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Résumé

NUR77 est un récepteur nucléaire (RN) orphelin impliqué dans la régulation de processus
biologiques dont la mort cellulaire, notamment dans la maladie de Parkinson (MP), découlant de
la perte de neurones dopaminergiques, et dans le cancer du sein, résultant de la prolifération de
cellules mammaires. NUR77 est impliqué dans le déclenchement et la protection de la mort
cellulaire et son activité serait indépendante de la liaison d’un ligand. Nous avons émis 1’hypothése
que ’activité de NUR77 est influencée par ses modifications post-traductionnelles (MPTs) et ses
partenaires d’interactions. L’objectif général de cette these était de caractériser les MPTs et les
partenaires d’interaction modulant 1’activité de NUR77, dans des mode¢les de cellules en culture,

afin de mieux comprendre ses fonctions biologiques - notamment dans la mort cellulaire.

Le premier objectif de ce doctorat était de caractériser le role de la SUMOylation, une
modification modulant I’activité des RN, chez NUR77, par des essais rapporteurs dans les cellules
Human Embryonic Kidney 293 (HEK293). La surexpression de la E3 SUMO ligase PIASy et/ou
de I’isoforme 2 de la SUMO, protéines importantes dans la régulation de la SUMOylation chez les
RN, a engendré un effet répresseur sur I’activité transcriptionnelle de NUR77. L’effet de PIASy
sur 1’activité de NUR77 est modulé par la Sentrin SUMO-specific protease 1, qui hydrolyse la
liaison des SUMO. Les mutations des résidus lysine dans des sites consensus de SUMOylation,
de NUR77 (K102 et K577), empéchant cette MPT, ont causé des effets opposés sur son activité
transcriptionnelle, suggérant le recrutement différent de corégulateurs de la transcription. Ces
résultats combinés indiquent que la SUMOylation et les PIASy et SUMO2 sont, respectivement,
une MPT et des corégulateurs importants dans ’activité de NUR77.

Le deuxieme objectif de cette thése était de caractériser 1’interactome de NUR77 dans des
HEK?293 vivantes afin d’identifier les interacteurs pouvant moduler son activité, a I’aide d’une
méthode de marquage des protéines proximales avec la biotine basée sur la peroxydase APEX2,
combinée a la spectrométrie de masse. Ce procédé a identifié¢ 336 potentiels interacteurs de NUR77,
dont plusieurs connus. Des essais de coimmunoprécipitation et de coimmunofluorescence menés
dans les HEK293 et dans les cellules du cancer du sein MCF-7 ont montré, respectivement, que la

protéine régulatrice de I’apoptose Apoptosis Inhibitor 5 (API5), interagissait et colocalisait avec



NUR?77. La privation de sérum dans le milieu de culture des cellules et la diminution de
I’expression de API5 a conduit a une augmentation des niveaux protéiques et de 1’activité de
NUR77 et a une diminution de la survie cellulaire. Ces données suggerent que APIS constitue un
régulateur de NUR77 dans les voies de signalisation associées a la mort cellulaire et que cette
interaction pourrait constituer une cible pour moduler 1’apoptose. Elles valident également

I’approche d’identification d’interacteurs de NUR77.

Les travaux de cette thése ont donc permis de générer des outils pour caractériser I’activité
de NUR77 et ont révélé des corégulateurs de cette activité. La poursuite de ces projets pourrait
révéler le caractére opportun de cibler NUR77 comme modulateur de la mort cellulaire, notamment

dans la MP et le cancer du sein.

Mots-clés: NUR77, SUMOylation, PIASy, essais rapporteurs, interactome, mort cellulaire, APIS,
APEX2, Parkinson, Cancer du sein



Abstract

NUR?77 is an orphan nuclear receptor (NR) involved in the regulation of multiple cell
biology processes including cell death, in particular in Parkinson's disease (PD), which results of
the loss of dopaminergic neurons, and in breast cancer (BC), which is caused by the proliferation
of mammary epithelial cells. NUR77 is involved in triggering and inhibiting cell death and its
activity is believed to be independent of a ligand binding. We hypothesized that the regulation of
NUR?77 activity does not occur through a ligand, but through the influence of its post-translational
modifications (PTMs) and its interaction partners. The general objective of this PhD project was
to characterize the PTMs and the interacting partners that modulate the activity of NUR77 in
cultured cell models, to better understand its physiological roles, in particular in the regulation of

cell death.

The first objective of this thesis was to characterize the role of SUMOylation, a
modification that regulates NR activity, in regulating NUR77 transcriptional activity in reporter
assays in Human Embryonic Kidney (HEK293) cells. Overexpression of the E3 SUMO ligase
PIASy or/and the isoform 2 of SUMO, both important regulators in SUMOylation of the NUR77
homolog NURRI1, produced a repressive effect on the transcriptional activity of NUR77. The effect
of PIASy on the activity of NUR77 was shown to be modulated by the Sentrin SUMO-specific
protease 1 protein, which removes SUMO tags on target proteins. In addition, mutations of lysine
residues in SUMO consensus sites in NUR77 (K102 and K577) had opposite effects on its
transcriptional activity, suggesting different recruitment of coregulators of transcription in the
regions. The combination of these results indicates that SUMOylation is an important PTM for the
regulation of NUR77 activity and that PIASy and SUMO?2 proteins are important transcriptional
coregulators of NUR77.

The second objective of this thesis was to evaluate NUR77 interactome in HEK293 living
cells to identify the interactors that can modulate its activity, using a biotin-labelling method for
proximal proteins based on the APEX2 peroxidase combined with mass spectrometry. This
approach identified 336 potential interactors of NUR77, some that are consistent with the literature.
Coimmunoprecipitation and coimmunofluorescence assays carried out in HEK293 cells and in

MCF-7 breast cancer cell line have shown that the regulator of apoptosis Apoptosis Inhibitor 5
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(APIS), interacted and colocalized with NUR77. By depriving cells of serum and decreasing 4PI5
expression, increased protein levels and activity of NUR77 was observed, as well as a decrease in
cell viability. These data support that APIS is a regulator of NUR77 in its involvement in signalling
pathways associated with cell death and that this interaction could be a target for modulating
apoptosis. More generally, they validate the APEX2 tool which can be used to identify novel
NUR77 interactors.

In conclusion, the work of this thesis resulted in the generation of tools to better understand
the activity of NUR77 and revealed important coregulators in this activity. The continued
characterization of these interactors may provide opportunities to target NUR77 as a regulator of

cell death, particularly in PD and in breast cancer.

Keywords: NUR77, SUMOylation, PIASy, gene reporter assays, interactome, cell death, APIS,

APEX?2, Parkinson Disease, breast cancer
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Chapitre 1 — Introduction

1.1 Les récepteurs nucléaires et NUR77

Ce premier sous-chapitre de I’introduction a pour but d’initier le lecteur au contexte des récepteurs
nucléaires (RN), a ce qui les unifie au niveau structurel et a ce qui les différencie d’un point de vue
mécanistique. Cette partie met 1’accent sur leur implication dans une multitude de processus
biologiques et pathologiques, soulignant la nécessité et la complexité de cibler les RN en thérapie.
Elle met ainsi de I’avant la nécessité de poursuivre les efforts en recherche sur la compréhension

des mécanismes d’action des RN.

Dans chacune de ces sous-sections, les éléments spécifiques au récepteur orphelin NUR77,
principal objet de cette these, sont décrits. La famille des NR4As a laquelle appartient NUR77, les
propriétés communes des membres de cette famille mais également le caractére unique de NUR77
au niveau de ses fonctions et de sa localisation dans la cellule, sont mis de 1’avant. Ses activités
génomiques et non-génomiques, impliquées dans de multiples voies de signalisation, ainsi que son
role dans la modulation de la mort cellulaire sont décrites. NUR77 constitue a I’heure actuelle une
cible d’intérét dans différentes pathologies, notamment dans la régulation de la neurotransmission
dopaminergique et dans le cancer du sein. Cibler ce RN représente donc un véritable enjeu et un

défi thérapeutique, et a constitué la source de motivation de ce sujet de doctorat.

