.

Les deux agents chimiques MG132 (Sigma Aldrich) et la bafilomycine (Sigma
Aldrich) sont dilués respectivement dans du DMSO et I’éthanol et sont utilisés a des

concentrations finales égales a 10 uM et 1 uM.

3.7 Mutation des motifs d’interaction avec SUMO (SIM)

Dans le but de déterminer I'effet des SIM dans la stabilité, la localisation
subcellulaire et dans I’ubiquitination de TRIMSS, leurs noyaux hydrophobes ont été mutés

en alanine par PCR, en utilisant les amorces suivantes :
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TRIMSS-EcoRV-Forward
5" GAGAGATATCATGAGCGCATCTCTGAAT 3°

TRIMSS5-SIM1 mut-Forward
5" CCTGCGGCGGCTCTCCCTTGTCAGCACAAC ¥

TRIMS55-SIM1 mut-Reverse
5 AGGGAGAGCCGCCGCAGGTTTCGTGAACATCTC 3

TRIMSS-SIM2mut-Forward
57 AATGCCGCTGACGCCTACAAGCAGGAGTCCAC 3

TRIMS5-SIM2mut-Reverse
5" GTAGGCGTCAGCGGCATTTTCCACCAGCAGGTT 37

TRIMSS-Xhol-Reverse
5 GAGACTCGAGTCACTTATCGTCGTCATC 3°

Tableau 3.1
Conditions des PCR |

Température (°C) Temps (secondes)

Dénaturation initiale 98 120
Dénaturation 98 30
Hybridation 55 30
Elongation 72 120
Elongation finale 72 300

Fin 4

Nombre de cycles 20

PCR 1 est réalisée pour créer les mutations de SIM1 ou SIM2 en utilisant
I’enzyme « Velocity ».



Tableau 3.2
Conditions des PCR 2

39

Température (°C)

Temps (secondes)

Dénaturation initiale 98
Dénaturation 98
Hybridation 50
Elongation 72
Elongation finale 72
Fin 4
Nombre de cycles

120
30
30

120

300

25

PCR 2 est réalisée pour obtenir tout le fragment de TRIMSS avec SIM1 ou

SIM2 en utilisant I’enzyme « Velocity ».

Par la suite, les deux fragments entiers obtenus, TRIMS5 SIMImut et TRIMS5

SIM2mut, ainsi que le vecteur pcDNA3.1+ ont été digérés par les deux enzymes de

restriction EcoRV et Xhol. Les deux inserts sont ensuite ligués avec ce vecteur.

Tableau 3.3

Réaction de ligation avec le T4 ligase (NEB)

Température (°C)

Temps (minutes)

Etape 1 16
Etape 2 56

960
10

Ligation de TRIMS55 SIM Imut ou TRIMS55 SIM2mut avec pcDNA3.1+.

Apres 16 heures de ligation, les produits de la réaction obtenus sont transformés

dans les bactéries E.Coli DH5a. Puis les colonies sélectionnées sont purifiées et digérées

aussi avec EcoRV et Xhol afin de vérifier la ligation.

Les mutations sont ensuite vérifiées par un séquengage chez le centre d’innovation

Génome Québec et Université McGill.
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3.8 Microscopie 2 immunofluorescence

Les cellules HeLa ont été étalées sur des lamelles en verre de microscope
(Fisherbrand) dans des plaques a 6 puits. Puis, elles sont co-transfectées avec les
plasmides pcDNA3-FLAG-TRIMSS WT ou mutées avec SUMO. Par la suite, les cellules
ont été fixées et perméabilisées avec | mL de la solution de fixation et de perméabilisation
pendant 10 minutes. Ensuite, les cellules ont €té lavées quatre fois avec | mL de PBS.
Les cellules sont traitées par | ml de PBS avec 10 % de FBS pendant une heure a
température ambiante. Cette étape de blocage a été suivie d’une incubation toute la nuit a
4° C avec 20 uL d’anticorps polyclonal anti-FLAG de souris (Sigma Aldrich, 1:200) ou
avec 20 pL d’anticorps polyclonal anti-HA de lapin (Cell Signaling, 1:800) ou avec 20 pul.

d’anticorps polyclonal anti-alpha-tubuline de lapin.

La coloration fluorescente a €t€ effectuée par une incubation pendant une heure a
I’obscurité avec 20 pl d’anticorps de chévre conjugué anti-lapin (Invitrogen Alexa
fluor 594, Thermo Fisher) et 20 ul. d’anticorps de chevre conjugu€ anti-souris (Invitrogen

Alexa 488, Thermo Fisher). Chaque anticorps fluorescent est utilisé a la dilution 1:200.

