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Résumé 

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription régulant l’expression de gènes 

impliqués dans plusieurs processus physiologiques. En général, ces récepteurs sont activés par 

une interaction avec un ligand spécifique, mais leur activité peut également être modulée par 

des modifications post-traductionnelles comme la SUMOylation. Notre laboratoire a 

récemment trouvé que le récepteur des estrogènes ERβ est une cible de cette modification sur 

un site de SUMOylation atypique nommé pSuM. Ce site non-consensus se retrouve également 

sur Nor-1, un récepteur nucléaire impliqué dans une variété de processus physiologiques 

comme le métabolisme du glucose, la prolifération cellulaire ainsi que la survie neuronale. 

Pour l’instant, le rôle de ce motif atypique reste inconnu et aucune évidence n’indique que 

Nor-1 est SUMOylé dans la littérature. Nos objectifs étaient donc de déterminer le potentiel de 

SUMOylation de Nor-1 sur son pSuM dans un contexte neuronal et de caractériser l’effet de la 

SUMOylation sur l’activité transcriptionnelle de Nor-1 ainsi que l’expression de gènes cibles. 

Nos résultats ont démontré que Nor-1 peut effectivement être SUMOylé sur son pSuM, que 

cette SUMOylation est dépendante d’une phosphorylation de la sérine-139 et que la voie des 

MAPK augmente l’état global de SUMOylation de Nor-1 ainsi que son expression protéique. 

De plus, les résultats ont indiqués que Nor-1 peut conjuguer deux isoformes de SUMO, soit 

SUMO-1 et SUMO-2. Les résultats démontrent également que la SUMOylation augmente 

l’activité transcriptionnelle de Nor-1 et que la SUMOylation de son site pSuM est importante 

pour le maintien de son activité transcriptionnelle basale. Nos résultats préliminaires suggèrent 

que la SUMOylation du pSuM de Nor-1 affecte l’expression de gènes cibles comme l’énolase-

3 ce qui propose un rôle de la SUMOylation de Nor-1 dans la régulation du métabolisme des 

neurones. En conclusion, les résultats de ce projet permettent d'identifier un nouveau 

processus de SUMOylation impliqué dans la régulation des récepteurs nucléaires et de 

Nor-1 suggérant un rôle de ce processus de SUMOylation atypique dans plusieurs 

réseaux géniques et processus physiologiques. 

Mots-clés : récepteurs nucléaires, Nor-1 (NR4A3), SUMOylation, Ubc9, système nerveux 

central, neurones, énolase-3, pSuM 
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Abstract 

Nuclear hormone receptors are transcription factors that regulate the expression of many genes 

implicated in a wide variety of physiological functions. They are generally activated by an 

interaction with a specific ligand but their activity can also be modulated by post-translational 

modifications such as SUMOylation. Recently, our laboratory identified ERβ as a SUMOylation 

target on an atypical SUMOylation motif named pSuM. This non-consensus SUMOylation 

motif was also found on Nor-1, a nuclear receptor implicated in physiological processes such as 

glucose metabolism, cellular proliferation and neuronal survival. Until now, the function of this 

pSuM motif is still unknown and there are no evidence that Nor-1 is a target of SUMOylation. 

Therefore, the objectives of this work were to determine the SUMOylation potential of Nor-1 

on his pSuM in a neuronal context and to characterize the effect of SUMOylation on Nor-1 

transcriptional activity and target genes expression. Our results showed that Nor-1 can indeed 

be SUMOylated on his pSuM, that this SUMOylation was dependent on serine-139 

phosphorylation, and that the MAPK pathway augmented the global SUMOylation state of Nor-

1 and its protein expression levels. Furthermore, we demonstrated that Nor-1 can conjugate 

SUMO-1 and SUMO-2. Our results also indicated that SUMOylation activates the 

transcriptional activity of Nor-1 and that the pSuM site of Nor-1 was important in maintaining 

its basal transcriptional activity. Preliminary results suggests that Nor-1 SUMOylation on the 

pSuM has an impact on the expression of target genes such as enolase-3, suggesting a potential 

role for Nor-1 in the regulation of the metabolism of neurons. In conclusion, the results 

presented in this work identify a new SUMOylation process implicated in regulating Nor-1 and 

nuclear receptors activities, suggesting an extended role of this atypical SUMOylation process 

in many gene networks and physiological processes.  

Keywords: Nuclear receptors, Nor-1 (NR4A3), SUMOylation, Ubc9, central nervous system, 

neurons, enolase-3, pSuM 
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1. Introduction

Ce mémoire portera sur le récepteur nucléaire Nor-1 et en particulier sur son potentiel à être

modifié par la SUMOylation. Les mécanismes de régulation de l’activité de Nor-1 seront décrits 

en détail ainsi que ses rôles au niveau du système nerveux central et de façon plus brève dans 

les autres systèmes. Le processus de SUMOylation, ses effets généraux au niveau cellulaire et 

dans l’intégrité neuronale seront également définis. Plus particulièrement, le projet porte sur le 

potentiel de SUMOylation de Nor-1 sur son site pSuM, un motif de conjugaison atypique de 

SUMO nouvellement identifié au laboratoire. Le rôle de cette SUMOylation sur l’activité 

transcriptionnelle de Nor-1 va être déterminé.  

1.1 Les récepteurs nucléaires  

1.1.1 Famille des Récepteurs nucléaires et ligands 

Il existe plusieurs classes de récepteurs impliqués dans la transmission des divers 

signaux au niveau de la cellule pour déclencher ou supporter une réponse physiologique. En 

particulier, les récepteurs appartenant à la superfamille des récepteurs nucléaires contrôlent 

plusieurs aspects d’homéostasie en physiologie humaine. Les récepteurs nucléaires agissent 

directement au niveau de l’ADN pour contrôler l’expression des gènes impliqués dans divers 

processus physiologiques, ce qui en fait des facteurs de transcription. Ces récepteurs sont divisés 

en sept sous-familles (sous-familles 0 à 6) qui sont elles-mêmes divisées en plusieurs groupes 

et ces divisions servent de nomenclature pour nommer les récepteurs nucléaires (1, 2). Par 

exemple, le récepteur nucléaire des estrogènes ERα faisant partie du groupe B de la troisième 

sous-famille peut également être appelé NR3B1 (2). Environ la moitié de ces récepteurs ont un 

ligand connu et identifié dont la nature est très variée. Par exemple, un ligand peut être une 

hormone stéroïdienne comme l’estrogène pour le récepteur des estrogènes, ou encore la 

progestérone dans le cas du récepteur de la progestérone. Les ligands peuvent également être 

sous forme de lipide comme les acides gras pour le récepteur PPAR ou les oxystérols pour le 

récepteur LXR (1). Le mécanisme d’activation des récepteurs requiert l’interaction avec le 

ligand pour permettre selon le cas soit une homodimérisation, comme dans le cas des récepteurs 

stéroïdiens, ou encore une hétérodimérisation avec un partenaire commun, comme le récepteur 
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X des rétinoïdes (RXR) (1). Ce processus d’activation apporte la conformation nécessaire aux 

récepteurs pour interagir de façon spécifique avec l’ADN afin de favoriser la transcription et 

l’expression des gènes cibles. Pour certains récepteurs, comme le récepteur des 

glucocorticoïdes, l’interaction avec le ligand favorise la relâche de protéines chaperonnes, telle 

que HSP70, permettant la translocation du récepteur vers le noyau de la cellule (3). D’autre part, 

une majorité des récepteurs nucléaires sont encore considérés comme récepteurs orphelins, 

c’est-à-dire qu’aucun ligand endogène n’a été identifié pour ceux-ci jusqu’à ce jour. Dans cette 

catégorie, il est proposé pour certains récepteurs que leur mécanisme d’activation dépend de 

leur expression respective, suggérant une activité constitutive ne nécessitant pas de ligand. C’est 

justement le cas pour le récepteur d’intérêt de ce mémoire, c’est-à-dire le récepteur nucléaire 

Nor-1 qui sera discuté en détail un peu plus loin (voir section 1.2) (4). 

1.1.2 Régulation transcriptionnelle des récepteurs nucléaires  

1.1.2.1 Liaison à des cofacteurs transcriptionnels 

Comme discuté précédemment, les récepteurs nucléaires sont activés dans certains cas 

par des ligands ou peuvent posséder une activité constitutive, mais dans ces deux cas, 

l’activation des récepteurs requiert la présence de cofacteurs transcriptionnels pour diriger 

l’expression des gènes cibles. En effet, le potentiel transcriptionnel des récepteurs nucléaires 

nécessite le recrutement de cofacteurs pouvant être soit des coactivateurs transcriptionnels dans 

les cas d’activation de l’expression génique ou des corépresseurs pour maintenir un état répressif 

de transcription. Ces cofacteurs permettent en général d’assurer les modifications nécessaires 

au niveau de la chromatine et d’interagir avec la machinerie basale de transcription de l’ARN 

polymérase II. En effet, parmi les coactivateurs recrutés, on retrouve la protéine de liaison à 

CREB (CBP)/p300 qui possèdent une activité d’acétylation des histones permettant ainsi de 

décondenser la chromatine, rendant plus accessible les régions promotrices des gènes (5). 

D’autre part, le corépresseur comme NCoR permet de recruter les histones déacétylases 

(HDAC) qui maintiennent la chromatine dans un état condensé et donc peu accessible pour la 

transcription (6).  
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1.1.2.2 Modifications post-traductionnelles des récepteurs nucléaires 

Il est connu que l’activité de la plupart, sinon de tous, les récepteurs nucléaires est 

dépendante des modifications post-traductionnelles. Plusieurs types de modifications ont été 

décrites pour ces récepteurs, par exemple la phosphorylation, l’acétylation, la méthylation, 

l’ubiquitination et la SUMOylation (7-9). Ces modifications post-traductionnelles ont en général 

des effets divers sur l’activation des récepteurs, leur inhibition, leur dégradation, leur 

localisation cellulaire, le recrutement de cofacteurs, etc. L’effet de ces modifications est donc 

très variable et identifie les récepteurs nucléaires comme cibles de plusieurs voies de régulation 

cellulaire. Ce mémoire portera en particulier sur le rôle de la SUMOylation du récepteur Nor-1 

(voir section 1.3).  

1.1.3 Structure commune des récepteurs nucléaires  

Chaque membre de la superfamille des récepteurs nucléaire possède une structure 

générale commune comprenant plusieurs domaines fonctionnels distincts permettant leur 

activité (Figure 1) (10). Le domaine C de liaison à l’ADN (DBD) est le domaine le plus 

conservé parmi les récepteurs nucléaires. Le domaine DBD permet aux récepteurs d’interagir 

directement avec l’ADN, soit sur des éléments de réponse spécifiques contenus dans les 

promoteurs des gènes cibles au moyen d’une structure formée de deux doigts de zinc dans une 

configuration nécessitant la présence de 4 résidus cystéines (C4) coordonnant la présence d’un 

ion zinc pour chaque doigt. La portion C-terminale  (E/F) contient les domaines de liaison au 

ligand (LBD) et d’activation 2 (AF-2) qui sont directement impliqués dans la réponse 

transcriptionnelle des récepteurs par leur ligand. Le domaine de liaison au ligand est formé d’une 

cavité hydrophobe permettant d’accueillir le ligand et d’activer le domaine AF-2 en favorisant 

le déplacement de l’hélice #12 pour le recrutement de coactivateurs transcriptionnels (10, 11). 

La région du centre (D) correspond à la région charnière (hinge) qui permet une certaine 

flexibilité des récepteurs en plus d’influencer leur localisation cellulaire. Enfin, le domaine 

d’activation 1 (AF-1) situé dans la portion N-terminale (A/B) représente la portion la plus 

variable entre les différents récepteurs nucléaires. L’AF-1 permet une activation 

transcriptionnelle distincte de l’AF-2, c’est-à-dire indépendante de la présence du ligand, mais 

dépendante de modifications post-traductionnelles permettant le recrutement de cofacteurs. 
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Figure 1 : Structure générale des récepteurs nucléaires.  

Représentation schématique de la structure des récepteurs nucléaires avec les différentes régions 
fonctionnelles indiquées soit : le domaine d’activation 1 (AF-1), le domaine de liaison à l’ADN 
(DBD).la région charnière (hinge), le domaine de liaison du ligand (LBD) et le domaine 
d’activation 2 (AF-2). 

1.2 Le récepteur nucléaire Nor-1 

1.2.1 Introduction 

Nor-1 fait partie de la superfamille des récepteurs nucléaires décrite en détail plus haut 

(section 1.1). Plus précisément, Nor-1 est le troisième membre du groupe A de la sous-famille 

4 (NR4A) des récepteurs nucléaires (Figure 2). Le premier membre de cette famille est le 

facteur de croissance neuronal 1B, plus communément appelé Nur77, mais qui porte aussi les 

noms NR4A1, NGF1-B, HMR, NAK-1, N10, et TR3 (12, 13). Le deuxième membre est le 

récepteur NR4A2/Nurr1 (14) et finalement Nor-1 qui porte également les noms NR4A3, 

MINOR, TEC et CHN (15) est le troisième membre. Les récepteurs de la famille NR4A, 

également appelée Nur,  sont considérés comme récepteurs nucléaires orphelins, c’est-à-dire 

que leur ligand endogène, s'il existe, reste encore inconnu. Ces récepteurs sont encodés par des 

gènes à induction précoce, c’est-à-dire des gènes activés rapidement après l’arrivée d’un 

stimulus (16). La découverte de Nor-1 s’est faite en 1994 à partir de cultures primaires de 

cellules neuronales de rat, ce qui lui a valu le nom de "Neuron derived orphan receptor 1" ou 

Nor-1 (15). Il existe trois isoformes de Nor-1, soit l’isoforme correspondant au récepteur 

complet et actif, l’isoforme correspondant à un récepteur tronqué en région C-terminale où une 

portion du LBD est manquante et l’isoforme  correspondant au récepteur tronqué de 30 acides 

aminés en région N-terminale (17, 18). Depuis, plusieurs études se sont penchées sur le rôle de 

Nor-1, en particulier au niveau du système nerveux central. En effet, pendant le développement 

AF-1 DBD LBD AF-2 

A/B C D E/F
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embryonnaire, Nor-1 est exprimé dans certaines structures du système nerveux central en 

particulier dans le néocortex et la moelle épinière (19). En plus du système nerveux central, le 

profil d’expression de l’ARNm de Nor-1 révèle une localisation au niveau du système 

endocrinien et du système reproducteur (20). Nor-1 apparaît également quoiqu’à des niveaux 

plus bas dans les systèmes respiratoire et circulatoire ainsi que dans les muscles, mais semble 

absent du système digestif (20). Avec ce profil d’expression, il n’est donc pas surprenant qu’une 

panoplie de rôles soit attribuée à Nor-1, en particulier dans plusieurs procédés de régulation du 

métabolisme énergétique, dans le processus de guidance et survie neuronale, la stéroïdogenèse, 

et l’inflammation (21-23).  

 

1.2.2 Régulation de l’activité de Nor-1  

1.2.2.1 Liaison à l’ADN et dimérisation 

Comme mentionné, Nor-1 partage beaucoup d’homologie de structure avec les autres 

membres de la famille NR4A (Figure 2A et 2B). En particulier, la séquence en acides aminés 

du domaine DBD est hautement conservée (92-97%) avec les récepteurs Nurr1 et Nur77 

(Figure 2B). D’ailleurs, cette forte homologie du domaine DBD permet aux trois récepteurs 

de partager un profil d’interaction à l’ADN similaire. En effet, ils peuvent associer l’ADN en 

configuration monomérique sur un élément de réponse NBRE (élément de réponse à NGFI-B), 

qui consiste en un élément de réponse simple (demi-site) dont la séquence est AAAGGTCA 

(24, 25). Les récepteurs peuvent également lier l’ADN sous forme d’homodimères (ex. : deux 

protéines Nor-1) ou d’hétérodimères (ex. : dimère entre Nor-1 et Nur77)  sur un élément 

NurRE (élément de réponse aux Nur/NR4A), qui consiste en un élément de réponse formé de 

deux demi-sites à répétition inversée. L’élément NurRE a été initialement découvert dans le 

promoteur du gène de la pro-opiomélanocortine (POMC) et la séquence 

est TGATATTTacctccAAATGCC (26, 27). De plus, les récepteurs de la famille de Nor-1 

peuvent former des hétérodimères avec d’autres récepteurs nucléaires comme le récepteur des 

rétinoïdes RXR (26, 28). Par contre, Nor-1 ne peut pas s'hétérodimériser avec RXR, mais il a 

été démontré que le récepteur des glucocorticoïdes (GR) peut interférer avec Nor-1, Nur77 et 
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Nurr1, résultant en une inhibition de leur activité transcriptionnelle ce qui suggère la 

possibilité que Nor-1 puisse hétérodimériser avec d’autres récepteurs nucléaires et donc 

interférer dans plusieurs processus biologiques par ce mécanisme (19, 28, 29). 

1.2.2.2 Régulation par le domaine de liaison au ligand 

Les domaines de liaison au ligand (LBD) et d’activation 2 (AF-2) situés en région C-

terminale (Figure 1) sont directement impliqués dans la réponse transcriptionnelle des 

récepteurs nucléaires par leur ligand. Cependant, dans le cas de Nor-1 et des membres de la 

famille NR4A, les ligands potentiels ne sont toujours pas connus, définissant ces récepteurs 

comme orphelins. En effet, les structures cristallographiques du domaine de liaison du ligand 

de Nur77 et de Nurr1 indiquent un remplacement de la cavité qui accueille habituellement le 

ligand par une série de résidus hydrophobes encombrant le site normalement utilisé par le ligand 

(4, 30). Ces mêmes études montrent également que ces récepteurs ont une activité constitutive 

en rapport avec la stabilisation du domaine LBD (4, 30). Ces domaines étant assez bien 

conservés entre les récepteurs de la famille NR4A (63-72%; Figure 2B), de même que la 

position des acides aminés hydrophobes du domaine LBD de Nurr1 qui est similaire à celle de 

Nor-1, cela suggère que Nor-1 puisse être activé également de façon constitutive (4). Cependant, 

une étude a récemment démontré que la prostaglandine A2 pourrait lier le domaine LBD de 

Nor-1 et agir comme transactivateur de Nor-1, identifiant un ligand potentiel de Nor-1 (31). Il 

est intéressant de noter que pour Nur77, certains composés synthétiques ou même naturels ont 

été décrits comme ligands potentiels. Par exemple, le métabolite fongique cytosporone B ainsi 

que le composé chimique 1-(3,4,5-trihydroxyphenyl)nonan-1-one (THPN) sont des agonistes 

pouvant se lier au LBD de Nur77 (32, 33). Il y a également des composés agissent comme 

antagonistes de Nur77 soit : ethyl [2,3,4-trimethoxy-6-(i-octanoyl)phenyl]acetate (TMPA) et 

les analogues du  Diindolylmethane (ex : DIM-C-pPhOH) (33-37). Par contre, ces composés ne 

semblent pas avoir été testés sur Nor-1, mais ces études indiquent toutefois que malgré une 

configuration atypique du LBD des récepteurs de la famille des NR4A, il semble que ces 

récepteurs puissent lier des ligands potentiels.  
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hNor-1 

hNur77 

hNurr1 

Figure 2 : Analyse phylogénique et d’homologie des récepteurs hNor-1, hNur77 et hNurr1 

A. Arbre phylogénétique des récepteurs nucléaires humains de la famille NR4A (adapté de
Bookout et al(20). B. Analyse d’homologie entre les membres de la  famille de récepteurs
nucléaires humains NR4A. Les pourcentages sont exprimés par rapport à Nor-1 et calculés
selon la séquence en acides aminés (38).