1.1.1- Généralités

1.1.1.1 Les récepteurs nucléaires

Le concept de RN est né en 1958, lors du 4° congres International de Biochimie a Vienne
revue dans (Mazaira, 2018). La pensée courante était alors que les hormones stéroidiennes entraient
dans les cellules par simple diffusion a travers la membrane plasmique et que, a la suite de réactions
métaboliques, 1’énergie nécessaire aux stimulations de croissance et a d’autres actions spécifiques

¢tait libérée. Le Pr. Elwood Jensen a totalement chamboulé ces croyances en mettant en évidence



la liaison d’un cestrogeéne radiomarqué a une protéine dans la cellule et la translocation du complexe
hormone-récepteur dans le noyau afin de réguler I’expression de génes spécifique (Jensen et al.,
1968). Par opposition aux récepteurs membranaires, les RN forment une famille de récepteurs

spécialisés pouvant étre modulés par la liaison de molécules lipophiles a I’intérieur de la cellule.

Avant méme que les premiers genes des RN aient été clonés, ces récepteurs étaient connus
pour étre des protéines de modulation, ¢’est-a-dire de régulation de I’expression des génes cibles
(Wrange, 1978). Les roles physiologiques des premiers RN caractérisés ont été inférés de ceux de
leurs agonistes, a savoir les hormones et les vitamines, les impliquant dans le métabolisme, la
prolifération cellulaire, la réponse immunitaire ou encore le développement — mais aussi dans de
nombreux processus pathologiques tels que le cancer, le diabéte, I’athérosclérose, les troubles
endocriniens et la reproduction, les maladies cardiovasculaires, neurologiques, immunitaires, etc

revue dans (Huang, 2010).

La superfamille des RN compte 48 facteurs de transcription chez 1’humain (Mazaira, 2018).
Le dogme initial était que 1’activité de ces facteurs de transcription était régulée par des ligands
uniques leur correspondant. Cependant, il apparait qu'une certaine promiscuité existe, certains
ligands naturels ou synthétiques modulant des récepteurs de plusieurs familles différentes. Ces RN,
caractérisés par deux domaines de structure conservés, le domaine de liaison a I’ADN et le domaine
de liaison au ligand, sont désormais regroupés en famille sur la base de leur similarité de séquence
(Evans, 1988; Laudet V, 1992). Cette nouvelle stratification a permis d’inclure au sein de cette
famille certains récepteurs dont les ligands endogeénes étaient - ou sont toujours — inconnus.
L’activité de ces RN, appelés RN orphelins, serait indépendante de la liaison d’un ligand (Giguere,
1999). Une sous-famille particuliére de RN orphelins, qui est la famille des NR4As, est détaillée

dans la section 1.1.1.2.

1.1.1.2 Les NR4As et NUR77
NUR77 (NR4A1, également connu sous les noms de TR3, NGFIB) appartient a la sous-
famille 4 des récepteurs nucléaires avec NURR1 (NR4A2) et NOR-1 (NR4A3). NUR77 a été

initialement identifié comme un géne induit par le facteur de croissance nerveux (NGF) (Nerve-
Growth Factor Inducible gene B, NGFI-B), dans les PC12, une lignée cellulaire dérivée d'un
phéochromocytome de la médullosurrénale du rat (Milbrandt, 1988). NURRI a été isolé d’une



bibliothéque d’ADNc de cerveaux néonataux de souris (Davis, 1994) et NOR-1 a été identifié¢ dans
des cellules en culture issues du cerveau antérieur de rat foetal (Ohkubo et al., 2002). A la base
étudiés dans des mécanismes liés au cerveau, ces trois RN sont toutefois ubiquitaires et ils sont
impliqués a différents niveaux physiologiques comme dans le systéme nerveux, endocrine,
immunitaires, etc (Giguere, 1999; Ranhotra, 2015a). Plus particuliérement, NUR77 est largement
exprimé dans les tissus du thymus, des muscles, des poumons, du foie, des testicules, des ovaires

de la thyroide et des glandes pituitaires (Giguere, 1999).

1.1.2- Structure

1.1.2.1 Les récepteurs nucléaires

Malgré leur diversité de taille, de forme et d’implication dans les processus biologiques, les
RN présentent une importante similarité de structure. Exceptée pour la sous-famille 0 qui sera
décrite dans la section 1.1.3, I’architecture générale des RN est composée de 5 régions avec des
séquences distinctes, identifiées de A a E (Figure 1), chacune ayant des fonctions spécifiques et

étant dissociable du reste de la protéine.

AF-1 Hinge AF-2

N-term — A/B C D E —— C-term

DBD LBD

Figure 1 - Architecture générale des RN.

Les RN présentent une architecture similaire sous forme de régions. Les séquences de ces régions
présentent une conservation variable. La région N-terminale A/B contient un domaine d’activation
transcriptionnelle dit indépendant du ligand (Activation Function-1, AF-1). La région C
correspond au domaine de liaison a I’ADN (DNA-Binding Domain, DBD), qui peut également
contenir une séquence de localisation de signal nucléaire (NLS). La région D est dite charniere
(« hinge »). La région C-terminale E correspond au domaine de liaison du ligand (Ligand Binding
Domain, LBD) et contient un domaine d’activation de la transcription dépendant de la fixation

d’un ligand (Activation Function-2, AF2).



Ces régions sont les suivantes :

-la région A/B, contenant la partie N-terminale, est la plus divergente au sein des RN. Cette région
comprend le domaine AF-1 (Activation Function-1) qui est impliqué dans la régulation du
récepteur. Cette régulation des RN est décrite de maniére détaillée dans la section 1.1.4.1. L activité
du domaine AF-1 est indépendante de la présence d’un ligand mais elle est modulée par
I’interaction avec de nombreux corégulateurs et par des modifications post-traductionnelles
(PTMs) (Rochette-Egly, 2003b; Wiarnmark, 2003). Le domaine AF-1 n’est pas conservé en termes
de taille et de séquence au sein des RN, ce qui implique que la capacité d’activation des domaines
AF-1 varie considérablement entre les RN et que leurs corégulateurs ne partagent généralement
pas de motifs communs. A titre d’exemple, les protéines TATA box-binding protein (TBP),
Alteration/deficiency of activation 2 (Ada2p) et response element binding protein-binding
interagissent avec le domaine AF-1 du récepteur des glucocorticoides (GR) mais ces coactivateurs
ne partagent pas de séquence ou d’homologie de structure connues (Almlof, Wallberg, Gustafsson
et Wright, 1998; Ford, McEwan, Wright et Gustafsson, 1997; Henriksson et al., 1997). Ceci
entraine une caractérisation plus ardue des corégulateurs du domaine AF-1. Des travaux ayant pour
objectif de caractériser ce domaine pour certains RN comme GR et le récepteur des cestrogénes
(ER) ont révélé que la structure de ces domaines était perturbée lorsqu’ils étaient isolés (Dahlman-
Wright et al., 1995; Warnmark, Wikstrom, Wright, Gustafsson et Hard, 2001). Cependant,
I’interaction entre le domaine AF-1 et les corégulateurs semble spécifique et des études suggerent
que des structures ou des replis stables et communs existent entre ces domaines chez les différents
RN intégraux (Tremblay, Tremblay, Labrie et Giguere, 1999; Warnmark, Treuter, Wright et
Gustafsson, 2003). Par ailleurs, le domaine AF-1 contient de nombreux sites de phosphorylation et
il a été suggéré que cette modification et d’autres modifications post-traductionnelles (MPTs), qui
seront détaillées dans la section 1.2, pouvaient influencer le repliement du domaine AF-1 ou du
récepteur en entier (Warnmark et al., 2003). Une hypothése serait que la phosphorylation
stabiliserait le complexe corégulateurs/AF-1 en modifiant la polarité du récepteur ou en modifiant

les surfaces d’interaction entre les corégulateurs et le récepteur.