Les cellules fixées ont été lavées deux fois avec du PBS puis le Hoechst33342
(0.8 ug/mL; sondes moléculaires) est ajouté avec du PBS pour révéler le noyau.
Apres, les lames étaient montées en ajoutant le Vectashield (Vector Laboratories,
Burlington, Ontario). Par la suite, les images ont été générées a ’aide d’un microscope

(Zeiss Axio observer) équipé d’un module Apotome et du logiciel Axio vision.

3.9 PyMOL

PyMOL est un logiciel qui permet de visualiser les structures des protéines de

format PDB (115).

Afin de créer un modele de la structure de TRIMSS, 1l est nécessaire d’avoir une

structure avec le format PDB comme il est mentionné précédemment. Pour ce faire,
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la séquence de TRIMSS est examinée par « Swiss Model ». Par la suite et selon les
cristallisations qui sont déja connues, « Swiss Model » proposera plusieurs modeles.
Dans le but d’avoir une structure acceptable et avantageuse, il est nécessaire de choisir le
modele qui présente un pourcentage d’identité maximal avec la structure a modéliser et
aussi un facteur d’estimation de qualité maximal, nommé « Global Model Quality

Estimation ».

Tableau 3.4
Analyse par PyYMOL

Template Results o

Templates Quaternary Structure Sequence Similarity Alignment of Selected Templates More ~
I1Sort $ Name ¢ Title $ Coverage 4 GMQE % QSQE % Identity 9 Method $ Oligo State ¢ Ligands
B Svzv. 1A E3 ubiquitin-protein ligase TRIM23 .. - 0.39 0.12 26.51 X-ray, 1.8A homo-dimer 4xZN~ W
v
2y43.1.B E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE -. . . 0.42 0.08 21.43 X-ray, 1.8A homo-dimer 4xZN~ v
RAD18 v
= 2y43.1.A E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE BN IE 0.42 0.08 21.43  X-ray, 1.8BA homo-dimer 4xZN°~ Vv
RAD18 v
Gfga.1.8 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 Bl B ¢ 0.02 30.12  X-ray, 2.8A  hetero- 4xZNT v
tetramer A
T Bfga2 A E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 -. . - 0.44 0.01 30,12 X-ray, 2.8A hetero- A4xZN- Vv
tetramer &
[ 2ecv.1.A  Tripartite motif-containing protein 5 -. . . 0.44 - 3333 NMR monomerv  2xZN< V¥
B Bfga.1.A E3 ubiguitin-protein ligase TRIM21 .. . - 0.44 0.01 30.12  X-ray, 2.8A hetero- 4x N v
tetramer &
Sfer 1.0 E3 ubiquitiniSG15 ligase TRIM25 -. . . 0.44 0.26 32.05 X-ray. 2.3A hetero- 4XZN'- Vv
hexamer A
& Zecw.1 A Tripartite motif-containing protein 30 -. . . 0.43 - 32.00 NMR monomer v 2xXZN< vV
Sfer.1.A  E3 ublquitin/ISG15 ligase TRIM25 Bl BN 043 026 3205 X-ray 23A  hetero-  4xZNY v
hexamer &
Seya 1.C Tripartite motif-containing 25 variant .. .. 0.43 0.27 32.05 X-ray, 2.4A hetero- Ax NS W

nexamer &



CHAPITRE IV

RESULTATS

4.1 Western Blotting des WCL et des IP des MURF exogénes co-transfectés
avec SUMO

Afin de déterminer la capacité des MURF a étre modifiées et/ou a interagir avec
SUMO, les MURF sont transfixés dans des cellules humaines 293T en présence ou pas de
SUMO-1 et de SUMO-3. Les lysats totaux et les TRIM immunoprécipitées par les billes
magnétiques anti-FLAG sont analysés par un Western Blotting. Dans cette expérience,
FLAG-TRIMI9 est utilisée comme un contrdle positif. Tout d’abord, pour qu’une
protéine soit SUMOYylée, elle doit avoir une bande de 12 Kb plus que sa taille normale

autrement dit la taille de SUMO avec la taille normale de la protéine.