1.2.2.3 Régulation par l’expression du récepteur 

 Puisque les récepteurs de la famille NR4A ont une activité constitutive et sont encodé 

par des gènes à induction précoce, leur niveau d’expression devient un facteur important pour 

la régulation de leur activité transcriptionnelle. Parmi les inducteurs de l'expression de Nor-1 

décrits, on retrouve des facteurs de croissance, la forskoline, le stress et l’angiotensine II (16, 

23, 39, 40). En particulier, il a été démontré que l’expression de Nor-1 est augmentée par le 

facteur de croissance des nerfs (NGF) dans les cellules PC12 (ligné dérivée d’une tumeur 

neuroendocrine de la médulla adrénal du rat), par le facteur de croissance dérivé des plaquettes 

(PDGF) et par le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) dans les cellules de 

muscles lisses vasculaires (41-43). Outre ces facteurs de croissance, l’expression de Nor-1 peut 

AF-1 DBD LBD AF-2 

29.0% 92.1% 63,8% 

 39,4% 97,4% 72,5% 69,6% 

62,7% 
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également être augmentée par des cytokines comme l’interleukine 1 (IL-1) dans les fibroblastes, 

par une stimulation de la voie bêta adrénergique dans les muscles squelettiques, par 

surexpression du facteur de transcription Nkx6.1 dans les cellules bêta du pancréas et même par 

une agitation mécanique (44-47). Il est à noter que la plupart des stimuli activant l’expression 

de Nor-1 favorisent la production d’AMP cyclique (AMPc), suggérant la participation du facteur 

de transcription CREB (protéine liant l’élément de réponse de l’AMPc) dans la régulation de 

l’expression de Nor-1. En effet, trois éléments de réponse à l’AMPc (CRE) ont été identifiés 

dans le promoteur de Nor-1, permettant ainsi d’augmenter l’expression de Nor-1 (39). Un article 

récent a également démontré l’importance de l’état d’acétylation des histones dans l’expression 

du récepteur puisqu’une déplétion des histones désacétylases HDAC1 et HDAC3 favorisait une 

augmentation de l’expression de Nor-1 (48). En somme, l’expression de Nor-1 semble être 

régulée par divers stimuli en fonction du contexte cellulaire.  

1.2.2.4 Régulation par des cofacteurs  

Plusieurs coactivateurs transcriptionnels ont été décrits dans le processus d'activation des 

récepteurs nucléaires de la famille NR4A pour potentialiser la transcription des gènes. En effet, 

il a été démontré que les trois récepteurs pouvaient recruter les coactivateurs de la famille des 

p160/SRC (steroid receptor coactivator), ainsi que p300/CBP et l’isomérase PIN-1, entraînant 

en une augmentation de leur activité respective (49, 50). Nor-1 peut également interagir avec 

les coactivateurs suivants : le complexe protéique de 220 kDa associé au récepteur des hormones 

thyroïdiennes (TRAP220),  le facteur associé à P300/CBP (PCAF), le facteur de transcription 

intermédiaire 1β (TIF1β) et avec un corépresseur étant le deuxième membre de la sous-famille 

de protéine avec quatre et demi domaines LIM (domaine retrouvé dans les protéines Lin11, Isl-

1 et Mec-3) soit FHL2 (51-54). De plus, Six3, un facteur de transcription impliqué dans le 

développement du cerveau antérieur et des yeux, peut agir en tant que coactivateur de Nor-1 

dans les chondrocytes T/C-28 ou comme corépresseur de Nor-1 dans les cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7, démontrant ainsi une spécificité d’action selon le tissu dans lequel 

l’interaction se produit (55, 56).  
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1.2.2.4 Régulation par des modifications post-traductionnelles   

Pour la majorité des récepteurs nucléaires, le domaine AF-1 est la cible de modifications 

post-traductionnelles, telles que la phosphorylation, l’acétylation, la SUMOylation et 

l'ubiquitination, permettant de réguler leur activité transcriptionnelle. Plusieurs de ces 

modifications ont été identifiées pour Nur77 et Nurr1 et leurs effets ont été caractérisés sur ces 

récepteurs (57). Pour Nor-1, la phosphorylation des résidus sérine-366, -376, -526 et -538, et 

des tyrosine-8 et -26 a été décrite par analyse de type western ou spectrométrie de masse, 

quoique leur rôle respectif reste encore inconnu (58-60). Également, le rôle de la méthylation 

sur l’arginine-189 ainsi que de l’acétylation (résidu non identifié) reste aussi non caractérisé 

(61, 62). De façon similaire, Nor-1 a été identifié comme cible de phosphorylation in vitro par 

la kinase ERK-2 (résidu non identifié), ainsi que par la kinase RSK (377) dans les cellules HEK-

293, mais aucun rôle de ces phosphorylations n’a été décrit (58, 60). Il a été démontré que la 

kinase DNA-PK peut phosphoryler Nurr1 sur la sérine-377 contenu dans un site consensus de 

phosphorylation de DNA-PK qui est conservé pour Nor-1 et que la mutation de cette sérine 

affecte négativement la réparation des brisures d’ADN double brin dans les cellules HEK-293 

(63). Un autre fait intéressant est que la 6-mercaptopurine active Nor-1 et l’un des mécanismes 

proposés est une régulation de la phosphorylation de l’AF-1 de Nor-1 (51). Il est à noter qu'il 

n'y a jusqu'à présent aucune indication de SUMOylation pour Nor-1, mais qu’il y en a pour 

Nurr1 soit sur les lysines 91, 558 et 576 (64, 65), suggérant la forte possibilité que Nor-1 puisse 

être une cible fonctionnelle de SUMOylation. De plus, notre laboratoire a identifié un nouveau 

site non-consensus de SUMOylation pour le récepteur des estrogènes (7), dont la séquence 

consensus est conservée pour Nor-1. L'élucidation du rôle de la SUMOylation sur la fonction 

de Nor-1 est proposée dans ce travail. 

1.2.3 Rôles de Nor-1 dans le Système nerveux  

1.2.3.1 Nor-1 et le développement du système nerveux 

Les récepteurs NR4A semblent très impliqués dans le développement du système 

nerveux, en particulier au niveau du système dopaminergique (voir section 1.2.3.2) et dans la 

différenciation des cellules neuronales en réponse au facteur de croissance neuronal (13, 66). Il 

y a donc plusieurs évidences démontrant que Nor-1 régule le développement du système 
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nerveux central. En effet, le gène codant pour Nor-1 est exprimé très tôt lors du développement 

chez la souris, soit au jour 7 (E7) de la période embryonnaire (67). Une étude histologique chez 

la souris invalidée (KO) pour Nor-1 de l’équipe de O. Conneely à Baylor a démontré 

l'importance de Nor-1 dans la guidance et la croissance axonale ainsi que la survie des cellules 

pyramidales de l’hippocampe lors du développement (22). De plus, une sensibilité accrue aux 

attaques épileptiques a également été rapportée chez la souris adulte KO pour Nor-1 (22). Une 

autre étude utilisant le même modèle de souris KO a démontré un comportement indirect 

bidirectionnel associé à un rétrécissement des canaux semi-circulaires de l’oreille interne et par 

le fait même l’importance de Nor-1 dans la croissance de ces canaux (68). Par contre, l'équipe 

de A. Winoto à Berkeley ayant également généré un modèle de souris KO pour Nor-1 a observé 

une mort embryonnaire due à des défauts de développement au niveau de la gastrula, une étape 

importante dans la formation de l'embryon (69). Les auteurs expliquent cette divergence avec 

les travaux de Conneely par une délétion plus grande de l’AF-1 de Nor-1 ainsi qu’une délétion 

de la moitié du domaine de liaison à l’ADN de leur souris KO (69). En effet, le modèle de 

l’équipe de Winoto permet d’abolir complètement l’action de Nor-1 au niveau de l’ADN avec 

la délétion du domaine DBD, incluant une partie de l’AF-1 et du LBD, contrairement au modèle 

de Conneely où seul le domaine AF-1 de Nor-1 est délété. Les résultats de Conneely restent tout 

de même intéressants puisqu’ils démontrent l’implication de Nor-1 dans la guidance neuronale 

et la formation de l'oreille interne. Avec le rôle potentiel de l'AF-1 dans ces processus, on peut 

envisager une contribution de certaines modifications post-traductionnelles et/ou recrutement 

de cofacteurs au niveau de l’AF-1 dans la régulation de ces phénomènes. Un article récent 

présente Nor-1 comme une cible des micro-ARN hsa-miR-7, hsa-miR-302a et miR-17 dans les 

cellules CTX0E03, une lignée de cellules souches neuronales humaines différentiées, proposant 

ainsi une régulation possible de Nor-1 et de son implication dans le développement neuronal 

par des micro-ARNs (70). De plus, l’importance de Nor-1 dans le développement du système 

nerveux est supportée par son association avec la protéine Six3 (56). En effet, trois mutations 

de Six3 sont associées à l’holoprosencéphalie, un défaut de développement des hémisphères du 

cerveau, et l’une d’elles empêche l’interaction avec Nor-1 (71). Un autre article récent propose 

une implication de Nor-1 dans la neurogénèse adulte au niveau du gyrus denté puisque Nor-1 

est très exprimé dans cette structure et qu’il est co-exprimé avec la Nestine un marqueur des 

cellules précurseurs neuronales en prolifération dans l’hippocampe (72, 73). Par contre, il est à 
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noter que ce rôle est proposé sur la base d’analyses bio-informatiques et qu’il doit être validé in 

vivo (73).  

1.2.3.1 Nor-1, stress, régulation de la dopamine et santé mentale 

Tous les membres de la famille de Nor-1 sont exprimés au niveau du noyau 

paraventriculaire de l’hypothalamus, de l’hypophyse et de la glande surrénale, soient les trois 

composantes de l’axe endocrinien hypothalamo-hypophyso-surrénalien (57). Des travaux 

effectués dans diverses lignées cellulaires, chez la souris ou sur du tissus humains ont démontré 

que l’expression des récepteurs NR4A semble généralement augmentée dans ces structures en 

réponse au stress (57). Il est de plus proposé que Nur77 et Nurr1 réguleraient l’expression de la 

corticolibérine (CRF) au niveau de l’hypothalamus et de la proopiomélanocortine (POMC) au 

niveau de l’hypophyse, menant à la sécrétion d’ACTH nécessaire pour l’activation de la glande 

surrénale et la production des glucocorticoïdes (23, 74, 75). De plus, Nur77 et Nor-1 régulent 

l’expression de CYP21 et de la 3β-hydroxystéroïde déshydrogénase (3β-HSD) au niveau de la 

glande surrénale, deux enzymes impliquées dans la stéroïdogenèse et la formation des 

glucocorticoïdes comme le cortisol dans la réponse au stress (76). Il est également intéressant 

de noter que les glucocorticoïdes réduiraient l’activité des récepteurs NR4A dans les tissus de 

l’axe de par l’interaction du récepteur des glucocorticoïdes GR avec les trois membres de la 

famille afin de réprimer leur activité respective dans un processus de régulation (feedback) 

négative caractéristique de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (29, 75, 77).  

Pour ce qui est de la transmission dopaminergique, Nor-1 et Nur77 sont exprimés dans 

les neurones GABAergiques réceptifs à la dopamine du noyau accumbens et du striatum où un 

signal dopaminergique augmente leur expression respective (78-82). Une étude sur des souris 

KO pour Nur77 à démontré une sensibilité accrue à l’agoniste quinpriole du récepteur de la 

dopamine D2 chez ces souris suggérant ainsi un rôle de Nur77 dans la signalisation 

dopaminergique (83). La même étude démontre également une implication de Nur77 dans le 

métabolisme de la dopamine par une augmentation du métabolite DOPAC qui est expliquée par 

une augmentation de l’expression tyrosine hydroxylase impliquée dans la synthèse de la 

dopamine et une diminution de l’expression de la catéchol-O-méthyltransférase qui métabolise 

la dopamine en 3-MT au lieu du DOPAC (83). Nurr1 pour sa part est exprimé dans les neurones 

dopaminergiques de la substance noire (SN) et de l’aire tegmentale ventrale (ATV) 
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contrairement à Nur77 et Nor-1 qui ne le sont pas de manière basale (57). Nurr1 semble 

important pour la différenciation de ces neurones et le maintien de leurs activités. En effet, une 

étude menée sur des souris Nurr1 KO a déterminé une absence de différenciation des neurones 

dopaminergiques dans le mésencéphale (66). Une autre étude avec des souris Nurr1 KO a 

identifié une absence de marqueurs dopaminergiques tels que la tyrosine hydroxylase et le 

transporteur de dopamine (DAT) à la naissance et dans une autre étude l’expression des mêmes 

marqueurs était diminuée lorsque l’on retirait Nurr1 de souris mature nuisant ainsi au maintien 

des neurones dopaminergiques (84-86). Un fait intéressant est qu’un traitement à l’halopéridol 

(antagoniste D2) chez des souris augmentait rapidement (après 1h) les niveaux d’expression de 

Nur77 et Nor-1 dans l’ATV et subséquemment (après 4h) une augmentation de l’expression 

d’enzymes impliqués dans la synthèse (tyrosine hydroxylase) et le transport  (DAT) de la 

dopamine, proposant ainsi une régulation de ces gènes par Nor-1 et un rôle dans la signalisation 

dopaminergique pour celui-ci (87). En somme, Nor-1 et Nur77 semblent avoir un profil 

d’expression et des fonctions redondantes au niveau de la signalisation dopaminergique, tandis 

que Nurr1 semble plus impliqué dans le développement et le maintien des neurones 

dopaminergiques.  

Comme mentionné précédemment (page 26), les récepteurs Nor-1 et Nur77 sont 

exprimés dans certaines structures du circuit de motivation et de récompense relié au système 

dopaminergique, tel que le striatum, le noyau accumbens, et le cortex préfrontal et peuvent être 

induits dans l’AVT (57). Plusieurs études ont été effectuées chez des rats et démontrent que 

l’expression de ces récepteurs est stimulée par des drogues d’abus comme la méthamphétamine, 

la nicotine, l’héroïne et la cocaïne (80, 88-90) ou encore par des antipsychotiques (91). Cela 

n’est pas très surprenant puisque ce genre de drogue augmente la sécrétion de dopamine (92) 

qui elle, induit l’expression de Nor-1 et Nurr77 dans certaines de ces structures (78-82). Une 

autre étude indique que des rats de Lewis, reconnus pour être plus enclins aux comportements 

de dépendance, ont des niveaux de Nor-1 et Nur77 plus bas que les rats de Fisher (non enclin à 

la dépendance) dans des structures impliquées dans le circuit de récompense et que cela corrèle 

avec le développement du comportement du coureur compulsif associé à une plus grande 

susceptibilité à la dépendance (80). Pour ce qui est de Nurr1, l’abus de drogues comme la 

cocaïne et l’héroïne semble faire diminuer son expression tandis que l’amphétamine semble 

l’augmenter dans les structures du circuit de motivation et de récompense (93-96). Bref, 
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l’altération de l’expression des NR4A par les drogues d’abus ainsi que leurs rôles dans la 

régulation de la dopamine suggère donc que ces récepteurs participent aux changements de 

l’expression génique se produisant dans les mécanismes de dépendance ainsi que dans certains 

comportements associés à celle-ci (80, 88-91, 93).  

En lien avec leur régulation de la signalisation dopaminergique et du stress, il est attendu 

que les récepteurs NR4A peuvent jouer un rôle dans la dépression. Il y en effet une implication 

proposée de Nor-1 dans la pathologie de la dépression par une étude sur des rats Wistar-Kyoto 

(modèle dépressif) qui décrit un niveau d’expression plus élevé de Nor-1 au niveau de 

l’amygdale (structure du cerveau fortement reliée à la dépression) comparée à des rats contrôles 

(Sprague-Dawley) et une baisse des comportements dépressifs a également été démontré avec 

un shRNA ciblant Nor-1 (97). Pour ce qui est de Nurr1, son expression est augmentée au niveau 

des structures cérébrales (hypothalamus, AVT, SN) chez des souris soumises au test de nage 

forcée, un modèle utilisé pour simuler la dépression et les auteurs suggèrent qu’il pourrait s’agir 

d’un mécanisme pour balancer la dopamine en situation de dépression (98). De plus une 

mutation diminuant l’activité transcriptionnelle de Nurr1 a été retrouvée dans un cas de patient 

maniaco-dépressif (99). En résumé, Nor-1 semblerait plutôt pro-dépression, alors que Nurr-1 

serait anti-dépression, ce qui montre encore une fois des actions différentes de ces récepteurs 

dans le système nerveux. 