-la région C comprend le domaine de liaison a I’ADN (DNA Binding Domain, DBD) qui est la
région la plus conservée au sein des RN. Le DBD est formé de deux doigts de Zinc qui contiennent

chacun 4 résidus cystéine (Thompson, 2003). Cette structure unique permet aux RN d’interagir



avec I’ADN, en général dans la région du promoteur du géne cible, par des interactions spécifiques
avec des motifs de type PUGGTCA ou PuGAACA (Pu étant la purine) et par des interactions non-
spécifiques avec des phosphates. Cette région participe également a la dimérisation des RN
(Claessens, 2004). La séquence de localisation nucléaire (NLS), responsable du transport du

récepteur vers le noyau, peut étre retrouvée dans cette région (Germain, 2006).

-la région D contient le domaine dit charnicre (hinge) car il est situé entre le DBD et le LBD. C’est
une région courte et peu conservée en termes de taille et de séquence entre les RN. Elle sert de lien
flexible et permet au RN d’adopter différentes conformations tout en limitant les encombrements
stériques (Haelens, Tanner, Denayer, Callewaert et Claessens, 2007). Cette région est également la

cible de PTMs régulatoires et peut contenir un NLS (Germain, 2006).

-la région E contient le domaine de liaison du ligand (Ligand Binding Domain, LBD). Cette région
est un domaine multifonctionnel complexe, qui est a la fois responsable de la liaison d’un ligand,
de la dimérisation et de ’interaction avec des protéines co-régulatrices (Moras D, 1998). Ce
domaine, structurellement conservé, contient 12 hélices alpha (H1 a H12) et un feuillet béta entre
les hélices 5 et 6. Le repliement de cette structure forme une poche de liaison du ligand (Ligand
Binding Pocket, LBP) qui est bordée d’acides aminés essentiellement hydrophobes a la base du
récepteur. La présence de résidus polaires sur la partie inférieure du LBP permettrait la
reconnaissance sélective et 1’ancrage du ligand dans le LBP (Lib, 2011). La superposition des
structures des LBD des RN révele que la partie supérieure du RN est tres similaire alors que la
partie basale contenant le LBP est trés variable, ce qui expliquerait pourquoi différents RN
reconnaissent différents ligands (Germain, 2006). Le LBD contient également une surface de
transactivation (Activation Function-2, AF-2) dépendante du ligand correspondant & un site de
liaison des corégulateurs (Aranda, 2001; Warnmark, 2003). Un grand nombre de corégulateurs se
liant au domaine AF-2 exhibe le motif consensus LXXLL (L étant la Leucine et X un acide aminé
quelconque) aussi appelé Nuclear Receptor box (NR box), qui sert d’interface d’interaction entre
les corégulateurs et le domaine AF-2 (Chang, 1999; Heery, Kalkhoven, Hoare et Parker, 1997).
L’ hélice 12 ou hélice de la fonction trans-activatrice est cruciale pour la formation de la surface de
liaison du coactivateur avec le LBD (Schwabe, 1996). Cette hélice change de conformation selon
la liaison d’un ligand et modifie ainsi I’orientation de la surface AF-2 pour faciliter I’interaction

avec différentes protéines corégulatrices (Batista, 2013; Burris, 2013).



1.1.2.2 Les NR4As et NUR77

Appartenant a la méme sous-famille des RN, les NR4As ont une structure trés similaire. Le
DBD est la région la plus conservée avec plus de 90% d’identité de séquence. Le LBD est
relativement bien conservé avec ~60% de similitude tandis que la région N-terminale contenant le
AF-1 ne présente que 27% de similitude entre les NR4As (Martinez-Gonzalez, 2005) (Figure 2).
Les analyses structurelles ont révélé que NUR77 contient 2 motifs en doigt de zinc dans son DBD
qui contiennent chacun un NLS du récepteur et trois Signaux d’Export Nucléaires (NES) dans son

LBD qui sont impliqués dans I’export de NUR77 du noyau vers le cytoplasme (Katagiri, 2000).

N-terminal DBD LBD

Similarité 26-28% 94-95% 58-65%
NR4As

Figure 2 - Similarité de structure entre les différents membres de la famille de NR4As.

Les domaines des trois membres de la famille des NR4As possédent des pourcentages de similarité
d’acides aminés variables. En moyenne, le domaine N-terminal présente 27% de similitude, le

DBD 95% et le LBD 60%. (Figure inspirée de (Kurakula, Koenis, van Tiel et de Vries, 2014))

Malgré leur appartenance a la famille des RN et certaines similarités au niveau de leurs mécanismes
d’action, ces RN présentent des domaines et modes de fonctionnement atypiques qui seront décrits

a la section 1.1.4.2.

1.1.3- Classification des récepteurs nucléaires

Selon leur homologie de séquence, les RN sont classés en sept sous-familles (Germain,

2006; Owen, 2000) :

-la sous-famille 0 (NRO) comprend les RN dits « atypiques » DAX et SHP. Ils sont uniques en
termes de structure car ils ne contiennent qu’un domaine de liaison du ligand (LBD) (Pardridge,

1981; Watanabe, Tani, Watanabe et Seno, 1991).



-la sous-famille 1 (NR1) est dite TR-like. Elle est constituée des récepteurs des hormones
thyroidiennes (TR) (Evans, 1988), des récepteurs de I’acide rétinoique (RAR) (Giguere, Ong, Segui
et Evans, 1987), des récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) (Issemann et
Green, 1990), des récepteurs rev-Erb (REV-ERB) et des récepteurs apparentés aux récepteurs de
I’acide rétinoique (ROR) (Guillaumond, Dardente, Giguere et Cermakian, 2005), des récepteurs X
des farnésoides (FXR) (Leblanc et Stunnenberg, 1995), des récepteurs des oxystérols ou /iver X
receptors (LXR) (Calkin et Tontonoz, 2012) et des récepteurs de la vitamine D (VDR) (Haussler,
1986). Ces récepteurs sont régulés par différentes molécules de signalisation lipophiles dont les

hormones thyroidiennes, les acides gras, les acides biliaires et les stérols.

-la sous-famille 2 (NR2), dite RXR-like, contient les récepteurs X des rétinoides (RXR)
(Mangelsdorf, 1995a), le facteur de transcription du promoteur proximal du geéne de 1'ovalbumine
de poulet (COUP-TF) (Park, 2003) et le facteur nucléaire hépatocytaire 4 (HNF4) (Watt, 2003).
Les études structurelles ont mis en évidence que tous ces RN liaient des acides gras. Cependant, le
role essentiel de ces ligands dans la régulation de 1’activité de ces RN reste a démontrer. Il faut
cependant souligner que RXR est le seul récepteur de ce groupe avec un ligand connu qui I’active,
I’acide 9-cis rétinoique (Levin et al., 1992), les autres membres de cette famille étant considérés
comme RN orphelins. De plus, RXR joue un role important dans la famille des RN car il forme des

complexes hétérodimériques avec plusieurs autres RN (Perlmann et Jansson, 1995).

-la sous-famille 3 (NR3) est appelée ER-like et comprend les récepteurs stéroidiens. Elle inclut ER
et les récepteurs reliés aux récepteurs des cestrogenes (ERR) (Giguere, Yang, Segui et Evans,
1988), le récepteur des androgenes (AR) (Gao, 2005), le récepteur de la progestérone (PR)
(Hanukoglu, 1992), GR (Giguere, Hollenberg, Rosenfeld et Evans, 1986) et le récepteur des
minéralocorticoides (MR) (Hanukoglu, 1992). Ces récepteurs sont régulés par la liaison directe des

hormones dérivées du cholestérol comme le cortisol ou les cestrogenes.