La révélation avec I’Ac anti-FLAG nous a permis de détecter les bonnes tailles des
TRIM étudiées; 75 kDa, 40 kDa, 35 kDa et 97 kDa respectivement pour TRIMSS,
TRIMS54, TRIM63 et TRIM19. Avec la révélation avec I’Ac anti-HA, nous n’avons pas
détecté des tailles démontrant la SUMOylation des MURF. Ce qui suggere qu’aucune
MUREF purifiée n’a été SUMOylée ou n’interagit avec SUMO. Cependant, nous avons
observé des chaines de SUMOylation avec notre controle positif TRIM 19 (Figure 4.1).

D’un autre c6té, nous avons observé que TRIMSS et TRIMI19 purifiées sont

faiblement accumulées en présence de SUMO-3 (Figure 4.1).
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Figure 4.1

Aucune MURF n’est SUMOylée.

A et B, les protéines des lysats totaux sont analysées par un WB et sont
révélées respectivement par un Ac anti-FLAG et un Ac anti-HA. C et D,
les protéines immunoprécipitées par les billes magnétiques anti-FLAG sont
analysées par un WB et les bandes sont révélées respectivement par
un Ac anti-FLAG et un Ac anti-HA. NS pour une bande non spécifique.
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4.2 Stabilité de TRIMSS

Comme était mentionné précédemment, la révélation avec 1’Ac anti-FLAG des
lysats totaux et des [P montre une faible expression de TRIMSS et de TRIMI9
co-transfectées avec SUMO-3. Cependant, aucun impact n’est observé sur |’expression de

TRIMS54 et TRIM63.

Pour comprendre [|effet obtenu, TRIMSS, TRIMI19 et TRIMS4 ont été
co-transfectés dans des cellules 293T avec des concentrations croissantes de SUMO-1 et
de SUMO-3. Par la suite, les protéines des lysats totaux sont analysées par Western

Blotting (Figure 4.2 A, B et C).

La révélation avec |I’Ac anti-FLAG nous a permis de détecter les tailles spécifiques
de chaque prot€ine. De plus, cette révélation a suggéré que la surexpression de
SUMO influence I’expression de TRIMSS et TRIM19 (Figure 4.2 A et C). Cependant,

nous n’avons pas détecté un effet sur I’expression de TRIMS54 (Figure 4.2 B).

A cette raison et comme il est démontré déja que TRIM19 peut étre dégradée par
la voie protéasomique, Nous avons suggéré qu’il s’agit peut-€tre d’une dégradation qui

peut étre liée a la voie protéasomique et/ou a la voie lysosomiale.

Afin de déterminer quelle voie est impliquée et quelle est ’origine de cette faible
accumulation, les cellules co-transfectées ou pas avec TRIMSS et SUMO-3 ont été traitées
par les inhibiteurs de ces deux voies, respectivement par MGI132 et bafilomycine.
La révélation avec I’Ac anti-FLAG suggere que les deux voies protéasomique et

lysosomiale sont impliquées dans cette dégradation (Figure 4.2 D).
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Figure 4.2  TRIMSS est dégradée par la voie protéasomique et lysosomiale en
présence de SUMO-3.
A, B et C, la surexpression de SUMO-3 influence [’expression de TRIM 19
et de TRIMSS. D, les voies protéasomique et lysosomiale interviennent
dans la dégradation de TRIMSS.
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4.3 Identification des motifs d’interaction avec SUMO

Dans le but d’identifier les motifs potentiels d’interaction avec SUMO, une analyse

informatique a €té réalisée en utilisant GPS-SUMO.

La séquence de TRIMSS5 est analysé€e par cet outil informatique, et cette analyse
suggere que TRIMSS a deux motifs potentiels d’interaction avec SUMO (SIM)
(Figure 4.3). Le premier SIM (SIM1) présente la séquence « VVILP » qui se situe entre
la 37° et la 41° acides aminés de sa séquence. Le deuxieme SIM (SIM?2) présente la
séquence « IIDIY » qui se trouve entre le 104° et le 108° acide aminé de la séquence.
Nous remarquons que les SIM cités sont riches en acides aminés hydrophobes, qui sont

une propriété de tous les SIM.

TRIMSS
26 85 119 161 190 211 269 327
1 3 i 548
e e
e ﬁ o .. o I
SIM1i SIM2
VVILP [IDIY

37...41 104 ... 108

Figure 4.3  TRIMSS contient deux SIM potentiels.

Afin de déterminer la position des SIM dans la structure de TRIMS5, nous avons
modélisé la séquence couvrante de ces deux SIM, c’est-a-dire de la premiére méthionine

de TRIMSS jusqu’a la premiere cystéine du domaine B-Box par [’application PyMOL.
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Cette modélisation démontre que SIMI se situe sur un feuillet B et qui est dans le

cceur du domaine RING. Par contre, SIM2 se trouve sur une hélice a et qui est plus

¢loignée du domaine RING (Figure 4.4).