1.2.3.3 Nor-1, l’intégrité neuronale et les maladies neurodégénératives 

Le rôle de Nor-1 et des deux autres membres de sa famille est assez bien reconnu pour 

les aspects de neuroprotection et maladies neurodégénératives. Une étude montre 

l’augmentation de l’expression de Nor-1 au niveau du cortex de rat après l’induction d’une 

ischémie suivie d’un traitement avec l’érythropoïétine, une cytokine neuroprotectrice, suggérant 

ainsi un rôle de Nor-1 dans le processus de neuroprotection (100).  Tous les membres de la 

famille de Nor-1 ont été associés à un effet de neuroprotection dans des études d’expression et 

de survie de cellules neuronales différenciées à partir de cellules souches de souris et traitées 

avec différents stimuli neurotoxiques comme le peroxyde (H2O2) et l’inomicyne (101). Une 

étude récente utilisant des rats contrôles ou des rats ayant subi un écrasement du nerf sciatique 

en périphérie démontrent une augmentation de l’expression de Nur77 dans les nerfs ayant subi 
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la blessure et un rôle important de Nur77 dans la régénération nerveuse et la formation de la 

gaine de myéline (cellules de Schawnn) par approche de shRNA (102). Au niveau des maladies 

neurodégénératives, la famille des récepteurs NR4A a été impliquée dans la maladie de 

Parkinson et l’Alzheimer, en lien avec l’implication des NR4A, en particulier Nurr1, dans la 

formation et le maintien du système dopaminergique (section 1.2.3.2) (66). En particulier, une 

étude a rapporté deux mutations de Nurr1 chez des patients atteints de Parkinson familial (64, 

103, 104). Ces mutations réduiraient la transcription du gène de la tyrosine hydroxylase (gène 

cible de Nurr1) impliquée dans la synthèse de la dopamine (104). De plus, un mécanisme où 

Nurr1 inhiberait l’expression de gènes pro-inflammatoires neurotoxiques au niveau des 

microglies et astrocytes a été proposé, ce qui aurait pour effet de protéger les neurones 

avoisinants (64, 105). Malgré les évidences mentionnées plus haut suggérant des rôles 

neuroprotecteurs de Nor-1 et les membres de sa famille, il y a tout de même quelques études 

leur attribuant un rôle dans la neurodégénérescence. En effet, une étude récente décrit, par 

immunohistochimie de structures cérébrales de participants contrôles et atteints de la maladie 

de Parkinson ou d’autres maladies neurodégénératives, une présence accrue de Nor-1 et ce 

surtout dans les corps de Lewy qui sont des agrégations de protéine ayant un effet neurotoxique 

impliqué dans le Parkinson (106, 107). De plus, dans cette même étude, Nor-1 colocalisait avec 

l’α-synucléine phosphorylée, une protéine connue comme étant une composante importante des 

corps de lewy (106, 108, 109). Ces résultats suggèrent donc une implication de l’accumulation 

de Nor-1 dans la maladie de Parkinson et les maladies impliquant l’α-synucléine (106). Une 

autre étude sur les effets neuroprotecteurs de l’hypothermie après une ischémie décrit Nor-1 

comme un gène médiateur de la neuro-inflammation (110).  Il faut par contre mentionner que 

les évidences où Nor-1 est déclaré comme associé à la neuroinflammation (110) semblent plutôt 

indirectes. En effet, les auteurs observent par leurs résultats que l’expression de Nor-1 est 

augmentée seulement après le retour à la température normale suite à l’hypothermie induite, ce 

qui semble associer Nor-1 de façon indirecte à la neuroinflammation (110). De plus, aucune 

autre étude ne semble attribuer un rôle neuroinflammatoire de Nor-1. Il y a également un article 

qui a démontré que TR-3 (forme humaine de Nur77) est surexprimé au niveau des structures 

cérébrales reliées à la maladie d’Alzheimer chez les patients atteints en comparaison avec les 

participants contrôle ou affectés par d'autres maladies non neurodégénératives, identifiant ainsi 

la voie impliquant TR-3 et la caspase 8 dans la mort cellulaire neuronale et dans l'étiologie de 
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la maladie (111).  En somme, dépendant du contexte, Nor-1 semble bénéfique pour la protection 

des neurones, ou peut agir comme un facteur pouvant mener à la neurodégénération. Le rôle 

exact de Nor-1 semble être encore à clarifier dans ces aspects. Fait intéressant, ce paradoxe dans 

les effets associés à Nor-1 semble également se produire au niveau des systèmes vasculaire et 

immunitaire. En effet, il est rapporté que les récepteurs NR4A peuvent être soit pro-

inflammatoires ou anti-inflammatoires et soit pro-apoptose ou anti-apoptose dépendamment du 

tissu et des conditions (112-114). Vu les différents rôles proposés dans les maladies 

neurodénératives pour les récepteurs NR4A, il devient donc important de déterminer si Nor-1 

joue aussi un rôle dans ces maladies et de clarifier ses effets neuroprotecteurs. 

1.2.4 Rôles de Nor-1 dans les autres systèmes 

1.2.4.1 Nor-1, prolifération, apoptose et cancer 

Comme il a été mentionné un peu plus haut, Nor-1 semble avoir des effets bénéfiques 

pour la survie (69) et la prolifération cellulaire dans certaines lignées cellulaires comme les 

cellules musculaires lisse où il favorise l’expression de la cycline D1 (115). Cependant, Nor-1 

est également impliqué dans le processus d’apoptose, comme c’est le cas au niveau de la 

sélection négative des lymphocytes T (114). Donc, il n’est pas surprenant de retrouver une 

relation entre Nor-1 et certains cancers. En effet, plusieurs études décrivent que des protéines 

de fusion résultant d'une translocation chromosomique entre Nor-1 et EWSR1 (EWS RNA 

binding protein 1) ou encore entre Nor-1 et TAFII68 (TATA-binding protein-associated factor 

II 68) serait des marqueurs et effecteurs importants impliqués dans le chondrosarcome myxoïde 

extrasquelettique (116, 117). De plus, une étude associe une expression plus élevée de Nor-1 

avec un pronostique de neuroblastome, le cancer pédiatrique le plus courant (118). Par contre, 

Nor-1 peut également avoir des effets antitumoraux. Effectivement, des souris KO pour Nor-1 

et Nurr77 développent rapidement une leucémie myéloïde aiguë et l’expression de gènes 

antitumoraux apoptotiques tels que FAS-L et TRAIL est diminuée, les proposant ainsi comme 

gènes cibles (119).   
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1.2.4.2 Nor-1 et le métabolisme  

Nor-1 a été associé également comme régulateur du métabolisme glucolipidique. En 

effet, il semblerait que Nor-1 aide à la prolifération des cellules pancréatiques β en induisant 

l’expression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire comme le facteur de transcription E2F 

et la cycline E, suite à l’augmentation de son expression par le facteur Nkx6.1 en plus de 

favoriser le transport de glucose par l’insuline au niveau des adipocytes (46, 120). Mais, il 

semble y avoir une controverse concernant l’effet de Nor-1 sur l’expression de l’insuline elle-

même. En effet, il est reporté que Nor-1 diminuerait l’expression et la sécrétion d’insuline de la 

lignée de cellules β de souris MIN6 en diminuant l’expression des gènes Pdx1 et NeuroD1 qui 

régulent positivement l’insuline alors qu’une autre étude rapporte une augmentation de 

l’expression et de la sécrétion de l’insuline par Nor-1 dans la lignée de cellules β de rats INS-1 

(39, 121). Cette divergence semble être dépendante de l’utilisation de lignées cellulaires 

différentes provenant d’espèces différentes (121). Toujours en lien avec le métabolisme du 

glucose, un article décrit les NR4A comme régulateurs positifs de la synthèse de glucose 

hépatique par leur contrôle sur des gènes impliqués dans le métabolisme du glucose, comme 

l’enolase3 (ENO3), le transporteur de glucose 2 (SLC2A2) et la glucose-6-phosphatase (G6PC) 

(122). Cette étude démontre également une expression élevée des récepteurs NR4A dans des 

modèles de souris diabétiques avec une augmentation anormale de la production de glucose 

hépatique, suggérant ainsi une contribution de ces récepteurs dans la pathogenèse du diabète 

(122, 123). Nor-1 est également impliqué dans la thermogénèse au niveau des tissus adipeux où 

il régule l’expression de la protéine découplante UCP1 (124). Dans les muscles squelettiques, 

Nor-1 est impliqué dans le métabolisme oxydatif des acides gras et du glucose par son 

recrutement au niveau des promoteurs et son effet positif sur l’expression de gènes comme lipin-

1α et PDK4, modulant ainsi le métabolisme oxydatif (125). Dans ces mêmes muscles, Nor-1 

augmenterait également la densité mitochondriale ainsi que les réserves en glycogène, ce qui 

pousserait les muscles squelettiques vers un phénotype favorisant la performance en exercice 

d’endurance (126, 127). Nor-1 joue également un rôle dans la régulation du poids corporel et de 

la prise de nourriture. Une étude récente montre que l’expression de Nor-1 est induite par la 

leptine au niveau de l’hypothalamus de souris, favorisant une interaction avec le récepteur des 

glucocorticoïdes pour provoquer des actions anorexiques (21).  De plus, dans cette même étude, 
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les souris KO pour Nor-1 démontrent une prise de nourriture plus élevée que les souris contrôles 

(21). Un rôle de Nor-1 et des autres membres de la famille est proposé dans le métabolisme 

osseux avec l’augmentation de leur expression respective dans les ostéoblastes par l’hormone 

parathyroïdienne, et leur implication dans la croissance et la différentiation des ostéoblastes 

induite par le facteur de croissance des fibroblastes 8 (FGF-8) (128, 129).  

1.2.4.3 Nor-1 et le système cardiaque 

Un rôle de Nor-1 a été suggéré au niveau de la régulation de la pression artérielle 

puisqu’il a été démontré que l'expression de Nor-1 était induite par l’angiotensine II au niveau 

du cortex de la glande surrénale (40). De plus, Nor-1 régule l'expression de CYP21 et 3β-HSD 

codant pour des enzymes impliquées dans la production de l’aldostérone, un régulateur 

important de la pression artérielle (76). Au niveau des cellules endothéliales et musculaires 

lisses des vaisseaux sanguins, Nor-1 semble être reconnu comme un gène impliqué dans leur 

survie, leur prolifération et la réorganisation des vaisseaux sanguins par sa régulation positive  

de gènes tels que ceux encodant la protéine inhibitrice d’apoptose 2 (cIAP2), la cycline D1 

(CcnD1) et l’alpha-2-macroglobulin (A2M), une protéine réduisant l’activité des 

métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 (113, 130, 131). Nor-1 et les autres membres de la famille 

sont également associés à l’athérosclérose, une maladie pro-inflammatoire chronique 

caractérisée par la formation dans les artères de plaques composées de cellules musculaires 

lisses vasculaires, de cellules spumeuses (macrophages remplis de gras), de cellules 

endothéliales vasculaires et d’autres types cellulaires (132).  L’expression des NR4A est induite 

dans les macrophages, les cellules musculaires lisses vasculaires et les cellules endothéliales en 

réponse à divers stimuli pro-inflammatoires (133-136). De plus, dans les cellules endothéliales 

de souris, Nor-1 augmenterait l’expression des protéines d’adhésion intercellulaire VCAM-1 et 

ICAM-1, ce qui aurait pour effet d’augmenter l’adhésion des monocytes aux cellules 

endothéliales, associant Nor-1 au développement de l’athérosclérose (133). Dans les 

macrophages de souris, Nur77 est décrit comme un facteur pro-inflammatoire, induisant 

l’expression de la kinase IKKi impliquée dans l’activation du facteur de transcription NFκB 

(137). Par contre, une étude dans les macrophages humains propose les NR4A comme des 

facteurs anti-inflammatoires, provoquant l’inhibition de la voie NFκB due au fait que le 

promoteur de la kinase IKKi humaine n’as possiblement pas d’élément de réponse au NR4A 
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contrairement au promoteur chez la souris (136). Par ailleurs, une étude portant sur les 

macrophages humains THP-1 a rapporté une baisse de certaines cytokines inflammatoires telle 

que l’intereukine-1β (IL-1β) et des protéines inflammatoires des macrophages MIP1α et 1β, 

ainsi qu’une baisse de l’accumulation de lipides dans les macrophages suite à la surexpression 

des trois NR4A (138). Aussi, une étude récente décrit Nor-1 en tant que facteur anti-

inflammatoire dans les cellules musculaires lisses vasculaires par une inhibition indirecte de la 

protéine pro-inflammatoire NFkB (139). En somme, l’augmentation de l’expression des NR4A 

suite aux stimuli inflammatoires peut suggérer des effets pro-inflammatoires, mais un 

mécanisme de rétrocontrôle (feedback) où les NR4A pourraient réprimer l’inflammation une 

fois activée semble également proposé. Le rôle exact des récepteurs NR4A dans ces aspects 

apparait donc encore incertain et reste à être caractérisé.     

1.2.4.4 Nor-1 et le système immunitaire 

Comme déjà mentionné, Nor-1 et Nur77 induisent des mécanismes apoptotiques pour 

contribuer à la sélection négative des lymphocytes T au niveau du thymus (114). L’expression 

de Nor-1 et Nur77 est accrue par des stimuli inflammatoires dans plusieurs types cellulaires, 

mais il est proposé qu’ils aient une action anti-inflammatoire chez les macrophages humains et 

le mécanisme proposé est celui d’une inhibition de la voie inflammatoire de NFkB (136). De 

plus, un rôle pour les NR4A est proposé dans l’activation (et l’apoptose pour Nurr1) des 

mastocytes suite à une exposition à des bactéries ou à des protéines membranaires de bactéries 

puisque l’expression des NR4A est augmentée par ce stimulus et il est intéressant de noter que, 

dans ce contexte, Nor-1 présentait une plus grande augmentation de son expression que les deux 

autres NR4A (140).  

1.2.4.5 Nor-1 et le système reproducteur  

Peu d’études décrivent un rôle de Nor-1 au niveau du système reproducteur. Par contre, 

Nor-1 a été associé à la mort cellulaire de cellules cancéreuses mammaires et ovariennes, 

suggérant un rôle de Nor-1 dans la tumorigenèse des tissus reproducteurs (141, 142). De plus, 

un rôle potentiel de Nor-1 dans le processus ovulatoire a été suggéré avec l’augmentation de son 

expression dans les cellules de la granulosa suite à une stimulation à la LH (143). 
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1.3 Le processus de SUMOylation 

1.3.1 Introduction 

Le potentiel transcriptionnel de la majorité des récepteurs nucléaires est dépendant de 

diverses modifications post-traductionnelles qui peuvent survenir en réponse au ligand ou autres 

signaux cellulaires. En particulier, l’une de ces modifications récemment décrites pour les 

récepteurs nucléaires est la SUMOylation. La SUMOylation fut découverte en 1996 et elle 

consiste en la conjugaison d’une petite protéine d’environ 11 kDa semblable à l’ubiquitine 

nommé SUMO (small ubiquitin like modifier) sur une protéine cible (144). Depuis, plusieurs 

cibles protéiques de SUMO ont été décrites, incluant plusieurs récepteurs nucléaires (7, 145).  

1.3.2 Les motifs de SUMOylation 

La SUMOylation se produit en général sur un site consensus ψKXE, composé d’un acide 

aminé hydrophobe (ψ) important pour le recrutement d’Ubc9 (une enzyme de conjugaison E2  

impliquée dans le processus de SUMOylation), d’une lysine (K) qui fera une liaison covalente 

avec la protéine SUMO, d’un acide aminé quelconque (X) et d’un acide glutamique (E) qui 

possède une charge négative essentielle pour le recrutement d’Ubc9 (146). Il existe des 

variations du site accepteur de SUMO, soit le site consensus inversé (EXKψ), le motif de 

SUMOylation dépendant de la phosphorylation d’un acide aminé à proximité de la chaine (motif 

PDSM), et le motif dépendant d’une série d’acides aminés chargés négativement situés après le 

motif consensus (motif NDSM) (147-149).  

 

Figure 3 : Représentation de différents motifs de SUMOylation. 

Le site SUMO consensus est constitué d’un acide aminé hydrophobe (ψ), d’une lysine (K), d’un 
acide aminé quelconque (X) et d’un acide glutamique (E). Le motif de SUMOylation dépendant 
de la phosphorylation (PDSM) possède un site de phosphorylation composé d’une sérine (S) 
phosphorylable et d’une proline (P) à la suite du site consensus. Le motif de SUMOylation 
dépendant d’acide aminé chargé négativement (NDSM) possède quatre acides aminés chargés 
négativement étant soit des acides glutamiques (E) ou des acides aspartiques (D) après le site 
consensus. Figure tirée de Picard et al. (7) 
 

ψ K x E 
S P ψ K x E x x 
(E/D)4 ψ K x E x x 

PDSM 
NDSM 

SUMO consensus 
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Récemment, un nouveau motif non-consensus de SUMOylation a été découvert par notre 

laboratoire (7) et sera décrit en détail un peu plus loin (section 1.3.3). Il faut noter que la 

SUMOylation se produit sur des résidus lysines et que ces résidus sont aussi utilisés pour 

d’autres modifications post-traductionnelles, comme l’ubiquitination, l’acétylation, la 

méthylation et la neddylation (150). Cette dualité de modifications sur un même site apporte un 

niveau supplémentaire de régulation où la SUMOylation peut compétitionner avec d’autres 

modifications post-traductionnelles. C’est effectivement le cas pour le récepteur des estrogènes 

ERβ où la conjugaison de SUMO1 compétitionne avec l’ubiquitine sur la lysine 4 (7, 145). De 

plus, la SUMOylation peut également influencer une modification sur un autre site de la même 

protéine ou inversement, par exemple l’acétylation et la SUMOylation du récepteur nucléaire 

FXR qui sont deux processus mutuellement exclusifs et contrôlent des profils d’expression 

sélectifs (8). Il existe également des motifs de reconnaissance de SUMOylation (domaine SIM) 

permettant une interaction non covalente des protéines avec les SUMO et un tel motif est 

retrouvé dans la protéine de liaison de RAN RanBP2 permettant son interaction avec la protéine 

activatrice de la GTPase de RAN (RanGAP1) SUMOylée. (151). Ces séquences sont composées 

d’acides aminés hydrophobes flanqués par des résidus hydrophiles (ex. : sérines, acide 

glutamique et aspartique) qui permettent des interactions hydrophobes et hydrophiles avec les 

SUMO conférant ainsi une certaine spécificité (151, 152).  

1.3.3 Le pSuM, un nouveau site de SUMOylation 

Un nouveau site permettant la conjugaison de SUMO a récemment été identifié pour le 

récepteur des estrogènes ERβ (7). Ce site, appelé pSuM et représenté à la figure 4, est composé 

d’un acide aminé hydrophobe ψ, d’une lysine acceptrice (K), d’un acide aminé quelconque, 

mais suivi cette fois d’un résidu sérine qui, suite à une phosphorylation par les kinases de la 

famille MAPK/Erk, permet d’apporter la charge négative essentielle pour le recrutement 

d’Ubc9.  De plus, le site pSuM de ERβ possède une extension permettant la phosphorylation 

par la kinase GSK-3β, pour optimiser la capacité de SUMOylation de ERβ en réponse à 

l’estrogène. Cette étude démontre également que cette SUMOylation entre en compétition avec 

l’ubiquitination ciblant la même lysine pour réguler la dégradation du récepteur ERβ et réduit 

également son activité transcriptionnelle en empêchant son interaction avec la chromatine (7). 
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De façon intéressante, une analyse d'homologie de séquence a permis d’identifier le site pSuM 

suivi de l’extension GSK-3β sur plusieurs autres facteurs de transcription, tels que GATA-4, 

NF-IL-3 et SREBP-2 (7), apportant un niveau de régulation beaucoup plus complexe de la 

SUMOylation sur plusieurs réseaux transcriptionnels. Parmi ces cibles potentielles de 

SUMOylation, on retrouve également le récepteur Nor-1 qui contient un motif pSuM étendu au 

niveau de l’AF-1 et dont la caractérisation de son rôle est un élément central de ce travail.  