-la sous-famille 4 (NR4) dite NGFIB-like comprend le facteur de croissance des nerfs 1-B (NGF1-
B, NUR77), la protéine liée au récepteur nucléaire 1 (NURR1) et le récepteur dérivé des neurones
1 (NOR-1) (Maruyama, 1998). Ces récepteurs sont toujours classés comme orphelins et seront
détaillés dans la section 1.2. NURRI1 est connu pour son importance dans le développement et le

maintien des neurones dopaminergiques (Jankovic, Chen et Le, 2005; Saucedo-Cardenas O, 1998).



-la sous-famille 5 (NRS5), SFI-like, contient le facteur 1 stéroidogénique (SF-1) et I’homologue 1
du récepteur du foie (LRH-1) (Pardridge, 1981; Watanabe et al., 1991). Méme s’ils sont
généralement classés comme récepteurs orphelins, des études suggerent que ces récepteurs sont

régulés par des phospholipides (Krylova, 2005; Ortlund, 2005).

-la sous-famille 6 (NR6) contient un seul récepteur qui est le facteur nucléaire des cellules
germinales (GCNF) (Zechel, 2005). Ce récepteur est orphelin car son LBD diffeére des autres RN
de manicre critique et pourrait conduire a la répression de I’expression des génes cibles (Okumura,

Lesch et Page, 2013).

Un résumé de cette classification est présenté dans le Tableau 1.

Sous-types Récepteurs Nucléaires

NRO DAX, SHP

NR1 TR, RAR, PPAR, REV-ERB, ROR, FXR,
LXR, VDR

NR2 RXR, COUP-TF, HNF4

NR3 ER, EER, AR, PR, GR, MR

NR4 NUR77, NURRI1, NOR-1

NRS SF-1, LRH-1

NR6 GCNF

Tableau 1 — Classification des RN selon leur homologie de séquence

Inspirée de (Weikum, Liu et Ortlund, 2018)

Une autre classification divisant les RN en quatre grandes groupes existe également, cette
fois basée sur leur mécanisme d’action, décrite dans la section 1.1.4 (Maira, Martens, Philips et

Drouin, 1999; Philips et al., 1997).



1.1.4- Mécanismes d’action

1.1.4.1 Les récepteurs nucléaires

1.1.4.1.1 La liaison a '’ ADN

Méme s’ils ont une fonction commune de réguler 1’expression des génes cibles et des

mécanismes d’action globalement similaires, les RN présentent des variations dans certains aspects

de ces mécanismes (Figure 3) (Weikum et al., 2018):
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Figure 3 - Les 4 mécanismes d’action des RN.

Les membres de la famille des RN sont divisés en 4 types d’activation transcriptionnelle avec
des variantes dans ces mécanismes. Dans le type I, les RN se dissocient des protéines
chaperonnes du cytoplasme apres activation par un ligand et sont transloqués dans le noyau.
1ls se lient alors a ’ADN en homodimeres. Les RN du type 2 sont déja dans le noyau et liés a
[’ADN, généralement en hétérodimeres avec RXR. Le complexe de corépresseurs liés a ces RN

est échangé pour un complexe de coactivateurs et la machinerie transcriptionnelle a la suite



de 'activation par un ligand. Les types 3 et 4 fonctionnent comme le type 2 mais sous forme

d’homodimeres et de monomeres respectivement. (Figure inspirée de (Weikum et al., 2018))

-Type 1 : les récepteurs qui suivent ce mode d’activation transcriptionnelle sont des récepteurs
stéroidiens activés par des hormones dérivées du cholestérol, tel que ER, GR, AR et PR (Fuller,
1991). Ces récepteurs sont séquestrés dans le cytoplasme ou ils sont liés a des protéines
chaperonnes, les protéines de choc thermique (Heat shock proteins) (Figure 3). Sous activation
d’un ligand, il y a dissociation de ces protéines et translocation du récepteur dans le noyau.
Néanmoins, il a été démontré que certains RN intégrés dans ce type d’action peuvent également
étre liés a leurs éléments de réponse dans le noyau, méme en ’absence de ligand comme ER, AR
et GR (Aronica et Katzenellenbogen, 1993; Patrone, Gianazza, Santagati, Agrati et Maggi, 1998;
Weigel et Zhang, 1998). Dans ce cas, ce n’est pas le ligand mais les modifications post-
traductionnelles (MPTs), détaillées a la section 1.2., qui régulent 1’activité des RN. Les RN du type
1 peuvent s’homodimériser et se lier a I’ADN sur des ¢léments de réponse palindromiques
contenant la séquence 5’- AGAACA - 3°, sauf pour les ERs qui se lient a une séquence 5’-

AGGTCA - 3’ (Claessens, 2001; Leo, 2000).

-Type 2 : les récepteurs qui suivent ce mode d’activation transcriptionnelle sont les RAR et les
LXR sont souvent retrouvés dans le noyau, indépendamment de la présence d’un ligand activateur
(Tata, 2002). Avant la liaison d’un ligand, le récepteur est 1i¢ de fagon constitutive a un complexe
de corépresseurs. Apres liaison du ligand, le complexe de corépresseurs est déplacé et remplacé
par un nouveau complexe, formé cette fois de coactivateurs et de la machinerie transcriptionnelle.
Ces récepteurs forment communément des hétérodimeres avec RXR sur des séquences consensus

répétées 5°- AGGTCA- 3’ (Mangelsdorf, 1995b).

-Type 3 : ce type de RN a un mécanisme d’action similaire au type 2 mais ils forment des
homodimeres sur leurs éléments de réponse qui sont aussi des séquences directes répétées

(Gronemeyer et Moras, 1995).

-Type 4 : ces RN ont également un mécanisme d’action similaire au type 2 mais se lient a ’ADN
sous forme monomere et reconnaissent des ¢léments de réponse dits demi-sites étendus. Ce type

inclut LRH-1 et SF-1 (Little, 2006; Weikum, 2016).
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Attribuer les RN a une catégorie unique n’est pas toujours possible car certains RN opéerent
par différents types de mécanismes d’action, comme NUR77 qui peut se lier a ’ADN en
monomere, en homodimere et en hétérodimere avec RXR, NURR1 et NOR-1 (Mukherjee et Mani,
2010; Perlmann et Jansson, 1995). Nous reviendrons sur ce RN spécifique et son activation dans
la section 1.1.4.2. Par ailleurs, bien que les récepteurs stéroidiens n’interagissent pas avec RXR, ils
peuvent étre retrouvés dans le noyau en absence de ligand tel qu’énoncé précédemment. Aussi,
certains RN ont ¢galement un mécanisme d’action atypique en modulant I’expression des geénes de
manicre combinée avec un autre facteur de transcription ou encore sans interagir avec I’ADN, par

le biais d’autres facteurs de transcriptions - comme le complexe de protéines AP-1 (Activator
Portein 1) et Fos/Jun pour ER (Kushner et al., 2000) et NF-kB pour GR revu dans (Ratman et al.,

2013) — ou par le biais du complexe du médiateur (complexe protéique qui facilite I’activité
transcriptionnelle des facteurs de transcription et des RN) (Fondell, Ge et Roeder, 1996), qui lui

interagit avec le facteur de transcription lié¢ a I’ADN revu dans (Belakavadi et Fondell, 2006)

I1 est admis que les RN orphelins pour lesquels aucun ligand n’a été¢ découvert a ce jour, ne
sont pas activés par un ligand, comme il a été décrit dans cette section. Leur activité est modulée
autrement, notamment par des MPTs ou encore par des interactions protéines-protéines et avec des
corégulateurs, comme il a été revu dans (Giguere, 1999). Ces parties seront notamment détaillées
dans les sections 1.2 et 1.3 Ceci démontre ’'importance d’étudier des différents mécanismes
d’action et de régulation des RN, et plus particulierement des RN orphelins. Une description plus
en profondeur des mécanismes d’action des RN orphelins et particulicrement des NR4As sera

présentée a la section 1.1.4.2.