1 MSASLNYKSFSKEQQTMDNLEKQLICPICLEMFTKPVVILPCQHNLCRKCASDIFQASNPYLPTRGGTTMASGGRFRCPSC
RHEVVLDRHGVYGLQRNLLVEN QESTRPEKKSDQPMC 121

Figure 4.4  Modélisation de TRIMSS.

4.4 Role des SIM dans la stabilité de TRIMSS

Dans le but de déterminer le réle des SIM dans la stabilité de TRIMSS, tous les

acides aminés hydrophobes ont €t€ mutés en alanine en utilisant des PCR.

Apres la vérification des mutants par un séquengage, nous avons co-transfecté les
cellules 293T par TRIMS5 WT ou mutantes (Tableau 4.1) en présence ou pas de SUMO-1
et SUMO-3. Par la suite, les WCL ont été analysés par des WB. Avec la révélation avec
I’Ac anti-FLAG, nous avons observé que TRIM55 WT est faiblement accumulées que les
mutants. Ce qui nous mene a conclure que SIMImut et SIM2mut sont plus stables que

TRIMSS WT (Figure 4.5).
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Tableau 4.1
Mutations des SIM
SIM1 WT VVILP
SIMIMUT AAALP
SIM2 WT 1IDIY
SIM2MUT AADAY
HA-SUMO-1 - HA-SUMO-3
FLAG-TRIMS55 |
wWCL 75
WB : FLAG
250
WCL 150
WB : HA 100
75
25
20 R —— —h
Figure 4.5  SIM1mut et SIM2mut sont plus stables que TRIMSS WT.

Comme il était suggéré précédemment que les deux voies protéasomique et

lysosomiale sont impliquées dans la dégradation de TRIMSS de type sauvage, mais leurs

effets sur I’expression des mutants sont inconnus.
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Pour ce faire, les cellules 293T ont été co-transfectées par TRIMSS WT ou mutants
avec ou sans SUMO-3. Par la suite, les cellules transfectées sont traitées ou pas avec

MG132 et bafilomycine.

Avec la révélation avec I’Ac anti-FLLAG, nous avons observé que les mutants sont
plus stables que TRIM 55 WT et nous n’avons pas détecté un effet sur I’expression des
SIM, ce qui peut étre expliqué que SIMI et SIM2 favorisent le roulement rapide de
TRIMSS (Figure 4.6).

A
FLAG-TRIMSS WT FLAG-SIM1 mut
- HA-SUMO-3 - HA-SUMO-3
W
) e v > A
\&0\ v %\? \‘\U\ %’DQ .\*\\\\j Q,}V. .KS.}\ QD\

AnTLAG = SEaeser ;o

ADU-ACHN S S — 0 KDA

B
FLAG-TRIMSS WT FLAG-SIM2 mut
- HA-SUMOQO-3 - HA-SUMOQO-3
A
S S > > -~ &
& & & &Y

Anti-FLAG = oxs e e m—‘ 75 KDA

L eaes s ee e s eSS

Figure 4.6  Pas d’effet des voies protéasomique et lysosomiale dans I’expression des
mutants.
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4.5 Role des SIM dans la localisation subcellulaire

Dans la littérature, il a ét€¢ démontré que la voie de la SUMOylation peut affecter la

localisation subcellulaire de ces cibles notamment, TRIMS a (97).

Dans notre projet, et afin de déterminer le réle des SIM potentiels dans la
localisation subcellulaire de TRIMSS5, nous avons co-transfecté les cellules HeLa par
FLAG-TRIMS55 WT ou mutantes avec ou pas HA-SUMO-1 et HA-SUMO-3. Avec la
révélation avec les anticorps fluorescents (Ac-anti-souris et Ac anti-lapin), nous avons
observé que TRIMSS sauvage forme des corps cytoplasmiques (Figure 4.7 A) alors que
SIMImut et SIM2mut présentent une distribution plus diffuse tout autour du noyau

(Figure 4.7 B et Figure 4.7 C).
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FLAG-SIM2 mut

FLAG-SIM2 mut
—+
HA-SUMO-1
FLAG-SIM2 mut |
-+
HA-SUMO-3

Figure 4.7  SIMImut et SIM2mut présentent une distribution plus diffuse autour de
noyau.