Figure 4 : Modèle de SUMOylation du pSuM de ERβ. 

Mécanisme de SUMOylation du récepteur des estrogènes β (ERβ) sur un motif de SUMOylation 
phosphorylé non-consensus (pSuM) composé d’une isoleucine (I), d’une lysine (K), d’une 
asparagine (N) et d’une sérine (S). À noter également l’extension du site pSuM ciblée par la 
kinase GSK-3β permettant de maximiser le potentiel de SUMOylation de ERβ. Figure tirée de 
Picard et al. (7). 



36 

1.3.4 Mécanisme de la SUMOylation 

Jusqu’à maintenant, quatre protéines SUMO ont été identifiées, soit SUMO-1, -2, -3 et 

-4 (153). SUMO-1 à une séquence d’acides aminés moins conservée par rapport aux autres

isoformes, ce qui résulte en des différences au niveau de ces cibles et sur sa capacité de former

des chaines (154). Les isoformes 2 et 3 sont très similaires au niveau de leur séquence, leur

expression et leur activité (153). De plus, SUMO-2 et 3 présentent un site de SUMOylation

consensus sur leur lysine 11 qui est absente de SUMO-1, leur permettant de former des chaines

de SUMO (155). Il faut par contre noter que des chaînes de SUMO-1 ont été décrites in vivo par

spectrométrie de masse et que ces chaines n’utilisaient pas de lysines appartenant à un site

consensus de SUMO (156). L’isoforme 4 quant à elle, a récemment été découverte, et son rôle

reste incertain (157). Les protéines SUMO sont transférées sur les protéines cibles par un

mécanisme très similaire à celui de l’ubiquitination (Figure 5). En effet, la forme pro-SUMO

subit d’abord une maturation par une protéase SENP (protéase SUMO spécifique) pour ensuite

s’associer à une enzyme E1 composée de deux sous-unités, soit SAE-1 et 2 (enzyme activatrice

de SUMO) dans une réaction demandant de l’ATP, pour ainsi activer SUMO. Par la suite, la

protéine activée de SUMO est transférée sur une enzyme de conjugaison E2, soit Ubc9 (enzyme

9 de conjugaison de l’ubiquitine) qui transfère la protéine de SUMO sur la lysine acceptrice de

la protéine cible avec ou sans l’aide d’une ligase E3 (ex : PIAS1), catalysant le transfert. La

protéine cible peut également être déSUMOylée (réaction réversible) par une protéase SENP,

ce qui fait que la SUMOylation est un processus très dynamique (145).
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Figure 5 : Mécanisme de la SUMOylation et de l’ubiquitination 

Représentation schématique du processus de SUMOylation en comparaison avec celui de 
l’ubiquitination. AMP : adénosine monophosphate; ATP : adénosine triphosphate; ub : 
ubiquitin; Su : SUMO; SAE1 : enzyme activatrice de 1; Ubc9 (enzyme conjuguant l’ubiquitin 
9) ; E1 : Enzyme activatrice; E2 : Enzyme conjugante; E3 : Ligase; SENP : protéase SUMO
spécifique; DUB : DéUbiquitinase. Figure adaptée de (Hickey et al, Nat Rev 2012 (158)) et
(Flotho et al. Ann Rev Biochem 2013 (153)).

1.3.5 Effets de la SUMOylation 

Selon la protéine sur laquelle elle s’attache, la SUMOylation peut avoir plusieurs effets 

différents. En effet, la SUMOylation peut agir en bloquant l’interaction de la protéine cible avec 

d’autres protéines par exemple des cofacteurs ou encore avec leurs substrats, inactiver certaines 

enzymes et empêcher l’interaction avec la chromatine comme c’est le cas avec le facteur de 

transcription p53 dont la SUMOylation bloque sa liaison à l’ADN et donc inhibe son activité 

transcriptionnelle (159, 160). L’ajout d’une protéine de SUMO peut également représenter un 

nouveau site d’interaction pour d’autres protéines, au moyen du domaine SIM par exemple 

comme c’est le cas avec RanBP2 et RanGAP1 SUMOylés, permettant ainsi le recrutement de 

cofacteurs ou encore de protéines qui induiront une relocalisation cellulaire, une dégradation de 
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la protéine cible ou encore un remodelage de la chromatine (144, 161, 162).  Par exemple, la 

SUMOylation du facteur de transcription ELK-1 mène au recrutement de l’histone désacétylase 

2 (HDAC-2) au niveau du promoteur des gènes cibles de ELK-1 menant à un remodelage de la 

chromatine résultant en une répression transcriptionnelle (162). La SUMOylation peut 

également mener à un changement de conformation d’une protéine qui pourrait lui donner ou 

lui enlever la capacité de lier une autre protéine ou un ligand par exemple ainsi qu’interférer 

avec d’autres modifications post-traductionnelles comme décris un peu plus haut avec ERβ où 

la SUMOylation compétitionne avec l’ubiquitination  (7, 145, 163). Un exemple de changement 

de conformation apporté par la SUMOylation est l’enzyme ADN glycosylase TGD qui retire les 

bases d’ADN thymines lorsqu’elles sont faussement pairées, autrement dit, non pairées avec 

une adénine (164). En effet, la SUMOylation de TGD change sa conformation et réduit son 

affinité pour le site abasique qu’elle crée en retirant la thymine et lui permet de se détacher et 

de recommencer son cycle (165, 166). Une des particularités soulevées pour plusieurs cibles de 

SUMOylation est que la proportion en protéines SUMOylées est en général assez faible par 

rapport à la même protéine non SUMOylée, faisant de la SUMOylation un processus finement 

régulé qui ne touche pas l’ensemble du pool disponible pour un substrat donné, mais plutôt une 

faible proportion de celui-ci. Néanmoins, les effets de la SUMOylation sur les protéines sont 

tout de même importants, affectant à divers degrés la fonction des protéines ciblées (167). Les 

raisons exactes de cette proportion ne sont pas connues, mais une des explications avancées 

viendrait du fait que la SUMOylation est un processus réversible et très dynamique, dont les 

effets persisteraient même après le processus de déSUMOylation (145). Par exemple, la 

SUMOylation du facteur de transcription LEF-1 augmente son interaction avec PIASy et 

diminue son activité transcriptionnelle en relocalisant LEF-1 dans des corps nucléaires non 

associés à la transcription, qui continuent de séquestrer LEF-1 même après sa déSUMOylation 

(145, 168). Bref, le processus de SUMOylation peut favoriser et de façon variable plusieurs 

effets de régulation selon la cible. 
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1.3.6 La SUMOylation et les maladies neurodégénératives 

Comme mentionné plus haut, la SUMOylation cible plusieurs protéines lui conférant des 

rôles dans plusieurs systèmes. En lien avec les effets du récepteur Nor-1 au niveau du système 

nerveux et dans le processus de neuroprotection, il est intéressant de constater un lien entre la 

SUMOylation et les maladies neurodégénératives. En effet, des études de déplétion des 

protéines SUMO, faite par siRNA ou micro-ARN ciblant SUMO-1 ou 2 et 3, ont démontré une 

augmentation de la mort cellulaire de neurones primaires du cortex de souris en réponse à une 

privation en oxygène et glucose, suggérant l'importance des isoformes SUMO dans l'intégrité 

neuronale (169, 170).  De plus, en utilisant une lignée de souris surexprimant Ubc9, des niveaux 

de SUMOylation plus élevés et une résistance accrue aux dommages cérébraux causés par une 

ischémie ont été retrouvés comparativement aux souris contrôles (171). De même, la 

SUMOylation de Nurr1 semble requise pour supporter l'effet neuro-protecteur de Nurr1 qui 

consiste à inhiber l’activité de NFκB, un facteur de transcription pro-inflammatoire (105). La 

protéine précurseur de l’amyloïde APP qui est responsable de la production de l’amyloïde B, 

une cause probable de la maladie d’Alzheimer, est une cible de SUMO qui mène à une réduction 

de l’activité de APP, suggérant un rôle de protection de la SUMOylation contre l’Alzheimer 

(172). La SUMOylation a également été étudiée dans le cadre de la sclérose latérale 

amyotrophique (ALS) où il est proposé que la SUMOylation de la protéine SOD1, dont 

l’agrégation est impliquée dans l’ALS, contribue à l’agrégation de SOD1 et par le fait même à 

la pathologie (173). De plus, la SUMOylation cible d’autres protéines ayant un effet 

neuroprotecteur, comme le facteur hypoxique HIF1α et le récepteur ERβ potentiellement 

impliqués dans l’ALS en régulant leurs activités respectives, suggérant qu’une déficience du 

processus de SUMOylation serait impliquée dans l’ALS (174). La SUMOylation semble 

également viser la protéine Huntington dont la mutation est responsable de la maladie du même 

nom et une baisse de la SUMOylation globale semble réduire la neurodégénération chez la 

drosophile, indiquant que la SUMOylation participerait à la pathologie (175). En somme, il 

semble exister un paradoxe dans l'implication de la SUMOylation au niveau de certains 

processus de neuroprotection ou de neurodégénérescence du système nerveux, probablement 

dépendant du contexte et des protéines cibles impliquées. 
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1.4 Hypothèses de recherche 

Comme nous l’avons décrit dans les sections précédentes, les récepteurs nucléaires sont 

des facteurs de transcription contrôlant plusieurs gènes cibles impliqués dans diverses fonctions 

physiologiques. Le récepteur Nor-1 est un récepteur nucléaire orphelin dérivé des neurones et 

possédant une activité constitutive impliquée dans plusieurs procédés comme la survie cellulaire 

et neuronale, la guidance axonale du développement de l’hippocampe,  le métabolisme, la 

balance énergétique au niveau de l’hypothalamus et l’inflammation (22). Nous nous intéressons 

principalement aux mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la régulation des 

récepteurs nucléaires. En particulier, un nouveau site atypique de reconnaissance pour la 

conjugaison de la protéine SUMO-1 a été identifiée et démontré comme dépendant de l'activité 

Erk kinase pour induire la SUMOylation du récepteur ERβ (7). Le rôle exact de ce processus 

reste encore inconnu. Ce site atypique est également présent sur Nor-1, suggérant un rôle 

potentiel de la SUMOylation sur la fonction de Nor-1 que nous tenterons de caractériser. Nos 

hypothèses de recherche sont, en premier lieu, que le récepteur Nor1 est une cible de SUMO 

par l'intermédiaire du processus atypique de SUMOylation par le pSuM étendu; et en deuxième 

lieu, que ce processus régule l’activité transcriptionnelle de Nor-1 ainsi que l’expression de ces 

gènes cibles. 

1.5 Objectifs de recherche 

Deux objectifs sont proposés: 1- Déterminer le potentiel de SUMOylation de Nor-1 sur 

le site pSuM en particulier et ce, dans les neurones. 2- Déterminer l’impact de cette 

SUMOylation sur l’activité transcriptionnelle  et l'expression des gènes cibles de Nor-1.  



 

41 

2. Matériel et Méthodes 

2.1 Clonage des vecteurs d’expression et mutagénèse 

Les différents plasmides d’expression de Nor-1 ont été préparés à partir du plasmide 

pCMX-Nor-1 obtenu du laboratoire de J. Drouin (IRCM). La séquence codante complète de 

Nor-1 a été obtenue par réaction de PCR en utilisant l’enzyme Phusion (Thermo Fisher 

Scientific) selon les instructions fournies par la compagnie. Pour cette réaction, les amorces 

Nor-1-Start et Nor-1-Stop ont été synthétisées en ajoutant les sites de restriction BamHI en 5’ 

et Nhe1 en 3’ pour permettre le sous-clonage. Le produit de PCR a donc été digéré avec les 

enzymes de restriction BamHI et Nhe1 (Fermentas) et inséré dans le plasmide pCMX-MYC 

contenant l’épitope Myc, pour produire le plasmide pCMX-MYC-Nor-1. Pour générer le 

plasmide d’expression de Nor-1 avec l’étiquette HA, pCMX-MYC-Nor-1 a été digéré avec les 

enzymes Kpn1 (situé en 5’ de MYC) et BamHI (situé en 5’ de Nor-1) pour remplacer  le 

fragment de l’épitope MYC et insérer le fragment de l’épitope HA provenant du plasmide 

pCMX-HA digéré selon la même stratégie, pour produire le plasmide pCMX-HA-Nor-1. La 

même stratégie de sous-clonage a été utilisée pour générer les vecteurs d’expression pCMX-

GAL-Nor-1, pCMX-YFP-Nor-1 et pCMX-FLAG-Nor-1 possédant les étiquettes GAL 

(domaine de liaison à l’ADN du facteur Gal4), YFP (Yellow fluorescent protein) et FLAG, 

respectivement.  

Les différents variants ponctuels du site de SUMOylation atypique pSuM de Nor-1 ont 

été générés par mutagénèse dirigée par PCR et confirmés par séquençage automatique. La 

mutation K137R contenant le remplacement ponctuel de la lysine-137 du site pSuM de Nor-1 

par le résidu arginine a été généré par mutagénèse à partir du plasmide pCMX-Nor-1 au moyen 

des amorces mNor-1-K137R-F et mNor-1-K137R-R (Tableau 1). La mutagénèse dirigée a été 

effectuée avec la polymérase PWO (Roche) selon les instructions fournies et les clones mutés 

ont été identifiés et confirmés par analyse de séquence.  

La même approche a été utilisée pour obtenir les mutations du résidu Serine-139 par 

l’alanine (S139A) et par l’acide glutamique (S139E) au niveau du site pSuM, en utilisant les 

paires d’amorces mNor-1-S139A et mNor-1-S139E (Tableau 1), respectivement.  
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En utilisant l’approche de mutagénèse dirigée, nous avons donc pu générer les différents 

variants dans le contexte du plasmide de pCMX-Nor-1. Par la suite, les plasmides pCMX-HA-

Nor-1-K137R, pCMX-HA-Nor-1-S139E et pCMX-HA-Nor-1-S139A ont été obtenus par sous-

clonage à partir des étiquettes HA.  

Les plasmides codants pour FLAG-SENP-1, MYC-Ubc9 et GFP-SUMO-1 ont été 

décrits précédemment (7).   

Tableau 1 : Séquences des amorces utilisées lors des réactions d’amplification par PCR pour la 

mutagénèse dirigée 

Nom de l’amorce Séquence 

mNor-1-K137R F : 5’ GTACTTCCGGCAGTCTCCGCCGTCGACACCGACCAC 3’ 

R : 5’ GTGGTCGGTGTCGACGGCGGAGACTGCCGGAAGTAC 3’ 

mNor-1-S139A F : 5’ CATGTACTTCAAGCAGGCGCCGCCGTCGACACCGACCAC 3’ 

R : 5’ GTGGTCGGTGTCGACGGCGGCGCCTGCTTGAAGTACATG 5’ 

mNor-1-S139E  F : 5’ CATGTACTTTAAGCAGGAGCCGCCGTCGACACCGACCAC 3’ 

R : 5’GTGGTCGGTGTCGACGGCGGCTCCTGCTTTAAAGTACATG 3’ 

2.2 Culture cellulaire  

Les cellules embryonnaires de reins humains HEK293T sont cultivées dans des pétris de 

100 mm en présence de milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) contenant le 

rouge de phénol et supplémenté avec 5% de sérum bovin fœtal (FBS) et 1% de pénicilline-

streptomycine. Les cellules croissent dans un incubateur à 37°C contenant 5% de CO2. La 

transfection des cellules pour les différentes manipulations se fait à une confluence d’environ 

70-80%.

Les cellules neuronales hippocampique de souris HT22 sont cultivées dans des pétris de 

100 mm en présence de DMEM avec rouge de phénol et supplémenté avec 10% de FBS et 1% 
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de pénicilline-streptomycine. Les cellules croissent dans un incubateur à 37°C contenant 5% de 

CO2. La transfection des cellules pour les différentes manipulations se fait à une confluence 

d’environ 60-70%. 

2.3 Immunoprécipitation et analyse Western blot 

Pour les expériences d’immunoprécipitation et de western blot avec extraits cellulaires 

totaux, les cellules HEK293T sont transfectées au moyen de la méthode de précipitation au 

phosphate de calcium et les cellules HT22 par la méthode de polyethylnimine (PEI) avec un 

ratio de 12 µl de PEI pour chaque µg d’ADN introduit dans le mélange de transfection. Les 

plasmides d’expression sont généralement introduits dans les mélanges de transfection à raison 

de 1 à 5 µg par puits, et ce, pour les deux types cellulaires. Les cellules sont transfectées pendant 

16 heures et le milieu de culture est changé pour du milieu frais supplémenté avec sérum pendant 

environ 8 heures. Ensuite, ce milieu est lui-même remplacé par du milieu sans sérum pendant 

16-20 heures. Lors des essais où l’on cherche à observer la SUMOylation de protéines d’intérêts,

les cellules sont récoltées à 4°C dans du PBS contenant 20 mM de N-éthylmaleimide (NEM) et

2 mM d'acide éthylène diamine tétra acétique (EDTA) après un lavage rapide avec celui-ci.

Elles sont ensuite lysées dans un tampon 50 mM Tris pH 7,5 contenant 1% de Triton X-100,

100 mM NaCl, 0,8% SDS, 20 mM NEM, 1 mM Na3VO4, 1 mM de fluorure de

phénylméthylsulfonyl (PMSF), 1 mM NaF, 2 mM EDTA ainsi qu’un cocktail d’inhibiteurs de

protéases (Roche).

Les échantillons sont ensuite incubés pendant 16 heures à 4°C avec un anticorps anti-

HA (Roche) ou anti-FLAG (Cell signaling) selon le cas. Des billes de protéine A/G couplées à 

l’agarose (Santa Cruz Biotechnology) sont ajoutées aux échantillons pendant 2 à 4 heures et les 

protéines liées aux anticorps sont ensuite immunoprécipicitées et lavées avec le tampon de lyse 

et séparées par électrophorèse SDS-PAGE. Pour les expériences de western blot avec des 

extraits cellulaires complets, les échantillons sont directement migrés par électrophorèse SDS-

PAGE après la lyse. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose 

et cette membrane est bloquée pendant une heure dans une solution contenant un réactif bloquant 

(Roche). Les membranes sont incubées pendant 16 heures en présence d’un anticorps anti-HA 

(Roche; hybridome 12CA5), anti-GFP (Roche), anti-FLAG (Sigma), anti-ERK1/2 (Biosource), 
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anti-ERK1/2 phosphorylé (Biosource) ou anti-β-actine (Novus) selon le cas. Les membranes 

sont ensuite incubées à température pièce pendant un minimum de deux heures avec un anticorps 

secondaire approprié ciblant les anticorps primaires utilisés. Les signaux sont générés par 

luminescence (GE Healthcare) et analysés par imagerie (LAS4000; GE Healthcare).  