1.1.4.1.2 La régulation de la transcription

A travers leurs différents mécanismes d’action, les RN vont se lier au niveau des promoteurs
(régions régulatrices de geénes cibles) et ainsi moduler la transcription de ces genes au niveau de
ces sites d’initiation de la transcription (Beato, 1991). Pour se faire, les RN recrutent les
composants de la machinerie transcriptionnelle, a savoir les facteurs généraux de la transcription,
les facteurs TFII, et ’ARN polymeérase II qui réalise la transcription de I’ADN en ARN, revu dans
(Latchman, 1993). Afin de caractériser en profondeur le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle par les RN, des études évaluant la liaison de RN sur leurs génes cibles apres

traitement de cellules par des ligands ainsi que la localisation de I’ARN polymérase II en paralléle
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ont ¢té entreprises tel qu’il a été revu dans (Kininis et Kraus, 2008). Ces travaux ont démontré que
I’ARN polymerase II pouvait interagir au niveau des promoteurs mais également des enhancers ou
silencers. Ces derniéres régions sont des régions régulatrices, souvent situées a distance des
promoteurs et impliquées dans 1’amplification ou la répression de la transcription des geénes cibles,
respectivement (Huang, Schwyter, Shirokawa et Courey, 1993). Par ailleurs, les RN peuvent
moduler le recrutement de la machinerie transcriptionnelle au niveau de ces régions en interagissant

avec des protéines de régulation de I’ARN polymérase II.

En parall¢le, les RN recrutent des coactivateurs et corépresseurs qui interagissent avec leurs
domaines AF-1 et AF-2 (Warnmark et al., 2003). Comme il a été décrit dans la section 1.1.2, le
potentiel d’activation de chacun de ces domaines d’activation dépend de la liaison des
corégulateurs, des MPTs mais également du type cellulaire et du type de promoteur (Tzukerman et
al., 1994). Certains corégulateurs des RN sont partagés avec d’autres facteurs de transcription se
liant a I’ADN, tels que des protéines modifiant les histones (protéines associées a I’ADN et formant
le nucléosome), notamment la protéine P300 qui est une Histone acetyltransferase (HAT), ou
encore des facteurs de pontage, comme le coactivateur des récepteurs stéroidiens (SRC) qui a pour
fonction de recruter les enzymes de modification des histones (McKenna, Lanz et O'Malley, 1999;
Orphanides, Lagrange et Reinberg, 1996). Ces corégulateurs peuvent interagir au niveau des
promoteurs proximaux, situés environ 250 paires de base en amont du site d’initiation de la

transcription, ou des promoteurs distaux, situés bien plus loin en amont (Aslam, 1995).

Lors de l’activation de la transcription des génes cibles médiée par les RN, des
modifications de 1’état de la chromatine et des histones sont observés au niveau des promoteurs ou
se lient les RN (Oikarinen, 1991; Tsai et Fondell, 2004). Les modifications des histones modifient
I’accessibilité a la chromatine. On distingue notamment 1’acétylation et la désacétylation par les
enzymes HAT et Histone Désacétylases (HDAC), respectivement, qui ajoutent et hydrolysent un
groupement acétyle sur un résidu lysine, revu dans (Lehrmann, Pritchard et Harel-Bellan, 2002),
ainsi que la méthylation et la déméthylation par les Histones méthyltransférases et les Histones
déméthylasses, qui ajoutent et hydrolysent un groupement méthyl sur un résidu lysine ou arginine
revu dans (Chen et Riggs, 2011), de maniére respective. Ces modifications entrainent un
recrutement plus ou moins favorable du complexe de la machinerie transcriptionnelle ou des

corégulateurs des RN, ou modifient des sites de liaison de protéines régulatrices sur les histones.
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En général, I’acétylation des histones augmente 1’accessibilité a la chromatine comme 1’acétylation
de I’histone H3 sur les résidus lysine 9 (K9) et 14 (K14) revu dans (Bannister et Kouzarides, 2011).
La méthylation des histones est plus complexe car certaines histones méthylées témoignent d’une
activation de la transcription comme sur le résidus K4 de I’histone H3 tandis que d’autres
correspondent aux marqueurs d’une répression (triméthylation de I’histone H3 en K9 par exemple),

tel qu’il a été revu dans (Bannister et Kouzarides, 2011).

1.1.4.2 Les NR4As et NUR77

1.1.4.2.1 La liaison a ’ADN
Les NR4As et NUR77 exercent principalement leur activité de facteur de transcription en

se liant a I’ADN de trois manicres différentes (Figure 4) :

1- Monomere 2- Homodimeére

TRy ATRy A Ty ATy 7 Ry ATRy A T TRy 7
*’V/ - A 4 ’/'/ 2 LA

3- Hétérodimere

O 9-cis-RA O 9-cis-RA

Figure 4 - Les 3 mécanismes d’action des membres de la famille des NR4As.

Les membres de la famille des NR4As peuvent se lier a ’ADN de 3 manieres différentes : (1)
en monomere sur les éléments de réponse de NGFIB (NBRE), (2) en homodimere sur les
éléments de réponse NurRE et (3) en hétérodimere avec le Récepteur X aux rétinoides (RXR)
pour NUR77 et NURRI sur les éléments de réponse NGFI-B et rétinoides DR-5 (Figure
inspirée de (Lévesque, 2007)).
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1- Ils peuvent se lier en monomeére a une séquence octamérique, 1’élément de réponse de NGF1-B
(NBRE, 5’~AAAGGTCA-3"). Le site NBRE contient 1’hexanucléotide AGGTCA, un demi-site
des séquences reconnues par ER, TR et RAR, additionné de deux résidus adénines qui les
précedent. La reconnaissance spécifique de ces deux adénines se fait par la partie C-terminale du

DBD des NR4As (Wilson, 1992).

2- Ils peuvent également se lier a I’ADN en homodimeére ou hétérodimeres avec un autre membre
de la famille NR4As a 1I’élément Nur-response element (NurRE, 5’-TGACCTTTXsAAAGGTCA-
3’) (Maira et al., 1999; Philips et al., 1997).

3-NUR?77 et NURRI1, mais pas NOR-1, peuvent également s’hétérodimériser avec RXR en se liant
soit a une séquence NBRE (Forman, 1995), soit a un élément de réponse des acides rétinoiques, le
Direct-Repeat 5 responsive element (DR-5, 5’-GGTTCAXsAGGTCA-3’) (Perlmann et Jansson,
1995). Cette hétérodimérisation explique pourquoi NUR77 et NURR1 peuvent étre régulés par les
réxinoides, ligands des RXR (Lévesque, 2007; Perlmann et Jansson, 1995).

Comme dans le cas d’autres RN mentionnés dans la section 1.1.4.1., les NR4As peuvent
eux aussi réguler la transcription de genes cibles en interagissant avec d’autres facteurs de
transcription. Dans certains cas, ces facteurs de transcription sont liés a I’ADN, et dans d’autres,
ne sont pas liés a I’ADN mais modifient la liaison des NR4As a ’ADN - comme décrit ci-apres.
Dans des cellules de Leydig traitées aux ROS (Reactive Oxygen Species) et ou NUR77 est
surexprimé de maniére transitoire, NUR77 interagit avec le facteur de transcription AP-1 (Lee et
al., 2009). Ceci conduit a la répression de ’activité transcriptionnelle de NUR77 et a I’inhibition
de la transcription des genes qu’il régule, dont les produits sont impliqués dans la stéroidogenése
testiculaire. A I’aide d’essais de co-immunoprécipitations et d’essais rapporteurs, des travaux ont
mis en évidence une interaction entre les différents NR4As et GR a travers leur domaine de liaison
a I’ADN (Martens, Bilodeau, Maira, Gauthier et Drouin, 2005). Ceci conduit a une répression de
’activité transcriptionnelle de ces récepteurs apres qu’ils ont été surexprimés de maniére conjointe
avec 1’¢lément de réponse en homodimere des NR4A (NurRE) dans des fibroblastes issus du rein
(CV-1). A I'aide d’essais de ChIP, la liaison de GR au niveau du promoteur du géne de la
propiomélanocortine (POMC), qui présente un ¢lément de réponse NurRE, aprés traitement aux
glucocorticoides a été mise en évidence. Comme les NR4As se lient au promoteur ce géne de

manicere endogéne en homo- et en hétérodimeres (Drouin, Maira et Philips, 1998; Murphy et
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Conneely, 1997), les auteurs suggerent qu’un mécanisme de compétition de la liaison de ces

facteurs de transcription au géne de la POMC serait impliqué (Martens et al., 2005).