Dans cette expérience, SIM2mut co-transfectée avec SUMO-3 présente une
distribution sous forme de corps cytoplasmiques (Figure 4.7 C), mais leurs fonctions sont
encore inconnues. Comme il était mentionn¢ précédemment, TRIMSS est impliquée dans
la dynamique des microtubules. Par conséquent, la co-localisation de TRIMSS avec les
microtubules a été examinée en utilisant les Ac anti-FLAG et anti alpha tubuline

(Figure 4.8).
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- ---
FLAG- SIMZ mut
HA-SUMO |

Figure 4.8 SIMImut et SIM2mut co-transfectées avec SUMO co-localisent
partiellement avec les microtubules.

FLAG- SIM2 mut

HASUMO3

Cette expérience a démontré que SIMImut et SIM2mut co-transfectés avec
SUMO-1 ou SUMO-3 présentent une co-localisation partielle avec les microtubules
(fleches blanches). Cependant, ceci ne nous permet pas d’attirer des conclusions sur la

dynamique des microtubules.

4.6 Role des SIM dans I’ubiquitination

Afin d’étudier la stabilité de TRIMS55 WT, les cellules 293T ont été co-transfectée
avec FLAG-TRIMS5 sauvage ou mutants en présence ou pas de HA-SUMO-1 ou
HA-SUMO-3 (expérience et résultat décrits dans la section 4.4). La révélation avec
’Ac anti-FLAG nous a permis de détecter une nouvelle bande de taille environ 85 kDa
(indiqué par des fleches rouges). Cette bande semble étre une forme ubiquitinée de

TRIMSS (Figure 4.9).



55

HA-SUMO-1  PasdeSUMO  HA-SUMO-3
s $ s & &9
. S S S
FLAG-TRIMSS | & & &6‘ & \;\\\\\ FRRS &@
ST HS TS s
WCL
WB:FLAG '® | < TRIMSS
7S | -
-—

Figure 4.9  Forme ubiquitinée de TRIMSS.

Pour cela, nous avons examiné le role des SIM dans 1’ubiquitination. Dans cette
expérience, les cellules 293T ont ét¢€ co-transfectées avec TRIMSS sauvage et mutants en
présence ou pas de 'ubiquitine de type sauvage ou ubiquitine mutée sur sa lysine 48,
qui est impliquée dans la voie protéasomique. Avec la révélation d’Ac anti-Myec,
nous avons observé que TRIMSSWT présente des chaines d’ubiquitination surtout en
présence de Myc-Ub K48R (indiqué dans des cadres orange), mais SIMImut et SIM2mut
présentent seulement une forme mono-ubiquitinée (Figure 4.10), ce qui nous mene a

conclure que les SIM maintiennent la forme poly-ubiquitinée de TRIMSS.
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Figure 4.10 SIMImut ou SIM2mut préviennent la forme poly-ubiquitinée de TRIMSS.



CHAPITRE V

DISCUSSION

La modification post-traductionnelle par la protéine SUMO (SUMOylation) se
produit a des sites « consensus » de SUMOylation, et correspond a la fixation de SUMO

sur une lysine des substrats via une liaison isopeptidique (55).

La protéine SUMO peut interagir également avec des protéines via des liaisons non

covalentes grace a des motifs d’interaction avec SUMO (78).

La voie de la SUMOylation est impliquée dans de nombreux processus cellulaires
notamment la transcription et la régulation du cycle cellulaire. De plus, cette modification
influence la stabilité, la localisation subcellulaire et la fonction des protéines, comme

TRIM19 et TRIMS5a (97,116,117).

Comme il est mentionné, les protéines TRIM sont une large famille de protéines qui
peuvent étre des substrats de la voie de la SUMOylation. Cette famille est regroupée en
onze groupes en se basant sur leurs extrémités C-terminales (7). En relation avec la
SUMOylation, quelques groupes des protéines TRIM n’ont pas été étudiés,notamment le

deuxieme groupe, nommé aussi les MURF.

Pour caractériser les MURF, nous avons examiné et déchiffré leurs relations

fonctionnelles avec la voie de la SUMOylation par une analyse cellulaire.

Dans une premicre €tape, les cellules 293T ont été co-transfectées avec les MURF
et SUMO afin de déterminer leurs capacités a étre SUMOylées et/ou a interagir avec
SUMO. Avec le résultat des WB obtenu, nous n’avons pas réussi a détecter une MURF

SUMOylée ou une interaction avec SUMO. Contrairement a notre contrdle positif,
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TRIM19 a présenté une forme poly-SUMOylée en présence de SUMO-1 et SUMO-3
(Figure 4.1 — Chapitre V).