2.4 Essai Luciférase 

Pour les essais de gène rapporteur à la luciférase, nous avons utilisé le plasmide 

(NurRE)3bluc (J. Drouin, IRCM) qui contient trois éléments de réponse aux récepteurs 

nucléaires de la famille NR4A agencés en tandem devant le gène de la luciférase. Les cellules 

HEK293T sont d’abord transférées dans des plaques 24 puits où elles atteindront une confluence 

d’environ 70% avant d’être transfectées selon la méthode indiquée pour les essais 

d’immunoprécipitation (section 2.3). En général, on utilise 500 ng de plasmide (NurRE)3bluc, 

200 ng de pCMX-β-gal, 100 ng de vecteur exprimant pCMX-Nor-1 de type sauvage ou les 

différents mutants et on complète pour avoir au final un total de 1,5 µg pour chaque puits. Pour 

les expériences avec un gradient de concentrations de SUMO, les plasmides d’expression 

pCMX-SUMO-1 et pCMX-HA-SUMO-2 sont ajoutés selon les quantités indiquées. Après 16 

heures de transfection, les cellules sont remises dans du milieu frais avec sérum et incubées par 

la suite pendant 16 heures jusqu’à l’analyse. Les cellules sont ensuite lysées dans un tampon de 

phosphate de potassium en présence de 1% de Triton X-100. L’activité luciférase est mesurée 

suite à l’ajout du substrat D-luciférine (Roche) par captation de la bioluminescence avec un 

lecteur Wallac 1420 Victor (Turku, Finlande). L’activité de la β-galactosidase est également 

mesurée par absorbance permettant de normaliser l’activité luciférase en fonction de l’efficacité 

de transfection. Les données sont calculées en valeur d’activité luciférase relative (RLU) et 

exprimées en fonction de la valeur des échantillons contrôles indiqués. Chacune des conditions 

est répétée en triplicata et représente la moyenne d’au moins trois expériences indépendantes.   

2.5 Analyse de PCR quantitative 

Pour les essais de PCR en temps réel, les cellules HT22 sont transférées dans des plaques 

6 puits où elles atteindront une confluence de 20-30% avant d’être transfectées par la méthode 

au PEI avec 1 µg de plasmide pCMX seul (contrôle) ou de plasmides codant pour pCMX-Ha-
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Nor-1 de type sauvage ou muté (S139A, K137R, S139E).  Pour la préparation de RNA, les 

cellules sont récoltées et lysée en présence de TRIzol (Ambion) et l’ARN est isolé par extraction 

avec acide guanidium thiocyanate-phénol-chloroforme tel que décrit précédemment (176). Les 

échantillons d’ARN sont traités à la DNase (Ambion) pendant 30 minutes à 37°C. Ensuite, 1,1 

µg d’ARN est utilisé pour chaque échantillon dans une réaction de transcription inverse afin 

d’obtenir l’ADN complémentaire (ADNc) à l’aide du kit RevertAid H Minus First Strand cDNA 

Synthesis (Thermo Scientific) selon les instructions fournies. La réaction de PCR quantitative 

se fait à une concentration de 2 ng/µl d’ADNc en présence de Fast SyBr Green (Applied 

Biosystems) ainsi que des paires d’amorces appropriées avec l’aide de l’appareil QuantStudio6 

Flex (Applied Biosystems). Dans ce cas-ci les amorces h/mEno3-F et h/mEno3-R (Tableau 2) 

pour l’énolase 3 ont été utilisées ainsi que les amorces 36B4-F et 36B4-R pour doser les niveaux 

de 36B4 (RPLP0) afin de normaliser les résultats pour chaque échantillon. Les données sont 

analysées avec le logiciel QuantStudio et exprimées en valeur relative par rapport au contrôle 

tel qu’indiqué sur les figures. 

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées lors des réactions de PCR quantitative 

Nom du gène Séquence de l’amorce 

h/mEno3 F :5’ TTCATCCAGAACTATCCCGTGG 3’ 

R :5’ AGCAATCCTCTTGGGGTTGG 3’ 

RPLP0 F : 5’AATCTCCAGGGGCACCATTG 3’ 

R : 5’ ATGTTCAGCAGCGTGGCTTC 3’ 

2.6 Analyses statistiques  

Les données des essais luciférases ont été analysées avec le test de t-student par rapport 

aux conditions contrôles. Les données sont exprimées en moyennes ± SEM où les différences 

par rapport aux contrôles sont considérées comme statistiquement significatives si p ˂ 0.05. 



46 

3. Résultats

3.1  Nor-1 est une cible de la SUMOylation.  

Comme mentionné ci-dessus (section 1.3), la SUMOylation est un processus ciblant 

plusieurs protéines dont les récepteurs nucléaires. Dans cette étude, nous voulons déterminer si 

le récepteur Nor-1 est une cible de SUMOylation en lien avec l’identification d’un site pSuM 

consensus. Pour ce faire, il fallait tout d’abord optimiser et valider la technique 

d’immunoprécipitation. Nous avons donc généré un plasmide exprimant Nor-1 avec une 

étiquette HA en position N-terminale pour donner le plasmide pCMX-HA-Nor-1. Pour vérifier 

que ce plasmide exprime bien la protéine désirée et sa reconnaissance par un anticorps ciblant 

HA, les cellules humaines embryonnaires de reins HEK293T et les cellules neuronales de souris 

HT22 ont été transfectées soit avec pCMX vide (contrôle négatif) ou avec pCMX-HA-Nor-1 et 

nous avons procédé à un essai d’immunoprécipitation tel que décrit précédemment (section 2.3) 

avec un anticorps monoclonal ciblant HA et révélé par analyse de type western en utilisant un 

anticorps anti-HA (12CA5).  Les résultats démontrent que l’approche de transfection transitoire 

permet l’expression de HA-Nor-1 dans les cellules HEK293T (Figure 6A) et HT22 (Figure 

6B). En effet, le signal correspondant à HA-Nor-1 n’apparait que dans les cellules où le 

plasmide pCMX-HA-Nor-1 est exprimé, alors qu’aucun signal n’est visible dans les cellules 

contrôles.  De plus, la taille de la bande principale de HA-Nor-1 se situe environ à 85 kDa, alors 

que la taille prédite à partir du cDNA est de 70 kDa, sans doute expliquée par des modifications 

post-traductionnelles de Nor-1 dans les cellules non traitées.  De façon intéressante, il est de 

plus possible d’observer trois bandes d’intensité variable directement au-dessus de Nor-1 dans 

les cellules HEK293T (Figure 6A) avec un patron similaire, mais moins intense dans les cellules 

HT22 (Figure 6B).  



47 

Pour établir la nature de ces trois bandes et valider s’il s’agit bien de signaux de 

SUMOylation, nous avons utilisé la même stratégie d’essai d’immunoprécipitation, mais en 

ajoutant le plasmide exprimant SENP-1, une protéase SUMO-spécifique efficace pour 

déSUMOyler les protéines cibles. Nous avons observé que les trois bandes présentes au-dessus 

du signal de Nor-1 disparaissent complètement lorsque pCMX-FLAG-SENP-1 est ajouté aux 

cellules HEK293T (Figure 6C). Le fait que ces trois bandes disparaissent lorsque FLAG-SENP-

1 est ajouté suggère que ces bandes sont associées à un signal de SUMOylation endogène de 

Nor-1. Le même résultat a été conservé dans le contexte neuronal des cellules HT22 (Figure 

6D). Pour valider davantage la nature de ces signaux, des essais d’immunoprécipitation ou 

d’extraits cellulaires complets suivi par analyse western blot ont été effectués de façon similaire, 

sauf que les plasmides codant pour la E2 SUMO conjugase Ubc9 et la E3 ligase PIAS1, deux 

composantes de la machinerie de la SUMOylation qui favorisent l’addition de SUMO (section 

1.3.4), ont été ajoutés à la stratégie de transfection. Nous avons donc observé une augmentation 

de l’intensité des trois bandes dans les cellules HEK293T (Figure 6E) et HT22 (Figure 6F) en 

réponse à Ubc9 et PIAS1, suggérant que les trois signaux seraient effectivement associés à de 

la SUMOylation. Il est intéressant de noter que, du moins dans les cellules HEK293T, PIAS1 

semble augmenter surtout l’intensité des deux bandes du haut (poids moléculaire plus élevé) 

suggérant une régulation différentielle de la SUMOylation au niveau des trois bandes. De plus, 

leur taille se situe à environ 100 kDa pour la première bande, ~114 kDa pour la deuxième et 

environ 135 kDa pour la troisième, ce qui suggère des modifications post-traductionnelles qui 

s’ajoutent entre 12 et 20 kDa, pouvant indiquer la présence de monoSUMOylation ou de 

polySUMOylation sur un ou plusieurs sites.  
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Cellules HEK293T Cellules HT22 

Figure 6 : SUMOylation du récepteur Nor-1. 

(A) Les cellules HEK293 ont été transfectées avec le plasmide d’expression pCMX-HA-Nor-1
ou pCMX vide (contrôle négatif), et les extraits cellulaires ont été immunoprécipités avec un
anticorps anti-HA, suivi d’une analyse de type western en utilisant un anticorps ciblant HA
(12CA5).  (B) Les cellules HT22 ont été transfectées et analysées comme en (A). (C) Les
cellules HEK293T ont subi les mêmes traitements qu’en (A) en présence ou absence de pCMX-
FLAG-SENP-1.  (D) Les cellules HT22 ont été transfectées et analysées comme en (C). (E) Les
cellules HEK293T ont été transfectées avec le plasmide d’expression de HA-Nor-1 en présence
ou absence de MYC-Ubc9 ou HA-PIAS1. Les extraits cellulaires complets ont été analysés par
western blot avec un anticorps anti-HA. (F) Les cellules HT22 ont subi les mêmes traitements
qu’en (A) en présence ou absence de MYC-Ubc9 ou HA-PIAS1.

A B 

C 

E F 

D 
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3.2 L’activité transcriptionnelle de Nor-1 est régulée par la 

conjugaison de SUMO-1 et SUMO-2. 

Après avoir démontré que Nor-1 pouvait être SUMOylé, nous avons voulu identifier 

quelle isoforme de SUMO, soit SUMO-1 ou SUMO-2, pouvait se conjuguer à Nor-1. Nous 

avons donc repris nos essais d’immunoprécipitation avec l’anticorps monoclonal anti-HA sur 

des cellules HEK293T transfectées avec le plasmide d’expression pCMX-HA-Nor-1 avec ou 

sans un plasmide exprimant GFP-SUMO-1. Nous avons ensuite analysé les membranes avec les 

anticorps ciblant HA pour observer Nor-1 et ciblant GFP pour observer SUMO-1. Les résultats 

démontrent  que lorsque l’on ajoute GFP-SUMO-1, il y a un déplacement vers le haut du gel du 

profil de SUMOylation de Nor-1 normalement observé (Figure 7A). En effet, la première bande 

de SUMOylation (100 kDa) apparaît maintenant aux environs de 120-125 kDa, ce qui suggère 

qu’il s’agirait de HA-Nor-1 (85 kDa) combiné avec GFP-SUMO-1 (40 kDa), comparativement 

à une SUMOylation endogène (~11 kDa). Cette même bande de SUMOylation est également 

présente lorsque révélée avec l’anticorps anti-GFP (Figure 7A), confirmant ainsi que Nor-1 

peut conjuguer SUMO-1. De plus, le fait que la première bande (100 kDa) semble déplacée 

suggère que l’expression ectopique de GFP-SUMO1 favorise la compétition avec la 

SUMOylation endogène sur le site représenté par le signal de 100 kDa (première des trois 

bandes de SUMOylation). 

Nous avons par la suite déterminé le potentiel de SUMO1 à réguler l’activité 

transcriptionnelle de Nor-1. Nor-1 s’associe à un élément de réponse NurRE au niveau des 

régions promotrices des gènes pour réguler leur expression (26, 27). Nous avons donc mesuré 

l’activité transcriptionnelle de Nor-1 par des essais de gène rapporteur à la luciférase sous le 

contrôle de trois éléments NurRE en tandem (plasmide (NurRE)3bLuc). Les cellules HEK293T 

ont été transfectées avec le plasmide pCMX-Nor-1 ou pCMX seul (contrôle négatif), en 

présence du plasmide (NurRE)3bluc et de quantités croissantes de pCMX-SUMO-1. Nous 

observons une forte augmentation (environ 50 fois) de l’activité luciférase en présence de Nor-

1 comparativement au pCMX vide (contrôle), montrant ainsi une spécificité de l’activation de 

la transcription du gène de la luciférase en réponse à Nor-1 et validant ainsi l’utilisation du 

plasmide (NurRE)3bluc pour mesurer l’activité transcriptionnelle de Nor-1 (Figure 7B). De 



 

50 

plus, l’ajout de quantités croissantes de SUMO-1 contribue à augmenter de façon significative 

l’activité transcriptionnelle de Nor-1 de façon dose dépendante, suggérant que la SUMOylation 

favorise le potentiel transcriptionnel de Nor-1. Ces effets sont spécifiques à Nor-1 puisqu’il n’y 

a aucune augmentation d’activité lorsque SUMO-1 est ajouté en absence de Nor-1. Ces résultats 

démontrent que Nor-1 peut conjuguer SUMO-1, ce qui augmente son activité transcriptionnelle.  

Pour tester le potentiel de conjugaison de Nor-1 à SUMO-2, nous avons utilisé 

sensiblement la même approche telle que décrite ci-dessus. En effet, les cellules HEK293T ont 

été transfectées avec le plasmide exprimant pCMX-FLAG-Nor-1 en absence ou présence du 

plasmide exprimant HA-SUMO-2 et nous avons effectué un essai d’immunoprécipitation avec 

un anticorps de lapin ciblant l’épitope FLAG et révélé les membranes avec un anticorps anti-

FLAG de souris pour valider la présence de Nor-1 et un anticorps anti-HA pour déterminer les 

niveaux de SUMOylation. L’expression de FLAG-Nor-1 est démontrée à la figure 7C avec un 

signal qui apparait à environ 85 kDa, comparativement à aucun signal dans le contrôle négatif 

utilisant pCMX seul. De même, l’expression de HA-SUMO-2 est validée par analyse de type 

western sur des extraits cellulaires complets en utilisant un anticorps anti-HA. Les résultats de 

cette expérience indiquent que Nor-1 peut effectivement conjuguer SUMO-2 puisqu’un signal 

apparait au-dessus du signal de Nor-1 lorsque l’on ajoute HA-SUMO-2, comparativement au 

contrôle négatif sans HA-SUMO-2 (Figure 7C). Des bandes secondaires de SUMOylation de 

plus faibles poids moléculaires sont également observées en présence de HA-SUMO-2. Il est 

intéressant de noter que la taille de la bande principale est plus élevée que celle observée avec 

GFP-SUMO-1 (Figure 7A), malgré le fait que l’étiquette GFP rajoute 25 kDa alors que celle 

de HA n’ajoute qu’environ 1 kDa. On sait par contre que l’addition de SUMO-2 favorise la 

formation de chaines, entrainant une polySUMOylation, contrairement à SUMO-1 qui s’ajoute 

en un seul monomère, ce qui pourrait expliquer également l’apparition de bandes de plus faible 

intensité dans le cas de SUMO-2 (Figure 7C) (153, 154). 

De même que pour SUMO-1, nous avons déterminé le potentiel de SUMO-2 sur 

l’activité transcriptionnelle de Nor-1 en utilisant des essais luciférases. Les cellules HEK293T 

ont donc été transfectées avec pCMX-Nor-1, ou pCMX vide (contrôle négatif) en présence du 

rapporteur (NurRE)3bluc et de quantités croissantes d’HA-SUMO-2. Ces expériences nous 

indiquent que l’activité transcriptionnelle de Nor-1 est augmentée de façon dose dépendante et 
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significative avec l’ajout croissant de SUMO-2 (Figure 7D).  Ces effets sont spécifiques à Nor-

1 puisqu’il n’y a pas d’augmentation significative lorsque la dose maximale de SUMO-2 est 

ajoutée avec pCMX seul. Ces résultats indiquent le potentiel de Nor-1 à conjuguer SUMO-2, 

résultant en une augmentation de son activité transcriptionnelle.  

Figure 7 : Conjugaison et régulation de l’activité transcriptionnelle de Nor-1 par SUMO-

1 et SUMO-2. 

(A) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec le plasmide d’expression de HA-Nor-1 en
présence ou absence de GFP-SUMO-1 et les extraits cellulaires immunoprécipités avec un
anticorps anti-HA sont analysés par western blot avec un anticorps ciblant HA (12CA5) ou GFP.
(B) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec les plasmides (NurRE)3bluc, pCMX seul
(contrôle négatif), pCMX-Nor-1 et des quantités croissantes de SUMO-1 (10 et 50 ng). Les
résultats sont normalisés en fonction de l’activité de la β-galactosidase et indiquées en valeurs
relatives par rapport à la condition contrôle établi à 1.0. Les barres d’erreurs indiquent l’erreur
sur la moyenne (SEM) d’au moins trois expériences en duplicata où p ˂ 0.05 est considéré

B 

D 
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significatif (*). (C) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec le plasmide d’expression 
de FLAG-Nor-1 en présence ou absence de HA-SUMO-2 et les extraits cellulaires 
immunoprécipités avec un anticorps anti-FLAG (lapin) sont analysés par western blot avec un 
anticorps ciblant FLAG ou HA. Les extraits cellulaires complets ont également été analysés par 
western blot avec un anticorps ciblant HA pour déterminer les niveaux d’expression d’HA-
SUMO-2. (D) Les cellules HEK293T ont été traitées de la même manière qu’en (B), mais en 
présence de HA-SUMO-2 (10, 50, 100, 200 ng). Les données sont également représentées de la 
même façon qu’en (B).  

3.3 Le site pSuM de Nor-1 est une cible de SUMOylation qui 

régule l’activité transcriptionnelle de Nor-1.  