1.1.4.2.2 Des domaines et des activités atypiques

Les NR4A appartiennent a la famille des RN orphelins, comme il a été décrit dans la section
1.1.3. Ceci signifie qu’a ce jour, aucun ligand endogéne qui ne puisse se lier a leur LBD n’a été
mis en évidence. Néanmoins, il est admis que ces RN sont constitutivement actifs, ¢’est-a-dire que
leur activité serait indépendante de la liaison d’un ligand (Ranhotra, 2015b; Zhao et Bruemmer,
2010Db). Par ailleurs, ces RN possedent la caractéristique unique d’étre des genes de réponse rapide,
ce qui signifie que leur expression en ARNm est induite de maniére transitoire, aigué et rapide par
une variété¢ de stimuli dans différents types cellulaires. Différents stimuli peuvent induire leur
expression: les facteurs de croissance, les hormones peptidiques, les esters de phorbol, les acides

gras, le stress ou encore les neurotransmetteurs, revu dans (Maxwell et Muscat, 2006).

Ces RN présentent également des domaines atypiques qui influencent leur mode d’action
en comparaison aux autres RN. En effet, le domaine AF-1 des NR4A est atypique car il est actif
sans nécessité de liaison des coactivateurs, comme il a ét¢ revu dans (Maxwell et Muscat, 2006).
Par ailleurs, bien que les NR4A ne présentent pas une similarité de structure élevée au niveau de
leur LBD (voir section 1.1.2.2), de grandes similitudes existent au niveau de leur conformation,
qui est également non conventionnelle pour un RN. En effet, les structures crystallines du LBD de
NUR?77 et NURRI révelent une poche de liaison du ligand fermée. Ceci est dii a la présence de
volumineuses chaines latérales d’acides aminés hydrophobes qui la rend inaccessible a la liaison
d’un ligand (Flaig, 2005; Wang, 2003). Cette caractéristique du LBD se retrouve par ailleurs chez
le récepteur DHR38, le récepteur orthologue/ancétre des NR4As chez la drosophile (Baker, 2003).

Enfin, ’activité de ces RN peut étre modulée par les modifications post-traductionnelles et
par les interactions avec d’autres protéines ou des corégulateurs se liant a leurs domaines de

transactivation, qui seront décrites plus en détails dans les sections 1.2 et 1.3, respectivement.

1.1.4.2.3 Des ligands potentiels
Si plusieurs études classent ces RN comme des récepteurs orphelins sur la base de I’absence
de ligands endogénes (Benoit, Malewicz et Perlmann, 2004), d’autres travaux soulignent un certain

nombre de molécules comme ligands potentiels — notamment pour NURR1 et NUR77 (Popichak,
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2018b; Wu et Chen, 2018). Ainsi, la prostaglandine E1 (PGEI) et son métabolite déshydraté
(PGA1), pourraient se lier a NURRI et induire son activité transcriptionnelle (Rajan S, 2020) et la
cytosporone b, le celastrol, le TMPA (Ethyl 2-[2,3,4-trimethoxy-6-(1-octanoyl)-phenyl] acetate) et
le DIM-C-pPhOCH3 (1,1-bis(3"-Indolyl)- 1-(p-methoxyphenyl)methane, 3,3"-[(4-
Methoxyphenyl)methylene]bis-1H-indole), pourraient induire D’activité transcriptionnelle de
NUR?77 (Chintharlapalli et al., 2005; Hu M, 2017; Zhan Y, 2008). Une étude récente évaluant
I’effet de 12 ligands potentiels de NURR1 et NUR77, sur I’activité transcriptionnelle de NURR1
et la liaison a son LBD, a mis en évidence que ces ligands agiraient de manie¢re indirecte sur
Iactivité de NURR1 (Munoz-Tello et al., 2020). A 1’aide de la technique de Résonance Magnétique
Nucléaire (RMN), les auteurs démontrent que seulement 3 ligands se lieraient réellement a
NURRI, a savoir I’amodiaquine, la chloroquine et la cytosporone-b. Une autre étude récente
soutient que la cytosporone-b se lierait au LBD de NUR77, entrainant la formation d’un
homodimére (Yang PB, 2020). Néanmoins, les affinités de ces molécules sont toujours faibles, ce

qui requiert une concentration élevée de ligand lors de ces études - de I’ordre du pM.

Méme si le mode d’action des NR4As et plus spécifiquement de NUR77 est toujours a
I’étude, différentes fonctions de ce RN ont été démontrées et elles seront détaillées a la section

1.1.6.

1.1.5- Les RN comme cibles thérapeutiques d’intérét

L’implication des RN dans de multiples processus biologiques et pathologiques en font des
cibles thérapeutiques trés populaires, comme le démontrent les chiffres : en 2017, 16% des drogues
commercialisés ciblaient les RN, revu dans (Santos, 2017). Par ailleurs, différents aspects de
I’activité des RN - tels que leur expression, leurs niveaux protéiques et leur localisation - peuvent
étre régulés par des petites molécules lipophiles qui peuvent étre compétitionnées par un ligand
synthétique, ce qui permet de les cibler plus facilement pour des thérapies. Les ligands peuvent
agir comme des agonistes ou des antagonistes purs, mais aussi comme des agonistes ou des
antagonistes partiels. Les agonistes partiels modifient la structure du récepteur mais engendrent un
recrutement partiel de cofacteurs, et donc des effets biologiques différents (Sladek, 2003). Ce
recrutement spécifique peut engendrer des effets spécifiques aux tissus ou aux genes, selon
I’expression des corégulateurs dans les différents tissus ou leur recrutement au niveau de

différentes séquences régulatrices de genes respectivement (Thompson, 2003). Cette capacité a
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moduler de maniére sélective les RN a été exploitée en clinique, notamment avec le développement
de modulateurs sélectifs de ER comme il a été revu dans (Patel et Bihani, 2018), AR (Narayanan,
Coss et Dalton, 2018) et PPAR (Sporn, 2001). Le Tableau 2 présente des molécules ciblant les RN

dans différentes pathologies ayant été approuvées par des agences gouvernementales ou qui sont

encore a I’étude.