Dans une autre expérience et dans le but d’examiner I’interaction des MURF avec
SUMO, nous avons purifié les protéines HA-SUMO co-transfectées avec FLAG-MURF
en utilisant des billes magnétiques anti-HA. Par une analyse d’immunoblot, nous n’avons
pas réussi a détecter une interaction entre MURF et SUMO mais, ceci n’exclut jamais son
existence. Nous suggérons d’examiner encore une fois la SUMOQylation et I’interaction
des MURF avec SUMO en utilisant des cellules musculaires puisque ces protéines sont
exprimées spécifiquement dans des cellules musculaires striées. Nous pensons que la ligne
cellulaire peut affecter et changer quelques conclusions. En effet, Gabriel Heras et ses
collegues ont utilisé la ligne cellulaire C2C12 et ils ont pu démontrer la SUMOylation de

TRIM63 (MURFT) par SUMO-1 sur la lysine 238 (118).

Ce qui est intéressant avec les résultats des WB (Figure 4.1) que TRIMI9 et

TRIMSS présentent une faible accumulation en présence de SUMO-3.

Il est déja connu dans la littérature que TRIMI9 peut étre dégradé par la voie
protéasomique (117), mais aucune information sur TRIMS55. Pour comprendre I’origine
de cet effet, les cellules 293T ont €té co-transfectées avec TRIMSS en présence des

concentrations croissantes de SUMO-1 et SUMO-3.

Avec le résultat des WB par la révélation anti-FLAG, nous avons observe
qu’effectivement la surexpression de SUMO-3 surtout, influence I’expression de
TRIMS5. Ce faible niveau d’accumulation des protéines peut étre expliqué par la
dégradation protéasomique et/ou la dégradation lysosomiale. Par conséquent, les cellules
ont été traitées par des inhibiteurs de ces deux voies respectivement, MG132 et
bafilomycine. L’analyse des protéines nous a suggéré que les deux voies protéasomique
et lysosomiale sont impliquées dans cette dégradation (Figure 4.2 D — Chapitre [V).
Nous pouvons conclure alors que la surexpression de SUMO-3 favorise la dégradation de

TRIMS5S via la voie protéasomique et lysosomiale. Dans la littérature, il indique que la
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régulation du roulement des protéines musculaires implique les deux voies protéasomique
et lysosomiale. D’ailleurs, ces deux voies sont essentielles pour la maintenance des
muscles. En effet, les isoformes de TRIMSS sont exprimées dans le muscle cardiaque.
Cette expression est corrélée a celles des ligans liés au protéasome et 1’autophagie
notamment la protéine de liaison d’ubiquitine p62/ sequestosomel SQSTMI et

« Autophagy Cargo Receptor » NBR1 (41).

L’analyse informatique de la protéine TRIMSS suggére qu’elle contient deux motifs
potentiels d’interaction avec SUMO. Afin d’étudier le réle des SIM dans la stabilité,
la localisation subcellulaire et [’activité E3 ligase de [’ubiquitine, leurs noyaux
hydrophobes ont été mutés en alanine (Figure 4.3 — Chapitre [V). Avec cette analyse, nous
pouvons observer que SIMImut et SIM2mut sont plus stables que TRIMSS WT
(Figure 4.5 — Chapitre [V). De plus, le traitement avec MG132 et la bafilomycine n’a
aucun effet sur I’expression des mutants (Figure 4.6 — Chapitre 1V), ce qui peut étre
expliqué que les SIM favorisent le roulement rapide de la protéine TRIMSS, ce qui suggere

qu'ils pourraient €tre impliqués dans des interactions avec SUMO-3.

Cependant, en examinant le rbéle de TRIMSS sauvage et mutants dans
["ubiquitination, nous avons observé que TRIMSS WT purifiée présente une forme poly-
ubiquitinée essentiellement en présence de Ub-K48R. Par contre, SIM Imut et SIM2mut
présentent seulement une forme mono-ubiquitinée (Figure 4.10 — Chapitre IV). Ce résultat
suggere que les SIM préviennent la forme poly-ubiquitinée de TRIMSS. Bien que la
mutation de la lysine 48 en arginine inhibe partiellement la dégradation protéasomique
mais il est important de noter que |’ubiquitine sauvage endogene existe encore.
D’un autre c6té, nous pouvons utiliser aussi I’inhibiteur des prot€éasomes au lieu de la
mutation Ub-K48R pour détecter TRIMS5-Ub48. Cependant, je pense qu’il est difficile
de les détecter parce que je pense que c’est une inhibition partielle et que cet agent est

toxique pour les cellules.