Nous avons déterminé par homologie de séquence la présence d’un site atypique pSuM 

sur Nor-1 (Figure 8A). L’intérêt du projet est donc de caractériser son rôle dans la SUMOylation 

de Nor-1 et ses effets sur l’activité du récepteur. Comme il est indiqué à la figure 8B, il existe 

deux sites consensus de SUMOylation dans la séquence de Nor-1 (K89 et K606) ainsi qu’un 

site pSuM non-consensus (K137). Aucun de ces trois sites n’a été caractérisé pour Nor-1, mais 

pour les fins de ce mémoire, seul le rôle du site pSuM sera traité. Un alignement de séquence 

montre que le pSuM avec son extension est conservé au niveau des formes humaines, de souris 

et de rat de Nor-1, suggérant ainsi un rôle partagé chez les mammifères (Figure 8C). Il est à 

noter que la position de la lysine du pSuM est différente chez les trois espèces dû à l’ajout ou la 

délétion d’un acide aminé dans la portion N-terminale des récepteurs. Il est également à noter 

que ce site atypique n’est pas présent dans les séquences des autres récepteurs de la famille 

NR4A, soient Nur77 et Nurr1, suggérant un mécanisme de régulation unique à Nor-1 (séquences 

non montrées). Pour déterminer le rôle du site atypique pSuM, nous avons généré des mutants 

ponctuels au niveau de la lysine-137 acceptrice (K137R), ainsi qu’au niveau de la sérine-139 

potentiellement utilisée pour fournir la charge négative par phosphorylation (mutation 

invalidante S139A et mutation phospho-mimétique S139E). Les constructions pCMX-HA-Nor-

1-K137R, pCMX-HA-Nor-1-S139A et pCMX-HA-Nor-1-S139E ont donc été obtenues par

mutagénèse dirigée par PCR et sous-clonage, et utilisées en transfection dans les cellules

HEK293T et HT22. Nous avons donc effectué des essais d’immunoprécipitation avec

l’anticorps monoclonal ciblant HA et des analyses de type western sur des extraits cellulaires
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complets pour déterminer le potentiel de SUMOylation des formes mutées en comparaison à 

Nor-1 de type sauvage. Nous avons pu observer qu’en substituant la lysine-137 par un résidu 

arginine (K137R), abolissant ainsi la possibilité de conjugaison de SUMO, deux des trois bandes 

de SUMOylation sont perdues comparativement à Nor-1 intact, suggérant ainsi que le site pSuM 

est une cible de SUMOylation (Figure 8D). Il est intéressant de noter que les deux bandes 

perdues avec le mutant K137R  sont les deux mêmes bandes augmentées en présence de PIAS1 

(Figure 6E), suggérant une régulation similaire pour ces deux bandes. De plus, il est à noter que 

l’intensité de la première des trois bandes de SUMOylation (~100 kDa) est augmentée pour le 

mutant K137R comparativement à Nor-1 non muté, suggérant que ce signal de SUMOylation 

n’implique pas la lysine-137 du site pSuM, mais probablement un autre site sur Nor-1. Cette 

augmentation du signal suggère également la possibilité d’une régulation du processus de 

SUMOylation entre la lysine-137 et cet autre site potentiel. Nous avons également testé le 

potentiel de SUMOylation du mutant S139A où la phosphorylation de la sérine-139 du pSuM 

qui, selon le modèle d’ERβ (7), apporte la charge négative nécessaire au recrutement d’Ubc9 

pour ainsi permettre la SUMOylation est abolie. La mutation S139A confère le même patron de 

SUMOylation que la mutation K137R, démontrant ainsi l’importance de cette sérine dans le 

processus de SUMOylation et le potentiel du pSuM de Nor-1 pour accepter la SUMOylation 

(Figure 8E). Les mêmes observations ont été obtenues par essais d’immunoprécipitation dans 

le contexte neuronal avec les cellules HT22 (Figure 8F), démontrant l’utilisation du pSuM dans 

différents contextes cellulaires. Nous avons également testé le potentiel de SUMOylation du 

mutant phospho-mimétique S139E où la sérine-139 du pSuM est changée en acide glutamique 

(E) procurant ainsi une charge négative constitutive pour favoriser le recrutement de la

conjugase Ubc9 et donc une induction de la SUMOylation. On a observé une forte augmentation

de l’intensité des trois bandes de SUMOylation pour le mutant S139E dans les cellules HEK-

293T comparativement à Nor-1 non muté, renforçant l’utilisation du pSuM phosphorylé dans le

processus de SUMOylation de Nor-1 (Figure 8F). Ces résultats nous indiquent donc que Nor-

1 est SUMOylé sur son pSuM par un mécanisme nécessitant l’addition d’une charge négative.
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Afin d’étudier l’effet de la SUMOylation du pSuM sur l’activité transcriptionnelle de Nor-1, 

nous avons effectué des essais luciférases dans les cellules HEK293T transfectées avec le 

rapporteur (NurRE)3bluc en présence de soit pCMX-Nor-1, pCMX-Nor-1-K137R ou pCMX-

Nor-1-S139A. Les résultats présentés à la figure 8G montrent que la mutation K137R diminue 

de façon significative l’activité transcriptionnelle de Nor-1 de plus de 20%, tandis que la 

mutation S139A diminue l’activité de Nor-1 d’environ 50%, suggérant que la SUMOylation du 

pSuM est importante pour le maintien optimal de l’activité transcriptionnelle de Nor-1. Ces 

résultats sont en accord avec ceux obtenus en surexprimant les isoformes de SUMO (Figures 

7B et 7D). De plus, la mutation de la sérine-139 semble affecter davantage l’activité 

transcriptionnelle de Nor-1 comparativement à la lysine-137, suggérant un rôle élargi de 

régulation de la sérine-139 sur l’activité de Nor-1.  
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Cellules HT22 

Figure 8 : SUMOylation et régulation de l’activité transcriptionnelle de Nor-1 par son 

pSuM. 

(A) Schéma montrant la séquence consensus d’un site du SUMOylation ainsi que la séquence
du site de SUMOylation atypique pSuM. Figure tirée de Picard et al. 2012 (7) (B)
Représentation schématique du récepteur nucléaire Nor-1 avec les sites de SUMOylation
consensus et non-consensus indiqués. (C) Alignement des séquences du site de SUMOylation
atypique pSuM sur le récepteur Nor-1 humain, de souris et de rat. Le numéro devant chacune des
séquences indique le numéro du premier acide aminé présenté dans la séquence. (D) Essai western blot
sur des extraits cellulaires totaux de cellules HEK293T transfectées avec un plasmide
d’expression exprimant soit HA-Nor-1 sauvage, HA-Nor-1 K137R ou HA-Nor-1 S139A. Les
extraits cellulaires complets sont analysés par western blot avec un anticorps ciblant HA. (E)
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Les cellules HT22 ont été transfectées avec un plasmide d’expression exprimant soit HA-Nor-
1 sauvage, HA-Nor-1 K137R ou HA-Nor-1 S139A de façon similaire à (D). Les extraits 
cellulaires immunoprécipités avec un anticorps anti-HA sont analysés par western blot avec un 
anticorps anti-HA. (F) Les cellules 293T ont été transfectées avec un plasmide d’expression 
exprimant soit HA-Nor-1 sauvage ou HA-Nor-1 S139E et analysées comme en (E) par la suite. 
(G) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec le rapporteur (NurRE)3bluc en présence du 
plasmide exprimant soit Nor-1 sauvage, Nor-1 K137R ou Nor-1 S139A. Les résultats sont 
normalisés en utilisant l’activité de la β-galactosidase et représentés en valeur relative 
comparativement aux cellules transfectées avec pCMX-Nor-1 seulement. Les barres d’erreurs 
indiquent l’erreur de la moyenne (SEM) et les valeurs sont considérées significatives (*) si p ˂ 
0.05.  

3.4 La voie des MAPK augmente les niveaux protéiques de Nor-1 

et son état global de SUMOylation.  

Comme cela a déjà été mentionné à la section 1.3.3, il est proposé que la voie des MAP 

kinases potentialise la SUMOylation d’ERβ en phosphorylant la sérine de son pSuM (7). Nous 

avons donc testé si le même mécanisme pouvait être utilisé pour la SUMOylation du pSuM de 

Nor-1. Pour activer les voies des MAP kinases, nous avons utilisé l’oncogène RasV12 qui 

maintient une activation constitutive des trois voies des MAP kinases, soient celles des Erk, Jun 

et p38. Les cellules HEK293T ont été transfectées avec le plasmide exprimant HA-Nor-1 en 

présence du plasmide d’expression de RasV12, et les extraits cellulaires complets ont été 

analysés par western avec un anticorps ciblant les formes phosphorylées de ERK1/2. Tel que 

démontré à la Figure 9A, l’expression de RasV12 contribue grandement à augmenter les 

niveaux de phosphorylation de ERK1/2, indiquant son efficacité à activer la voie des MAPK. 

Par la suite, les cellules HEK293T et HT22 ont été transfectées avec le plasmide exprimant HA-

Nor-1 en présence ou en absence de RasV12 et/ou FLAG-SENP1 et avons effectué 

l’électrophorèse SDS-PAGE sur des extraits cellulaires complets ou immunoprécipités avec un 

anticorps anti-HA pour ensuite faire l’analyse de type western avec un autre anticorps anti-HA. 

Les résultats démontrent que lorsque l’on rajoute RasV12, l’expression protéique de Nor-1 est 

augmentée dans les deux types cellulaires (Figures 9B et 9C), suggérant un rôle des MAPK 

dans la stabilité de Nor-1. De plus, l’expression de RasV12 permet d’augmenter également les 

niveaux des trois bandes de SUMOylation de Nor-1 de manière dose-dépendante, suggérant 

ainsi une potentialisation de la SUMOylation de Nor-1 par la voie des MAPK dans les cellules 

HEK293T et HT22 (Figure 9C et 9D). Dans ces mêmes conditions, l’ajout de SENP-1 permet 
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d’abolir la présence des trois bandes en présence de RasV12, démontrant encore une fois que 

ces signaux sont associés à de la SUMOylation (Figure 9C). Bref, nos résultats démontrent 

l’importance de la voie des MAPK pour favoriser l’état global de SUMOylation du récepteur 

Nor-1.  

          Cellules HEK293T Cellules HT22 

Figure 9 : L’activation de la voie MAPK/Erk augmente l’état global de SUMOylation de 

Nor-1. 

(A) Les cellules HEK293T ont été transfectées en présence ou absence du plasmide d’expression
de RasV12, et les extraits cellulaires complets ont été analysés par western blot avec un anticorps
anti-ERK1/2 ou anti-ERK1/2 phosphorylé. (B) Les cellules HT22 ont été transfectées avec le
plasmide d’expression de HA-Nor-1 en présence ou absence de RasV12, et les extraits
cellulaires complets ont été analysés par western blot avec un anticorps anti-HA ou anti-β-
actine. (C) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec le plasmide d’expression de HA-
Nor-1 en présence ou absence de RasV12 et/ou FLAG-SENP-1 et traitées comme en (B) pour
la suite. (D) Les cellules HT22 ont été transfectées avec le plasmide d’expression de HA-Nor-1
en présence ou absence de RasV12 et/ou FLAG-SENP-1, et les extraits cellulaires ont été
immunoprécipités avec un anticorps anti-HA et analysés par western blot avec un anticorps anti-
HA.
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3.5 La SUMOylation du pSuM de Nor-1 est importante pour 

l’expression de gènes cibles.  

Les récepteurs nucléaires agissent comme facteurs de transcription sur une multitude de 

gènes cibles et Nor-1 n’est pas une exception à cette règle. En effet, comme nous l’avons 

mentionné précédemment (section 1.2), plusieurs gènes cibles de Nor-1 sont connus. Un de ces 

gènes cibles est celui qui code pour l’enolase-3 (ENO3), une enzyme de la glycolyse qui catalyse 

la transformation du 2-phospho-D-glycerate en phosphoenolpyruvate. Il a été démontré que le 

promoteur de ENO3 contient un élément NBRE fonctionnel et répondant à Nor-1 (122). En lien 

avec l’importance du site pSuM à maintenir un niveau adéquat d’activité de Nor-1 (Figure 8G), 

nous avons testé si cette SUMOylation pourrait avoir des effets sur la capacité de Nor-1 à réguler 

l’expression de ces gènes cibles. Pour vérifier cela, nous avons transfecté les cellules HT22 avec 

un plasmide exprimant soit CMX seul (contrôle négatif), HA-Nor-1 sauvage ou HA-Nor-1 

K137R et extrait l’ARN de ces cellules avec la méthode d’extraction avec acide guanidium 

thiocyanate-phénol-chloroforme. Ensuite, nous avons synthétisé de l’ADNc par réaction de 

transcriptase inverse et finalement effectué une réaction de PCR quantitative pour déterminer 

les niveaux d’expression génique. Dans des essais préliminaires d’expression, nous avons 

observé une augmentation de 3,3 fois des niveaux d’expression d’ENO3 dans les cellules HT22 

transfectées avec Nor-1 comparativement au contrôle négatif (Figure 10), démontrant 

qu’effectivement, ENO3 est régulé de façon positive par Nor-1. Dans les mêmes conditions, 

l’ajout du mutant K137R a provoqué une baisse de 30% de l’expression d’ENO3 

comparativement au Nor-1 non-muté, suggérant qu’une altération au niveau du pSuM amène 

une réduction de l’expression de ce gène cible. Ces résultats suggèrent donc que ENO3 est 

effectivement un gène cible de Nor-1 dans le contexte neuronal des cellules HT22 et que la 

SUMOylation sur le site atypique de Nor-1 est importante pour l’induction de l’expression de 

ces gènes cibles. Ces données étant préliminaires, il reste donc à confirmer l’importance du 

pSuM de Nor-1 sur un profil plus large de gènes cibles.  
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Figure 10 : La SUMOylation atypique de Nor-1 joue un rôle dans l’induction de ses gènes 

cibles.  

Les cellules HT22 ont été transfectées avec pCMX seul (contrôle négatif), pCMX-Nor-1 
sauvage ou pCMXNor-1 K137R. L’ARN a été extrait, transformé en ADN complémentaire et 
analysé par PCR quantitative avec des amorces ciblant le gène de l’enolase-3 (ENO3). Les 
données ont été normalisées selon l’expression du gène RPLP0 et sont indiquées en valeurs 
relatives par rapport aux cellules transfectées avec pCMX seul établies à 1.0.  

4. Discussion 

Comme mentionné auparavant (section 1.3.3), notre laboratoire a récemment identifié 

un nouveau motif de SUMOylation dépendant de l’activité kinase des MAPK nommé pSuM sur 

ERβ.  Ce motif de SUMOylation atypique se retrouve également dans la séquence de Nor-1(7). 

Nous voulions donc déterminer le potentiel de SUMOylation de Nor-1 sur le site pSuM ainsi de 

que démontrer les effets de la SUMOylation sur l’activité transcriptionnelle de Nor-1. Jusqu’à 

présent, il n’y aucune indication dans la littérature que Nor-1 est SUMOylé. Ce projet avait donc 

pour but de caractériser/établir le rôle de modifications post-traductionnelles, en particulier la 

SUMOylation, sur la régulation de l’activité de Nor-1 et les processus biologiques sous le 

contrôle de Nor-1. 
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Premièrement, le potentiel de SUMOylation de Nor-1 a été étudié par des essais 

d’immunoprécipitation réalisés avec des cellules HEK293T et HT22 surexprimant Nor-1 avec 

un épitope HA ainsi que des anticorps anti-HA. La spécificité des anticorps pour HA (donc Nor-

1), est démontrée dans les deux types cellulaires aux figures 6A et 6B par l’absence de signaux 

dans les contrôles négatifs. Notre laboratoire se spécialise dans l’étude des récepteurs nucléaires 

et utilise des techniques spécifiques et optimisées, tel que décrit à la section 2.3 pour étudier la 

SUMOylation des protéines. Sur les figures 6A, 6C, 6D, 6E, 6F, il est possible de voir trois 

bandes caractérisées comme étant associées à de la SUMOylation  de Nor-1, démontrant ainsi 

le potentiel de ces approches pour identifier les niveaux de SUMOylation, tel que décrit dans 

l’article de Picard et al (7). En effet, dans cet article, la capacité du récepteur ERβ à conjuguer 

SUMO-1 a été déterminée avec l’identification d’un site atypique de SUMOylation sous le 

contrôle des voies des kinases Erk et GSK-3β, permettant d’optimiser les niveaux de 

SUMOylation en réponse à l’estrogène. 

Dans la présente étude, nous avons déterminé que Nor-1 est une cible de SUMOylation 

donnant un profil caractéristique de trois bandes spécifiques. Pour étudier plus en profondeur le 

patron des bandes observées et vérifier s’il s’agit bien de SUMOylation, SENP-1 a été ajouté 

dans les cellules pour les essais d’immunoprécipitation. SENP-1 est une protéase SUMO-

spécifique pouvant déSUMOylé les protéines au niveau du noyau cellulaire (177). Alors, si les 

bandes migrant au-dessus de Nor-1 sont bel et bien reliées à la SUMOylation, on peut s’attendre 

à les voir disparaître, sinon fortement diminuer en intensité en présence de SENP1. Le profil 

des trois bandes a effectivement complètement disparu dans ces conditions dans les cellules 

293T (Figure 6C) et HT22 (Figure 6D) transfectées avec SENP1. De plus, les enzymes 

conjugase E2 (Ubc9) et ligase E3 (PIAS1), impliquées dans le processus de SUMOylation et 

pouvant ainsi potentialiser la modification, ont été ajoutées dans les expériences 

d’immunoprécipitation et de western blot avec extraits cellulaires complets. Tel qu’observé aux 

figures 6E (cellules 293T) et 6F (cellules HT22), on note une augmentation des niveaux des 

trois bandes situées au-dessus de Nor-1, renforçant ainsi l’hypothèse que ces bandes soient 

reliées à la SUMOylation.  

De plus, on note à la figure 6E que l’intensité des deux bandes au-dessus de Nor-1 à 114 

et 135 kDa, est plus élevée que la première bande (~100 kDa) en présence de PIAS1. Cela 
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pourrait suggérer que les niveaux des trois bandes ne sont pas régulés de la même manière. Par 

contre, dans les cellules HT22 (Figure 6F), PIAS1 augmente l’intensité des trois bandes au-

dessus de Nor-1 de façon relativement égale. Cela pourrait indiquer une régulation de la 

SUMOylation de Nor-1 qui diffère selon les sites de conjugaison possibles et le contexte 

cellulaire, comme observé avec Nurr1. En effet, dans l’article de Saijo et al (64),  il a été rapporté 

en utilisant des essais de SUMOylation combinés avec analyse western blot sur des cellules 

HeLa (lignée cancéreuse provenant du col de l’utérus) exprimant les mutants Nurr1 K91R et 

K558R (mutations détruisant les sites de SUMOylation) que la lysine-K558 est un site de 

SUMOylation, mais pas la lysine K91. D’autre part, l’article de Arredondo et al (65) indique 

par des techniques similaires, mais dans les cellules de reins de singe COS-7 que la lysine-91 

de Nurr1 serait effectivement SUMOylé et que la lysine-558 ne le serait pas, indiquant donc des 

modèles de SUMOylation différents selon les types cellulaires.  