Médicament RN Maladie Statut Références
(revues)
Apalutamide AR Cancer de la prostate Approuvé en 2018 (Zhao, Zhou et
(antagoniste) non métastatique (FDA, US) Gustafsson,
2019)
Pemafibrate PPARo. Hyperlipidémie Approuvé en 2017 (Cheng et al.,
(agoniste) (PMDA, Japan) 2019)
Rosiglitazone PPARy  Forme modérée de la Phase 3: échec en (Cheng et al.,
(agoniste) Maladie d’Alzheimer monothérapie dans la 2019)
cognition ou les
fonctions globales
Pioglitazone PPARYy Maladie de Phase 2: échec en (Cheng et al.,
(agoniste) Parkinson monothérapie dans la 2019)
modification de la
progression de la
maladie
Fulvestrant ER Cancer du sein (ER+, Approuvé en 2002 (Zhao et al.,
(Selective ER HER2-, métastatique ~ (FDA, US) et 2004 2019)
Degrader) avancée) (Santé Canada)
Composé C- NURRI1 Maladie de Etudes pré-cliniques (Moutinho,
DIM Parkinson Codocedo,
Puntambekar et
Landreth,
2019)

Tableau 2 — Liste non exhaustive des molécules ciblant les RN dans des maladies spécifiques
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Liste non exhaustive de molécules ciblant certains RN sélectionnés dans différentes pathologies
(métaboliques, cancers et neurodégenératives) et statut d’approbation de ces molécules. Ces

molécules ont été revues dans (Cheng et al., 2019; Moutinho et al., 2019; Zhao et al., 2019)

Une attention toute particuliére est accordée aux RN orphelins, notamment aux membres
de la famille des NR4As et a NUR77, impliqués dans de nombreux processus métaboliques et
cancéreux, pour le développement de ligands synthétiques a des fins thérapeutiques. Néanmoins,
le développement de médicaments pour ces récepteurs peine a aboutir en raison d’un manque de
caractérisation approfondie de la régulation de ces récepteurs. Les essais en sont encore au stade
pré-clinique pour cibler ce type de récepteurs, comme le récepteur NURRI cité dans le Tableau 2
(Shi, 2007). L’un des ¢léments clés pour développer des modulateurs d’un RN est d’identifier dans
un premier temps les cofacteurs qui se lient au RN d’intérét et de déterminer leur distribution
tissulaire et leur profil d’expression durant le développement afin de prédire les effets systémiques

de ces ligands.

1.1.6- Les fonctions de NUR77

1.1.6.1 Un facteur de transcription important

Comme tout RN, NUR77 est impliqué dans la régulation de différents procédés biologiques
et pathologiques a travers son role de facteur de transcription. NUR77 se lie a I’ADN dans le noyau
par I'un des trois mécanismes de reconnaissance décrits dans la section 1.1.4.2 et peut réguler
directement 1’expression de genes cibles. Ce RN est connu pour réguler des fonctions multiples
comme le métabolisme lipidique, les fonctions énergétiques et le systeme nerveux central comme

il a été revu dans (Maxwell et Muscat, 2006).

Des expériences de Chromatin immunoprecipitation (ChIP) revues dans (Das,
Ramachandran, vanWert et Singal, 2004), évaluant la liaison endogéne de NUR77 a ’ADN, ont
montré que ce RN se liait en monomeére a I’élément de réponse NBRE (décrit en section 1.2.3) du
promoteur de AR dans les cellules de granulosa de souris (Dai, 2012). L expression de AR est ainsi

stimulée et le KO de NUR77 dans ces mémes cellules entraine son atténuation, suggérant que ce
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récepteur est régulé par NUR77 dans les ovaires et que NUR77 participe au développement du
follicule de I’ovocyte. Dans le muscles squelettique, NUR77 augmente 1’expression du géne codant
pour la protéine transporteur de glucose 4 (GLUT4) et favorise 1’absorption et 1’utilisation du
glucose par le muscle squelettique (Chao, 2007b; Kanzleiter, 2010). Dans le foie, NUR77
augmente la production du glucose en induisant I’expression des geénes dont les produits sont
impliqués dans la néoglucogenése, notamment les génes codant pour la glucose-6-phosphatase, le
fructose biphosphatase 1/2 et 1’énolase 3 (Pei, 2006; Zhao et Bruemmer, 2010a). NUR77 régule
également I’expression du geéne codant pour la Serpine A3, impliquée dans les réponses
inflammatoires et interagissant avec le peptide amyloide béta, impliqué dans la maladie
d’Alzheimer (Abraham, 1989). Cette régulation opére par la liaison de NUR77 sur un élément
NBRE situé dans le promoteur de la Serpine A3 (Zhao, Liu et Zheng, 2008). Par ailleurs, des

travaux ont démontré que NURRI1 et NUR77 peuvent empécher I’activité du facteur de
transcription NF-kB (Koenis, 2018; Popichak, 2018b), médiateur cl¢ de multiples voies de

signalisation associées a I’inflammation et a la survie cellulaire (Liu, Zhang, Joo et Sun, 2017).
Cette répression s’opere dans les macrophages et la microglie, a travers la stabilisation des
corépresseurs sur les éléments de réponse de NF- kB, qui sont situés au niveau des régions
promotrices des genes dont les produits sont impliqués dans 1’inflammation (Murphy et Crean,
2015; Popichak, 2018b; Saijo, 2009). Dans les cellules T issues de souris, I’expression stable de
NUR?77 inhibe la différenciation des cellules T alors que son KO rétablit cette différenciation (Liu
et al., 2019). Les expériences de ChIP démontrent que NUR77 est recruté au niveau des sites de
liaison du facteur de transcription AP-1 et inhibe ainsi son activité d’activation de la transcription
des genes dont les produits sont impliqués dans la différenciation cellulaire. Cette étude suggere
que Nur77 serait impliqué dans le dysfonctionnement des cellules T et représente une cible
thérapeutique potentielle dans I’immunothérapie. Enfin, des expériences de ChlP-seq suivies de
ChIP-gPCR, menées dans des cellules leucémiques Kasumi-1 apres surexpression de la protéine
de fusion NUR77-GFP, révelent que NUR77 se lient au niveau des enhancers (voir la section
1.1.4.1.2) des geénes IL7R (Interleukin 7 Receptor), FLT3 (Fms Related Receptor Tyrosine Kinase
3) et BCL6 (B-Cell Lymphoma 6 Protein), dont les produits sont impliqués dans la différenciation
des lymphocytes (Duren, Boudreaux et Conneely, 2016). Des marques d’acétylation des histones
H3K27 et H3K9, indicatrices d’une augmentation de 1’accessibilité¢ a la chromatine (également

décrites dans la section 1.1.4.1.2), ont par ailleurs été observées au niveau des sites de liaison de
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NUR?77. Cette méme étude démontre que NUR77 se lie également au niveau de promoteurs des
genes dont les produits sont impliqués dans la prolifération cellulaire, a savoir les génes BCL-2 et
c-MYC, ce qui entraine leur répression (Duren et al., 2016). Dans leur ensemble, ces travaux
suggerent que NUR77 pourrait également avoir un role dans les maladies inflammatoires et la
réponse immunitaire. Par ailleurs, ils soutiennent I’implication de NUR77 comme un facteur de
prolifération et un facteur pro-apoptotique, des rdles qui seront plus détaillés dans la section

1.1.6.5.

1.1.6.2 Un récepteur nucléaire aux multiples activités non génomiques

En paralléle de ces études, des travaux portant sur I’activité non génomique de NUR77 ont
augment¢ au fil des années. Les fonctions de NUR77 sont différentes selon sa localisation (Figure

5).
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Figure 5 - Les différentes fonctions de NUR77.

Selon sa localisation et les stimuli auxquels il est soumis, NUR77 va exercer différentes
fonctions au sein de la cellule. Dans le noyau, on estime que NUR77 exerce surtout des
fonctions de facteur de transcription en régulant l’expression de genes cibles dont les produits
sont impliqués dans la régulation du métabolisme lipidique, des fonctions vasculaires,

immunitaires et neuronales. Dans la mitochondrie, il induit [’apoptose quand il interagit avec
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BCL-2, BCL-B et BFL-1, et l’autophagie apres une stimulation par IGFRI/NKIR. Dans le
réticulum endoplasmique, il induit I’apoptose par suite d’une stimulation par CD437/AHPN.
Dans le cytoplasme, il peut entrainer la mort cellulaire lorsqu’il interagit avec P53 ou la

dégradation de la béta-caténine en interagissant avec cette protéine (Figure inspirée de

Pawlak et al, 2014).