Dans notre étude, nous n’avons pas réussi a détecter une vraie interaction de

TRIMSS avec SUMO mais, tout ce que nous connaissons qu’il existe une interaction
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potentielle. Par conséquent, dans une autre expérience, nous avons examing¢ ’effet des
SIM sur Pinteraction avec SUMO. A cette raison, nous avons purifié SUMO en utilisant
des billes d’agarose anti-HA. Par I’analyse des protéines purifiée, nous n’avions pas
détecté une interaction entre SUMO-TRIMS5. Cependant, ceci n’empéche pas son
existence surtout lorsque nous avons observé son influence sur la poly-ubiquitination de
TRIMSS (Figure 4.10). En fait, il est tres difficile de détecter des protéines SUMOylées
ou des interactions avec SUMO. D’ailleurs, seulement 5% a 10 % des protéines sont

démontrées SUMOylées (102).

Par une analyse microscopique, nous avons observé que TRIMSS WT forme des
corps cytoplasmiques. Par contre, SIM1 et SIM2 présentent une distribution plus diffuse
tout autour de noyau (Figure 4.7 — Chapitre IV). C’est vrai que dans notre étude, nous ne
sommes pas arrivés a démonter la SUMOylation ou I’interaction de TRIMS5S5 avec SUMO,
mais ceci n’élimine pas sa possibilité a influencer sa localisation subcellulaire. D’ailleurs,
Nepveu-Traversy, Marie-Edith a démontré que la mutation de SIM4 de TRIM5a. rhésus

réduit sa localisation nucléaire (97).

Ce qui est important ici, que SIM2 co-transfecté avec SUMO-3 reprend la formation
des corps cytoplasmiques (Figure 4.7 — Chapitre [V), mais nous n’avions pas encore une
explication pour cette observation. De plus, les fonctions spécifiques associées a la

formation des corps cytoplasmiques de TRIMSS5 ne sont pas encore connues.

Comme il est mentionné précédemment, les MURF ainsi que TRIM18 (MIDI)
sont impliquées dans la dynamique des microtubules (119). Pour cette raison, nous avons
voulu examiner la localisation subcellulaire de TRIMSS WT et mutants avec les
microtubules. A cet effet, nous avons refait I’expérience précédente en utilisant un

anticorps anti-a-tubuline.

Ici, nous avons observé que SIMImut et SIM2mut co-transtectés avec SUMO
présentent une faible co-localisation partielle avec les microtubules (Figure 4.8 —

Chapitre [V). Il est connu aussi que TRIMSS s’associe transitoirement avec les
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microtubules. Par conséquent les résultats obtenus, nous menons a conclure que les SIM

et SUMO sont impliqués dans I’association de TRIMSS avec les microtubules.

Avec cette expérience, nous ne pouvons pas examiner vraiment le role de TRIMSS
dans la dynamique des microtubules. Par contre, Sue Perera et ses collegues ont démontré
que I’ablation du TRIMMSS perturbe cette dynamique et I’assemblage des myofibrilles

dans des cultures cardiomyocytes (41).

Quant a Dlactivit¢ E3 ligase de 1’ubiquitine, Nepveu-Traversy, Marie-Edith a
démontré que la lysine 10 de site de SUMOylation favorise la poly-ubiquitination de
TRIMSa liée a la lysine 63 (65). Concernant notre étude, nous ne savions pas encore si
TRIMSS utilise son domaine RING comme une enzyme d’ubiquitine ligase pour son auto-
ubiquitination. Nous suggérons alors cette question comme perspective. Mais, il faut noter
que d’apres la modélisation des SIM, nous avons observé que SIM|1 se trouve dans le cceur
du domaine RING (Figure 4.4 — Chapitre 1V) et donc la mutation de ce SIM peut détruire

complétement la fonction de ce domaine.



CHAPITRE VI

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

TRIMSS5 nommée aussi MURF-2 joue un rdle important dans la formation des
muscles squelettique et cardiaque, mais cette protéine est faiblement étudiée vis-a-vis la

voie de la SUMOylation.

Avec notre €tude, nous n’avons pas réussi a démontrer que TRIMS5S5 est SUMOylée
et interagit avec SUMO. Cependant, [’analyse informatique suggére qu’elle contient
deux motifs potentiels d’interaction avec SUMO. Grace a notre étude, nous avons
démontré que les motifs potentiels d’interaction avec SUMO de TRIMSS influencent sa

stabilité, sa localisation subcellulaire et sa poly-ubiquitination.