Notre objectif était d’étudier le potentiel de SUMOylation de Nor-1, et plus 

particulièrement, sur son site pSuM. Pour ce faire, des essais de SUMOylation par 

immunoprécipitation ou analyse d’extrait cellulaire total par western blot ont été effectués en 

présence d’un mutant de Nor-1 où la lysine-137 du site pSuM a été mutée en arginine, 

l’empêchant ainsi de conjuguer SUMO. On observe que lorsqu’on mute la lysine-137, on perd 

complètement deux des trois bandes de SUMOylation, et ce, dans les deux types cellulaires 

(Figures 8D et 8E). Ces résultats indiquent que la deuxième et la troisième bande correspondent 

à la SUMOylation sont sur le site pSuM de Nor-1. Les deux bandes ainsi perdues au-dessus de 

Nor-1 avec le mutant K137R sont celles à ~114 et ~135 kDa,  et donc les mêmes dont les niveaux 

ont été amplifiés par PIAS1 dans les cellules 293T (Figure 6E) ce qui renforcie l’hypothèse que 

les trois bandes de SUMOylation ne sont pas régulées de la même façon et suggère surtout 

l’existence probable de plus d’un site de SUMOylation puisque la première bande (~100kDa) 

est toujours présente avec le mutant K137R. Les candidats pour le ou les sites de SUMOylation 

non identifiés pourraient être les lysines 89 et 606 situées dans des sites de SUMOylation 

consensus (Figure 8B). Le site contenant la lysine-89 est particulièrement intéressant puisqu’il 

correspond à un site conservé parmi les trois récepteurs de la famille NR4A. D’autant plus, la 

lysine-91 de Nurr1, correspondant à la lysine-89 de Nor-1, a été identifiée comme cible de 

SUMOylation (65).  
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Un autre détail intéressant est le fait qu’avec le mutant Nor-1 K137R, on observe que la 

première bande de SUMOylation au-dessus de Nor-1 (~100 kDa) apparait plus intense 

comparativement au Nor-1 non muté ce qui pourrait être dû à plusieurs raisons. Par exemple, la 

disparition de la SUMO du pSuM pourrait mener à un changement de conformation de Nor-1 

comme pour l’ADN glycosylase TDG (164). Cela pourrait engendrer un mécanisme de 

compensation pour la perte de SUMO sur le pSuM ou encore, la lever d’un mécanisme de 

répression entre les sites de SUMOylation ou pSuM bloquerait la SUMOylation sur l’autre site 

ou même mener à l’apparition d’une autre modification post-traductionnelle qui était inhibée 

par la SUMO du pSuM. Les deux premiers cas suggèrent une hiérarchie entre les différents sites 

de SUMOylation comme cela est observé pour d’autres récepteurs nucléaires possédant plus 

d’un site de SUMOylation tel que PPARγ et le récepteur des androgènes (178, 179). 

L’identification d’autres sites potentiels de SUMOylation de Nor-1 ainsi que le mécanisme de 

régulation possible entre ces sites reste à définir. 

Vu les données présentées plus haut et les tailles des trois bandes au-dessus de Nor-1 

(~85 kDa), soit : ~100 kDa, ~114 kDa, ~135 kDa, il est tentant de proposer un modèle de 

SUMOylation de Nor-1 puisque la SUMOylation ajoute environ 20 kDa en western blot, malgré 

une taille prédite d’environ 12 kDa (180, 181). Selon notre modèle, nous proposons que la 

première bande de 100 kDa représente une monoSUMOylation sur un site inconnu pour 

l’instant, la deuxième bande de 114 kDa une monoSUMOylation également, mais sur le site 

pSuM de Nor-1 et la troisième bande de 135 kDa représente une addition de SUMO(s) 

supplémentaire(s) donnant une polySUMOylation sur le pSuM. La troisième bande pourrait 

également être une monoSUMOylation sur un autre site inconnu étant dépendant du site pSuM 

puisqu’elle disparaît lorsque le pSuM est muté donnant ainsi un modèle avec trois sites 

monoSUMOylés sur Nor-1. Par contre, d’autres possibilités peuvent également expliquer le 

profil particulier de Nor-1. En effet, par exemple, lorsque la lysine-137 du pSuM est mutée, on 

crée un nouveau contexte protéique sans SUMOylation du pSuM. Cela fait qu’il pourrait y avoir 

apparition d’autres modifications post-traductionnelles que la SUMOylation et donc, la bande 

restante (~100 kDa) après la mutation K137R pourrait représenter une autre modification post-

traductionnelle que la SUMOylation, par exemple de l’acétylation ou de l’ubiquitination. Il a 

été démontré que la SUMOylation peut bloquer l’acétylation et l’ubiquitination sur des lysines 
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adjacentes aux sites de SUMOylation, comme c’est le cas pour le facteur de transcription p53 

et le suppresseur de tumeur VHL (159, 182). Dans ce cas, le modèle pourrait indiquer qu’il y a 

plusieurs protéines de SUMO s’accrochant au site pSuM. Une autre possibilité pourrait être une 

monoSUMOylation sur un site inconnu pour la première bande et une monoSUMOylation sur 

le pSuM de Nor-1 pour la deuxième bande. Cependant, pour la troisième bande, il pourrait s’agir 

d’une autre modification post-traductionnelle qui viendrait s’ajouter à la protéine de SUMO du 

pSuM. Par exemple, il est rapporté que des protéines d’ubiquitination peuvent s’ajouter à des 

protéines SUMO, comme c’est le cas de PML (protéine de leucémie promyélocytique) (183, 

184). D’autres expériences sont nécessaires pour évaluer les niveaux de SUMOylation et sans 

doute également d’ubiquitination et d’acétylation en présence des composantes de la machinerie 

SUMO et de mutants Nor-1 sur d’autres sites potentiels de SUMOylation pour élucider les 

différentes possibilités. Cependant, en fonction de nos résultats présentés, la première et la 

deuxième bande au-dessus de Nor-1 représentent très probablement de la SUMOylation. En 

somme, nous avons démontré que Nor-1 peut effectivement être SUMOylé sur son site pSuM 

dans un contexte neuronal et qu’il existe probablement plus d’un site de SUMOylation actif sur 

Nor-1.  

Parmi les alternatives possibles pour étudier le potentiel de SUMOylation de Nor-1, nous 

pourrions effectuer les essais d’immunoprécipitation avec un anticorps ciblant directement Nor-

1. En immunoprécipitant directement Nor-1, cela nous permettrait d’étudier la SUMOylation au 

niveau de Nor-1 endogène. On sait que les cellules neuronales HT22 expriment Nor-1 (donnée 

non montrée), mais les niveaux sont en général très faibles, limitant l’approche de cibler 

directement Nor-1 endogène. Une autre possibilité serait d’effectuer des essais de SUMOylation 

in vitro en ajoutant les composantes nécessaires de la machinerie de SUMOylation. Cette 

approche a permis de valider l’identification des résidus importants au niveau du site pSuM de 

ERβ ainsi que de l’extension du pSuM pour maximiser la SUMOylation (7). Avec le rôle du 

pSuM de Nor-1 et son extension conservée avec ERβ, ainsi que le rôle possible d’autres sites 

de SUMOylation (Lys-89 et 606), l’approche in vitro serait certainement une possibilité 

intéressante à considérer.  

À l’aide des essais d’immunoprécipitation dans les cellules HEK293T, nos résultats ont 

permis de déterminer le potentiel de conjugaison de Nor-1 avec les isoformes SUMO-1 et 



 

64 

SUMO-2. En effet, lorsque l’on transfecte GFP-SUMO-1 avec HA-Nor-1 dans les cellules, on 

observe un déplacement de la première bande de SUMOylation  (100 kDa) d’environ 25 kDa, 

ce qui correspond de près à la taille du GFP ajoutée à SUMO-1 (Figure 7A). De plus, le fait que 

la première bande subit un déplacement correspondant à la taille du GFP de GFP-SUMO-1 

renforcit l’idée que cette bande à 125 kDa soit effectivement de la SUMOylation.  Nous avons 

validé davantage la présence de SUMO-1 en utilisant un anticorps anti-GFP qui a révélé la bande 

de 125 kDa apparaissant dans les puits contenant du GFP-SUMO-1. Ces résultats démontrent 

ainsi que Nor-1 peut se conjuguer à SUMO-1. Des essais d’immunoprécipitation avec FLAG-

Nor-1 et des anticorps anti-FLAG ont été utilisés pour démontrer le potentiel de conjugaison de 

Nor-1 à SUMO-2. La spécificité des anticorps pour Nor-1 est démontrée à la figure 7C par 

l’absence de bande dans le contrôle négatif. La figure 7C démontre également que Nor-1 peut 

conjuguer SUMO-2 puisqu’il y a une bande principale accompagnée de plus petites bandes 

secondaires qui apparaissent avec l’ajout d’HA-SUMO-2 sur la membrane révélée avec un 

anticorps anti-HA. Il est intéressant de noter la taille élevée de la bande principale apparaissant 

avec HA-SUMO-2  qui pourrait s’expliquer par le fait que SUMO-2 peut faire des chaines, 

contrairement à SUMO-1, ce qui expliquerait également les bandes à faible intensité que l’on 

retrouve près de la bande principale (155). Ainsi Nor-1 semble être une cible à la fois de SUMO-

1 et SUMO-2. Certains récepteurs nucléaires ont été décrits comme possédant plusieurs sites de 

SUMOylation comme par exemple ERα, PPARγ et le récepteur des androgènes AR (178, 179, 

185). De plus, certains autres ont été montrés comme pouvant être SUMOylés par plusieurs 

isoformes de SUMO, par exemple les récepteurs RXRα et RORα qui peuvent conjuguer SUMO-

1 et SUMO-2, corrélant ainsi avec nos observations  (186, 187).  

Le fait que Nor-1 peut conjuguer SUMO-1 et SUMO-2 vient ajouter des possibilités sur 

le modèle de SUMOylation endogène à trois bandes de Nor-1. En effet, on pourrait par exemple 

concevoir une mono SUMOylation de SUMO-1 sur le(s) site(s) non identifié(s) et une poly 

SUMOylation de SUMO-2 sur le site pSuM puisque celui-ci semble être représenté par plus 

d’une bande (114 et 135 kDa). Des expériences additionnelles seraient nécessaires afin de 

déterminer exactement quelles isoformes de SUMO se retrouvent sur quel site. Cependant, nos 

résultats démontrent le potentiel de Nor-1 à conjuguer à la fois SUMO-1 et SUMO-2. 
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Comme approches alternatives aux essais d’immunoprécipitation en présence de GFP-

SUMO-1 et HA-SUMO-2, nous aurions pu utiliser des anticorps spécifiques pour les différentes 

isoformes de SUMO pour révéler les membranes après l’immunoprécipitation. Cette approche 

nous aurait permis d’identifier directement quelles isoformes de SUMO se retrouvent sur Nor-

1 de façon endogène et non en surexpression. Nous aurions également pu effectuer des essais 

de SUMOylation in vitro, mais n’utilisant qu’une seule isoforme de SUMO dans les réactions. 

Cette approche en utilisant des mutants du site pSuM nous permettrait de déterminer la 

spécificité des isoformes SUMO sur Nor-1. Nous aurions également pu effectuer les mêmes 

essais d’immunoprécipitation en présence de SENP-3, une protéase du même type que SENP-

1, mais qui a une préférence pour SUMO-2/3 et comparer les résultats avec ceux utilisant SENP-

1 (Figure 6.C et 6D) qui n’a pas de préférence et cible les deux isoformes (145). Cela aurait pu 

nous indiquer si Nor-1 peut conjuguer de façon endogène SUMO-2.  

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription sous le contrôle de différents 

signaux cellulaires pouvant provoquer des modifications post-traductionnelles faisant parties du 

mécanisme de régulation de leur activité. Nous avons donc procédé à des essais de gène 

rapporteur à la luciférase afin de déterminer l’effet de la SUMOylation sur l’activité 

transcriptionnelle de Nor-1. Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les plasmides 

d’expression pCMX-Nor-1 et pCMX seul (contrôle négatif), en présence du rapporteur 

(NurRE)3bluc ainsi que des quantités croissantes de pCMX-SUMO-1 ou de pCMX-SUMO-2. 

Le rapporteur (NurRE)3bluc consiste en trois éléments de réponse aux Nur/NR4A insérés devant 

le gène de la luciférase. Tout d’abord, lorsqu’on ajoute Nor-1, on observe une augmentation de 

l’activité luciférase d’environ 50 fois comparativement au contrôle négatif, ce qui valide la 

spécificité du rapporteur pour Nor-1 dans ce contexte cellulaire.  

L’ajout de SUMO-1 et SUMO-2 dans les essais luciférase augmente de façon 

significative l’activité de Nor-1 de façon dose dépendante jusqu’à 1,6 fois pour SUMO-1 et 

jusqu’à 3 fois pour SUMO-2, démontrant que les deux isoformes de SUMO sont efficaces pour  

augmenter l’activité transcriptionnelle de Nor-1 (Figures 7B et 7D). Ces résultats sont 

spécifiques à Nor-1 puisqu’il n’y a pas de variation significative de l’activité luciférase 

lorsqu’on ajoute SUMO-1 ou SUMO-2 en présence de pCMX seulement. Il est à noter que les 

résultats en présence de concentrations élevées de SUMO-1, soit 100 et 200 ng, ne sont pas 
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présentés à la figure 7B, dû à un effet dommageable au niveau de l’intégrité cellulaire dans ces 

conditions d’excès de SUMO-1. Par contre, il faut rester prudent dans notre interprétation 

puisque les effets de la SUMOylation observés par l’ajout de SUMO-1 et SUMO-2 pourraient 

se faire soit par SUMOylation directe de Nor-1 ou soit par SUMOylation indirecte, par exemple 

sur un cofacteur pouvant réguler l’activité de Nor-1. Il a été démontré que les cofacteurs 

p160/SRC et p300/CBP peuvent être SUMOylés, favorisant ainsi leur potentiel de coactivation 

transcriptionnelle (188-190). Avec p160/SRC et p300/CBP pouvant coactiver Nor-1 (section 

1.2.2.4), cela suggère que leur SUMOylation respective pourrait résulter en une augmentation 

de l’activité transcriptionnelle de Nor-1 de façon indirecte. D’un autre côté, nous avons 

démontré que Nor-1 peut effectivement conjuguer SUMO-1 et SUMO-2 (Figures 7A et 7C), 

suggérant que l’augmentation de l’activité transcriptionnelle de Nor-1 par les deux isoformes 

de SUMO pourrait résulter d’un effet direct sur Nor-1, ou encore d’une combinaison entre une 

SUMOylation directement sur Nor-1 et une SUMOylation sur des cofacteurs de Nor-1.  

Pour discerner davantage ces possibilités, nous avons effectué des essais luciférases dans 

le même contexte cellulaire, mais cette fois, avec les plasmides pCMX-Nor-1-K137R et pCMX-

Nor-1-S139A exprimant des formes mutantes de Nor-1 ne pouvant pas être SUMOylées sur le 

site pSuM. Les résultats de ces essais nous indiquent que les mutants SUMO subissent une 

baisse d’activité transcriptionnelle de plus de 20% pour la mutation K137R et d’environ 50% 

pour la mutation S139A (Figures 8F et 8G). Ces résultats nous indiquent que la SUMOylation 

du pSuM de Nor-1 serait importante dans le maintien de l’activité de Nor-1, corrélant avec la 

possibilité que la SUMOylation directe de Nor-1 participe à la régulation positive de son activité 

transcriptionnelle. Dans le domaine des récepteurs nucléaires, la SUMOylation a été démontrée 

comme pouvant être activatrice ou répressive au niveau du potentiel de transcription. En effet, 

les récepteurs nucléaires RXRα, PPARγ, AR et le récepteur de la progestérone PR (178, 179, 

187, 191, 192) sont inhibés par la SUMOylation, alors que  les récepteurs nucléaires PXR, ERα 

et RORα (185, 186, 193) sont activés. Il y a plusieurs possibilités pouvant expliquer 

l’augmentation de l’activité transcriptionnelle de Nor-1 par la SUMOylation. Par exemple, la 

SUMOylation de Nor-1 sur son site pSuM pourrait augmenter le recrutement d’un coactivateur 

comme c’est le cas du facteur de transcription PEA3 (194), ou encore augmenter l’habilité de 

Nor-1 à lier l’ADN comme démontré pour le facteur de transcription HSF-2 (195). De façon 
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intéressante, il a été démontré que le cofacteur p160/SRC interagit avec la portion N-terminale 

de Nor-1, au niveau des acides aminés 1 à 112 (49). Cette région de Nor-1 contient le site de 

SUMOylation potentiel, soit la lysine-89 (Figure 8.B). Il serait donc intéressant de valider 

d’abord si ce site est effectivement SUMOylé et s’il participe au recrutement du coactivateur 

p160/SRC.  

Le potentiel du site pSuM à conjuguer SUMO est conféré par la phosphorylation de la 

sérine adjacente à la lysine acceptrice du site. Dans le cas de Nor-1, il s’agit de la serine-139. 

Nous avons observé que la mutation de cette sérine par une alanine (S139A) altère de façon plus 

marquée l’activité transcriptionnelle de Nor-1 comparativement à la mutation de la lysine-137. 

Ces résultats suggèrent un rôle important de régulation pour la serine-139 où la régulation 

directe de la SUMOylation du pSuM participe au contrôle de l’activité de Nor-1, mais aussi 

qu’un autre mécanisme puisse s’ajouter au niveau de cette serine pour maximiser l’activité de 

Nor-1. Parmi les possibilités, la phosphorylation sur la sérine-139 pourrait servir au recrutement 

d’un cofacteur transcriptionnel ou encore réguler l’ajout de nouvelles modifications post-

traductionnelles retrouvées sur Nor-1. En résumé, nos résultats démontrent que la SUMOylation 

de Nor-1 augmente son activité transcriptionnelle et que la SUMOylation du site pSuM est 

importante pour le maintien de son activité transcriptionnelle de base.  

Une alternative envisagée pour les essais luciférase a été d’utiliser le système de gène 

rapporteur sous le contrôle de l’élément UAS (upstream activating sequence) qui permet de 

mesurer l’activité de protéine fusionnée avec le site de liaison à l’ADN du facteur de 

transcription GAL-4. Nous avons généré un plasmide d’expression pCMX-Gal4-Nor-1 pour 

utiliser dans les cellules HEK293T dans le but de confirmer les résultats obtenus avec le 

rapporteur (NurRE)3Luc. Malheureusement, la réponse à l’expression ectopique de GAL4-Nor-

1 dans les cellules HEK293T n’a pas été suffisante pour mesurer une activité adéquate de Nor-

1, probablement dû à un changement de conformation de Nor-1 provoqué par l’ajout de 

l’étiquette GAL4. L’utilisation de ce système nous aurait également permis de mesurer l’activité 

de Nor-1 spécifiquement dans un contexte où les autres récepteurs de la famille NR4A sont 

exprimés, comme dans les cellules neuronales HT22. Une autre alternative aurait été d’utiliser 

un plasmide rapporteur avec le gène de la luciférase précédé par un élément de réponse NBRE 

(l’autre élément de réponse aux NR4A). Cependant, ce rapporteur répond également aux autres 
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récepteurs NR4A, mais nous permettrait d’apporter un autre contexte de régulation qui nous 

permettrait de valider les résultats obtenus.  