Concernant notre future approche, nous devons déterminer si TRIMSS est une
protéine auto-ubiquitinée. Pour ce faire, nous allons détruire la structure du domaine
RING en mutant la deuxieme cystéine de ce domaine afin de bloquer son activité E3 ligase

de I’ubiquitine. Ce mutant sera utilisé comme un contrdle négatif.

Par la suite, nous allons co-transfecter les cellules par TRIMSS5 WT ou mutées avec
ubiquitine WT ou ubiquitine mutée sur toutes ses lysines. L.’analyse par WB sera effectuée

par des anticorps anti-K48 et anticorps anti-K63.

C’est vrai que nous n’avons pas détecté une interaction non covalente de TRIMSS
avec SUMO par WB, mais ceci n’exclut pas son existence comme il a €t¢ mentionné
précédemment. A cette raison, nous pouvons analyser et déterminer les partenaires de
TRIMSS par spectrométrie de masse. Par la suite, nous pouvons examiner ’effet des SIM

de TRIMSS sur ce nouveau partenaire s’il existe.
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Grace a notre étude, nous serons capables de caractériser, de cartographier les
MUREF et d’éclaircir leurs relations avec la voie de la SUMOylation et donc d’enrichir les
connaissances scientifiques. En outre, nous participons a comprendre certaines relations

et originalités des maladies musculaires.
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ANNEXE A

PREPARATION DES SOLUTIONS

Tampon de lyse complet

- 9,8 mL de tampon de lyse RIPA buffer (20 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NacCl,
I mM EDTA, 1 % NP40, Triton X100, 0,5 % acide deoxycholique)

— | tablette de I’inhibiteur de protéase

- 250 pL de NEM (@ ajouter juste avant [’utilisation parce qu’il se dégrade

rapidement)

NEM

- 0,05 g NEM
- | mL ethanol 100 %
— Brasser jusqu’a ce que tout soit dissout

- Mettre 25 ul. par 1 mL de tampon de lyse

PSB 5X (Protein Sample Bufffer)

0,3 M Tris-HCI pH 6,8
- 50 % Glycérole
- 0,01 % bleu bromophénol
- 10% SDS

- 10 % B-mercaptoéthanole



TRIS-HCI 1M pour 1 L

- 121,1 g Tris base

— 800 mL d’eau déionisée

Running buffer 10X pour 4 L

250 mM Tris base 121g

- 1,9Mglycine 576 g

1% SDS 40 g

Ajuster le pH a 8,3

Transfer buffer 10X pour 1 L

- 250 mM Tris Base 30,3 g
- 19 mM glycine 144 g

- Ajusterle pH a 8,3

Transfer buffer 1X + 20 % MeOH pour 4 L

— 400 mL transfer buffer 10X

800 mL MeOH

- Ajuster avec ’eau déionisée

Conservera 4 °C

Solution de blockage (5 %) pour une membrane

- 0,5 g du lait ou du BSA

- 10 mL TBST
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TBS (Tris Bufferd Saline) 10 X pour 4 L

- 200 mM Tris 96,92 g
- 1,5MNaCl 350.64 g

- AjusterlepH a 7,4

TBST (TBS + Tween-20) pour 8 L

- 800 mL TBS 10X
- 8 mL Tween 20

- Mettre en agitation pendant 1 heure

Solution de stripping

0,1 M glycine

- 20 mM acétate de magnésium

50 mM KCI

- Ajusterle pH a 2,2

Solution de perméabilisation 10 X, 30 mL

—  Triton-X-100 (1 %) 300 uL
- Sodium de citrate (1 mM), 0,3 g

- Ajuster avec I’eau déionisé

Solution de fixation et de perméabilisation
~  Solution de perméabilisation (1X), 1,5 mL

~ PBS(1X), 11,880 mL

- Formaldéhyde (4 %), 1.62 mL



TAE (Tris-Acétate EDTA Buffer) S0X pour 1 L

242 g Tris base
57,1 mL acide acétique glaciale
100 mL EDTA, 0.5 M pH 8.0

Ajuster avec I’eau

TAE 1X pour 1 L

SOC

20 mL de la solution de stockage a 50X

Ajuster avec I’eau

Dans une zone stérile. Pres d’une flamme :
200 mL de SOB stérile
4 mL de glucose stérile IM

I mL de MgCl; stérile 2M
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ANNEXE B

LES PLASMIDES UTILISES
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