 Comme nous l’avons déjà mentionné, l’objectif de ces travaux est d’étudier la 

SUMOylation de Nor-1 sur le site pSuM. Tel que démontré au laboratoire, le site pSuM est un 

site atypique de SUMOylation qui dépend de la phosphorylation de la sérine contenue dans le 

pSuM pour apporter la charge négative nécessaire au recrutement d’Ubc9 et permettre la  

SUMOylation de la lysine adjacente (7). Nous avons donc voulu caractériser la régulation de la 

SUMOylation de Nor-1 par la phosphorylation de la sérine 139 du pSuM afin de déterminer si 

le fonctionnement du pSuM de Nor-1 est similaire à celui démontré pour ERβ (7). Avec ce but 

en tête, nous avons effectué des essais d’immunoprécipitation et des analyses westerns sur des 

extraits cellulaires complets en présence du mutant S139A de Nor-1 où la sérine-139 du pSuM 

a été mutée en alanine pour ainsi empêcher sa phosphorylation possible. On a observé que 

lorsque l’on mute la sérine-139, on perd complètement deux des trois bandes de SUMOylation, 

soit exactement le même patron obtenu avec le mutant K137R ne pouvant pas conjuguer les 

protéines de SUMO sur le pSuM et ce, dans les deux types cellulaires (Figures 8D et 8E). 

De plus, nous avons muté également la serine-139 par un résidu glutamique (S139E) 

pour ainsi ajouter une charge négative constitutive dans le but de créer un environnement 

phospho-mimétique. Les essais d’immunoprécipitation réalisés avec le mutant phospho-

mimétique S139E ont démontré que l’intensité des trois bandes de SUMOylation au-dessus de 

Nor-1 sur le gel est fortement augmentée (Figure 8F et 8G). Ces résultats suggèrent que la 

charge négative apportée par la phosphorylation de la sérine 139 est essentielle pour le processus 

de SUMOylation du pSuM de Nor-1, concordant ainsi avec le modèle de SUMOylation du 

pSuM de ERβ (7). Cependant, selon le modèle actuel, la première bande (~100 kDa) de 

SUMOylation ne représenterait pas une SUMOylation du pSuM de Nor-1, tel que suggéré par 

les résultats obtenus avec le mutant K137R (Figure 8D et 8E). L’augmentation de son intensité 

par la mutation S139E pourrait donc s’expliquer par une régulation possible entre les différents 

sites de SUMOylation de Nor-1, telle que proposée un peu plus haut (page 63).  Une régulation 

directe de la SUMOylation de cet autre site de SUMOylation par la phosphorylation sur la sérine 

139 pourrait être également envisagée. Un exemple où la phosphorylation d’une sérine située à 

distance d’un site de SUMOylation peut induire la SUMOylation se retrouve chez 
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l’endonucléase FEN-1, sur laquelle la phosphorylation de la sérine 187 favorise la SUMOylation 

de la lysine 168 (196).   

Nous avons tenté de déterminer le mécanisme de fonctionnement du pSuM de Nor-1 en 

fonction d’identifier le ou les signaux permettant d’induire la SUMOylation par la 

phosphorylation. La première possibilité envisagée fut de considérer la voie des MAP kinases 

sur la base des travaux effectués sur ERβ où l’activation des MAP kinases permet d’induire la 

SUMOylation du pSuM d’ERβ (7). Pour ce faire, nous avons réalisé des essais 

d’immunoprécipitation et analyses westerns sur des extraits cellulaires complets en présence ou 

absence de RasV12, un mutant de l’oncogène Ras permettant l’activation constitutive des trois 

voies de signalisation des MAP kinases, soient celles de Erk, Jun et p38. L’efficacité de RasV12 

à activer Erk est démontrée à la figure 9A, puisque l’on observe une augmentation des niveaux 

de phosphorylation d’Erk1/2 dans les cellules transfectées. Nos résultats démontrent également 

que RasV12 augmente l’expression protéique de Nor-1 dans les deux types cellulaires (Figure 

9B et 8C). Ces résultats suggèrent que la voie des MAPK pourrait avoir un rôle à jouer dans la 

stabilité de Nor-1. Des expériences additionnelles seraient nécessaires pour déterminer l’effet 

de la phosphorylation sur la stabilité et la dégradation de Nor-1 et les résidus exacts ciblés par 

l’activation de Ras, puisqu’il existe plusieurs sites de phosphorylation identifiés pour Nor-1 

(voir section 1.2.2.4). En particulier, il a été démontré qu’Erk2 peut phosphoryler Nor-1 (58). 

Tout comme la SUMOylation, la phosphorylation peut jouer plusieurs rôles sur les protéines 

cibles et la régulation de la stabilité protéique est l’un d’eux, tel que démontré pour le proto-

oncogène MYC où la phosphorylation induite par Ras augmente l’accumulation de la protéine 

(197). En vertu des nombreux effets induits par l’activation de RasV12 sur les voies des MAP 

kinases, il faut par contre considérer également que l’effet observé sur l’expression protéique 

de Nor-1 pourrait être un effet médié de manière indirecte n’impliquant pas de phosphorylation 

de Nor-1 (198).   

Nos résultats ont également démontré que l’ajout de RasV12 dans les deux types 

cellulaires augmente l’intensité des trois bandes au-dessus de Nor-1 et que l’ajout de SENP-1 

confirme que ces trois bandes sont associées à la SUMOylation de Nor-1, suggérant que 

l’activation de la voie des MAPK potentialise la SUMOylation de Nor-1 (Figure 9C et 9D). 

Les différentes modifications post-traductionnelles ont des relations complexes entre elles 
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puisqu’elles peuvent s’entre réguler et la SUMOylation et la phosphorylation ne sont pas des 

exceptions à cette règle. Il y a plusieurs cas dans la littérature où la phosphorylation sur une 

protéine cible inhibe ou potentialise la SUMOylation de cette même protéine (145). Bien sûr, le 

cas se rapprochant le plus de nos observations est le cas d’ERβ où la phosphorylation de la sérine 

du pSuM est essentielle pour la SUMOylation de ce site (7). De plus, le pSuM de ERβ possède 

aussi une extension qui est phosphorylée par GSK-3β, ce qui potentialise davantage la 

SUMOylation. Nor-1 possède également cette extension qui est conservée (Figure 8C), ce qui 

suggère une possible implication de celle-ci pour potentialiser la SUMOylation de Nor-1 par 

GSK-3β (7). Il est donc tentant de proposer que la voie des MAPK régule la SUMOylation de 

Nor-1 en phosphorylant la sérine 139, mais elle peut aussi avoir un impact sur les résidus sérines 

et thréonines de l’extension du pSuM de Nor-1. Il serait intéressant de déterminer si 

effectivement une telle régulation est possible au niveau du pSuM de Nor-1. D’autant plus que 

cette régulation pourrait se faire sur un ou même plusieurs sites de phosphorylation de Nor-1, 

puisque celui-ci possède plusieurs sérines et tyrosines phosphorylables (voir section 1.2.2.4), 

dont certaines loin des sites de SUMOylation de Nor-1, comme dans le cas de l’endonucléase 

FEN-1 décrit plus haut (196). Cela pourrait alors expliquer pourquoi l’intensité des trois bandes 

de SUMOylation est augmentée et non seulement celle des deux reliées aux pSuM. En somme, 

il y a une augmentation de l’état global de SUMOylation de Nor-1 engendré par l’activation des 

voies des MAPK.  

Il est intéressant de noter que RasV12 fait augmenter l’expression protéique de Nor-1 

ainsi que son état global de SUMOylation. Il est donc possible d’émettre l’hypothèse que cette 

augmentation des niveaux protéiques est peut-être due à une stabilisation de Nor-1 dans un 

mécanisme SUMO-dépendant. C’est le cas de certaines protéines comme le suppresseur de 

tumeur (SMAD4) et le récepteur nucléaire ERβ qui sont stabilisés par la conjugaison de SUMO 

qui antagonise leur ubiquitination et par le fait même, leur dégradation par le protéasome (7, 

199). Par contre, comme nous l’avons expliqué un peu plus haut (page 70), cette augmentation 

de l’expression protéique de Nor-1 par la phosphorylation pourrait également se faire via un 

mécanisme indépendant de la SUMOylation où la voie des MAPK pourrait cibler des résidus 

différents incluant la sérine-139 qui auraient alors un impact sélectif sur la régulation de Nor-1. 

En somme, nous avons démontré que la sérine-139 du pSuM est essentielle au processus de 
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SUMOylation de Nor-1 et que l’expression protéique de Nor-1 ainsi que son état global de 

SUMOylation sont augmentés par la voie des MAPK. Le mécanisme exact de SUMOylation 

sur d’autres sites potentiels ainsi que l’implication d’autres sites de phosphorylation 

possiblement impliqués dans la régulation de Nor-1 restent à être mieux définis.   

 Finalement, afin de vérifier si la SUMOylation du pSuM de Nor-1 affecte l’expression 

de ses gènes cibles, nous avons procédé à un essai de PCR quantitative sur les cellules HT22. 

Les cellules ont été transfectées avec les plasmides pCMX (contrôle négatif), pCMX-Nor-1 ou 

pCMX-Nor-1-K137R et les niveaux d’ARN messager de l’énolase-3 (ENO3) ont été mesurés. 

Le gène ENO3 est considéré comme étant une cible de Nor-1 puisqu’il possède des éléments de 

réponses NBRE spécifiques aux récepteurs NR4A (NBRE) au niveau de son promoteur qui 

confèrent une activation de la transcription de ENO3 par Nor-1 (122). L’énolase-3 est l’une des 

isoenzymes du complexe de l’énolase qui inclut également l’énolase γ spécifique aux neurones 

et l’énolase α non neuronale (200, 201). L’énolase-3 est surtout retrouvée dans les tissus 

musculaires et est également connue sous le nom d’énolase bêta (200). Puisque nous utilisions 

une lignée neuronale, nous avons d’abord déterminé au moyen d’une courbe standard réalisée 

par qPCR que l’ARNm de l’énolase-3 était effectivement exprimé dans les cellules HT22, ce 

qui était bien le cas (données non montrées). De plus, nos résultats montrent une augmentation 

de 3,3 fois des niveaux d’ARNm d’ENO3 en réponse à l’expression de Nor-1 (Figure 10), 

suggérant que Nor-1 peut effectivement réguler l’expression de ce gène. En comparaison, 

l’addition du mutant K137R de Nor-1 a mené à une moins grande augmentation de l’expression 

de ENO3 (~2,4 fois), suggérant que la SUMOylation du pSuM de Nor-1 joue un rôle important 

dans la régulation de l’activité transcriptionnelle de Nor-1 et de l’expression de ses gènes cibles. 

Ces résultats concordent avec ceux obtenus en essais luciférase où la mutation K137R diminue 

l’activité transcriptionnelle de Nor-1 (Figure 10).  

L’énolase, aussi connue sous le nom de phosphopyruvate hydratase, est une enzyme 

impliquée dans la glycolyse qui catalyse la conversion du 2-phospho-D-glycérate (2PG) 

en phosphoénolpyruvate (PEP) ainsi que la réaction inverse (202). L’énolase est donc 

directement impliquée dans la production d’énergie des cellules (202). La régulation de 

l’énolase par Nor-1 et l’implication de la SUMOylation dans ce processus au niveau des cellules 

neuronales HT22 semble suggérer un rôle important de la SUMOylation de Nor-1 dans le 
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métabolisme énergétique des cellules neuronales. Bien sûr nos données sont préliminaires et des 

expériences additionnelles sur d’autres cibles de Nor-1 et d’autres marqueurs de l’état 

énergétique de la cellule sont nécessaires. Néanmoins, nous démontrons que la SUMOylation 

du pSuM de Nor-1 affecte l’expression d’un de ses gènes cibles directement impliqués dans le 

processus de glycolyse, ce qui suggère un rôle de la SUMOylation de Nor-1 dans le métabolisme 

énergétique des neurones.   

 Parmi les alternatives possibles pour valider les résultats obtenus des essais de PCR 

quantitative, il serait intéressant d’effectuer des essais d’immunoprécipitation de la chromatine 

(ChIP) pour déterminer la liaison à l’ADN de Nor-1 comparativement au mutant K137R au 

niveau des régions promotrices des gènes cibles. Cet essai nous permettrait de déterminer le rôle 

de la SUMOylation du pSuM à recruter Nor-1 aux gènes cibles, donnant ainsi une indication de 

sa capacité à réguler la transcription des gènes cibles. La validation des résultats d’expression 

génique peut se faire également par des essais westerns blot pour vérifier les niveaux protéiques 

respectifs. Nous pourrions également réaliser les essais de PCR quantitative avec des lignées 

cellulaires infectées par lentivirus pour favoriser l’expression constitutive de la forme sauvage 

ou mutante K137R de Nor-1, et pour invalider l’expression endogène de Nor-1 par la stratégie 

utilisant les shRNAs.    

4.1 Conclusions et perspectives  

Lors de ce travail, nos objectifs étaient de déterminer le potentiel de SUMOylation de 

Nor-1 sur son site de SUMOylation atypique pSuM dans les neurones ainsi que de caractériser 

l’effet de la SUMOylation sur l’activité transcriptionnelle de Nor-1 et l’expression de ces gènes 

cibles. Nos résultats ont effectivement démontré que Nor-1 peut être SUMOylé sur son site 

pSuM et probablement sur un autre site vu le patron à trois bandes associées à la SUMOylation 

observée. De plus, il a été démontré dans ce travail que Nor-1 peut conjuguer deux isoformes 

de SUMO, soit SUMO-1 et SUMO-2. Les résultats des essais luciférase indiquent que la 

SUMOylation à un effet activateur sur Nor-1 et que la SUMOylation de son site pSuM est 

essentielle pour le maintien de son activité transcriptionnelle de base. La régulation de la 

SUMOylation du site pSuM a également été étudiée et les résultats indiquent que la 

phosphorylation de la sérine-139 est essentielle pour la SUMOylation du pSuM, comme c’est 
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le cas également pour ERβ (7). De plus, nous avons identifié la voie des MAP kinase comme 

étant impliquée dans la régulation de l’expression protéique et de la SUMOylation de Nor-1, 

apportant un mécanisme fonctionnel de phosphorylation du pSuM. Nos résultats suggèrent 

également que la SUMOylation du pSuM de Nor-1 affecte l’expression de ses gènes cibles, 

comme cela est démontré pour l’énolase-3, et supportent un rôle de la SUMOylation de Nor-1 

dans la régulation du métabolisme des neurones.  

Plusieurs approches additionnelles sont envisagées pour investiguer davantage le rôle de 

la SUMOylation du récepteur Nor-1. Il serait intéressant de générer des mutants pour les deux 

autres sites de SUMOylation potentiels de Nor-1, soit K89 et K606, et d’effectuer des essais 

d’immunoprécipitation et analyses westerns afin de déterminer leur implication respective sur 

la SUMOylation de Nor-1 ainsi que d’identifier le site responsable de la première bande de 

SUMOylation à 100 kDa. Une autre avenue intéressante serait d’utiliser des anticorps 

spécifiques aux isoformes de SUMO afin de déterminer quelles isoformes sont capables de 

conjuguer Nor-1 et d’identifier sur quel site avec les mutants des différents sites potentiels de 

SUMOylation. En utilisant les essais luciférase, la première chose à faire serait de valider les 

résultats trouvés dans les HEK293T dans les cellules neuronales HT22. Le système UAStkLuc 

avec les GAL4-Nor-1 pourrait être intéressant à utiliser dans les HT22 puisqu’il permettrait 

d’être spécifique à Nor-1 c’est-à-dire qu’il n’y aura pas d’interférence causée par les deux autres 

membres de sa famille. Ensuite, pour expliquer l’effet de la SUMOylation sur l’activité 

transcriptionnelle de Nor-1, des essais de co-immunoprécipitation de Nor-1 sauvage et mutant 

sumo déficient avec des cofacteurs interagissant avec Nor-1 pourrait s’avérer intéressant. Tel 

que discuté plus tôt (section 4), il nous faudrait générer des mutants spécifiques pour les sites 

de phosphorylation correspondants à l’extension du pSuM de Nor-1, et également pour d’autres 

sites potentiels de phosphorylation, afin de déterminer leur rôle respectif sur la réponse à 

RasV12 et sur le potentiel de SUMOylation de Nor-1. Pour ce qui est de l’influence de la 

SUMOylation sur l’expression des gènes cibles de Nor-1, il faudrait générer des lignées 

cellulaires neuronales exprimant de façon constitutive Nor-1 de type sauvage ou muté à l’aide 

de l’approche par lentivirus ou encore au moyen du système CRISPR et caspase pour ensuite 

effectuer des essais de PCR quantitative afin d’analyser l’expression de gènes cibles impliqués 

dans le métabolisme énergétique. Également d’autres gènes potentiellement ciblés par Nor-1, 
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tels que la protéine inhibitrice d’apoptose cIAP2 (203) et la tyrosine hydroxylase impliquée dans 

la synthèse de la dopamine (87) sont à considérer.  

En conclusion, nos résultats démontrent que le pSuM de Nor-1 est une cible de la 

SUMOylation, que la régulation de sa SUMOylation semble très similaire à celle d’ERβ avec 

la voie des MAPK comme inducteur et que cette SUMOylation affecte l’activité 

transcriptionnelle de Nor-1 ainsi que l’expression de ses gènes cibles. Ce travail permet 

d’étendre le rôle du pSuM comme nouveau mécanisme de régulation des récepteurs nucléaires 

par la SUMOylation, puisqu’il n’y avait jusqu’à présent qu’un seul exemple de ce processus 

dans la littérature. De plus, cette étude permet d’identifier la SUMOylation comme une 

composante importante de la régulation de l’activité de Nor-1 avec le potentiel de réguler 

plusieurs processus biologiques associés à Nor-1, par exemple le métabolisme du glucose, 

l’athérosclérose ainsi que la survie neuronale (22, 101, 120, 133). L’identification et la 

compréhension de nouveaux mécanismes de régulation de l’activité de Nor-1 deviennent 

importantes dans le cadre des maladies neurodégénératives, comme le Parkinson, l’Alzheimer 

et scléroses multiples.
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