Si sa fonction principale est celle d’un facteur de transcription quand il est situé¢ dans le
noyau, NUR77 est un facteur qui déclenche la mort cellulaire quand il est exporté vers d’autres
organites cellulaires. La premiere description de I’activité non génomique de NUR77 démontre la
délocalisation de NUR77 du noyau vers la mitochondrie suite a 1’administration de stimuli
apoptotiques : apres traitement de cultures primaires de lymphocytes issues du sang périphériques
par du TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate) et un ionophore de calcium qui induisent
I’apoptose (Woronicz, 1994), NUR77 est transloqué a la mitochondrie. Les techniques de
fractionnement cellulaire ont mis en évidence une accumulation du récepteur au niveau de la partie
externe de la membrane mitochondriale. Par la suite, une étude a montré que lorsque NUR77 est
situ¢ dans la mitochondrie, son LBD interagit avec la boucle N-terminale de BCL-2 (B-cell
lymphoma 2) (Lin, 2004), un membre de la famille des BCL qui sont des protéines importantes
dans la régulation de la mort cellulaire programmée (apoptose) (Tsujimoto, 1998). Cette interaction
entraine la conversion de BCL-2 d’un facteur anti-apoptotique en un facteur pro-apoptotique et
provoque le relargage du cytochrome c, protéine qui participe activement a 1’apoptose a travers la
régulation de 1’activité des caspases (Lin, 2004). NUR77 semble également interagir avec d’autres
membres de la famille BCL-2 comme BCL-B et BFL-1 et les convertir de facteurs protecteurs de

la mort cellulaire a des facteurs initiateurs de la mort cellulaire (Luciano F, 2007).

Par ailleurs, un réle de NUR77 dans I’autophagie, processus conduisant a la dégradation
des composants cellulaires endommagés ou indésirables, est de plus en plus étayé (Figure 5). A la
suite de la stimulation des récepteurs de IGFR1 (Insulin-like Growth Factor 1) et de NKjR
(neurokinin-1) par des ligands dans les cellules HEK293, le phénomeéne de mort cellulaire
impliquant I’autophagie, avec la présence de marqueurs associés, est observé. Dans ce cas, en plus
d’une activité transcriptionnelle élevée dans le noyau, NUR77 est retrouvé dans le cytoplasme ou

il interagit avec la protéine tumorale P53, un facteur de transcription impliqué dans 1’apoptose et
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I’autophagie (Bouzas-Rodriguez, 2012). NUR77 interagit également avec P53 dans le noyau apres
surexpression dans les cellules HEK293, ce qui conduit a la diminution de 1’activité

transcriptionnelle de P53 en prévenant son acétylation (Zhao, 2006).

NURT77 peut aussi se rendre a la membrane externe du réticulum endoplasmique (Figure
5). Une étude montre que des traitements par le CD437/AHPN ((6-/3-(1-adamantyl)-4-
hydroxyphenyl]-2-naphthalene carboxylic acid) dans les cellules SK-N-SH issues d’un
neuroblastome et les cellules EC109 et EC9706 provenant de carcinomes ¢épidermoides
cesophagiens humains, entrainent la translocation de NUR77 du noyau au réticulum endoplasmique
et a la mitochondrie, ce qui conduit a une diminution de calcium au niveau du réticulum, engendrant

un stress et par conséquent 1’apoptose (Liang, 2007).

Enfin, une boucle de régulation existe entre NUR77 et la béta-caténine, protéine dont
I’activation aberrante contribue a la survie, a la prolifération et a la migration cellulaire, et qui est
associée a différents cancers (Valenta, 2012) (Figure 5). Des études ont mis en évidence que cette
protéine stimule la transcription de NUR77 (Wu, 2011) et que NUR77 contribue a la dégradation
de la béta-caténine par le protéasome dans les cellules du cancer du colon in vitro et in vivo (Sun,

2012a).

1.1.6.3 Une redondance fonctionnelle entre les NR4As

En plus d’opérer par des mécanismes similaires décrits dans la section 1.1.4.2, les NR4As
semblent également exercer une redondance fonctionnelle et une compensation en cas de 1’absence
de I’un des récepteurs. Dans des lymphocytes T des souris Nur77 Knockout (KO), Nur77 n’est pas
exprimé et ne peut donc pas assurer le déclenchement de la mort cellulaire, qui est alors enclenchée
par NOR-1 (Lee, 1995). Par ailleurs, les souris KO a la fois pour Nur77 et NOR-1 succombent de
leucémie my¢loide aigu€ peu de temps apres la naissance, suggérant de nouveau une redondance
dans les fonctions exercées par NUR77 et NOR-1 (Shannon, 2007). NUR77 possede également un
role essentiel dans les fonctions de développement et de stéroidogenese, en activant notamment la
transcription du gene codant pour la protéine StAR (Steroidogenic Acute Regulatory), qui est une
actrice essentielle de la biosynthese des stéroides (Stocco, 2001), suite a la stimulation par I’AMPc
dans les cellules de Leydig (Martin, Boucher, Brousseau et Tremblay, 2008). Des travaux ultérieurs
ont par la suite démontré que ’activation de la transcription du géne codant pour la protéine StAR

se faisait de maniére additive par NUR77 et la protéine c-Jun, une protéine qui fait partie du
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complexe du facteur de transcription AP-1 (Martin et Tremblay, 2009). Malgré ces preuves du role
essentiel de NUR77 dans le développement et la stéroidogenese, les souris KO Nur77 posseédent
toutefois un phénotype reproducteur normal. Cette observation inattendue est attribuée a une
compensation assurée par NURR1, qui semble avoir une activité redondante avec celle de NUR77

dans ces fonctions (Crawford, 1995).

Méme si des études ont décrits des fonctions similaires entre les NR4As, il semble que leur
liaison aux régions de régulations des genes cibles puissent étre distinctes. En effet, il a été
démontré que le DBD de NUR77 et NOR-1, mais pas de NURRI, était nécessaire pour assurer la
répression des geénes cibles du proto-oncogéne MYC dans des cellules leucémiques Kasumi-1
(Boudreaux, Ramirez-Herrick, Duren et Conneely, 2012). Une délétion de ces domaines apres
surexpression stable de NUR77 et NOR-1 dans ces cellules entrainent une augmentation de
I’activité de ces genes. De plus, si la régulation des geénes cibles de NF-kB, dont les produits sont
impliqués dans I’inflammation, se fait similairement dans les cellules de monocyte THP-1 par les
NR4As (augmentation ou diminution dépendamment des stimuli auxquels ils sont soumis), leur
mécanisme d’action semble étre différent. La surexpression de NURR1 WT et de NURR1 mutant
- avec un DBD muté qui ne peut plus reconnaitre 1’é¢lément de réponse en monomere NBRE -
entraine le méme effet sur les genes MIP-3a (Macrophage Inflammatory Protein 3 Alpha) et 1L-6
(Interleukine 6), a savoir une activation et une répression de maniére respective (McEvoy et al.,
2017). Ceci est distinct de la méme démonstration expérimentale des auteurs soulignant la nécessité

des DBD de NUR77 et NOR-1 pour moduler I’expression de ces génes.

En outre, I’activité de NUR77 est connue pour étre régulée a travers ses modifications post-
traductionnelles (MPTs) et son interaction avec d’autres protéines revue dans (Kurakula, 2014).

Ces régulations seront détaillées dans les sections 1.2 et 1.3.

1.1.6.4 Implication de NUR77 dans la régulation de la neurotransmission dopaminergique

1.1.6.4.1 La maladie de Parkinson
La maladie de Parkinson (MP) est une pathologie neurodégénérative caractérisée par la
perte de neurones dopaminergiques dans le striatum, situé dans la région sous-corticale

(Emamzadeh et Surguchov, 2018). Les symptomes moteurs associés a la MP sont des tremblements
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au repos, de la rigidité dans les mouvements et un ralentissement de ces derniers chez le patient.
Parmi les patients affectés par la maladie, 5% d’entre eux sont associés a une forme
familiale/génétique de la pathologie. Les causes de la MP restent inconnues a 1’heure actuelle et
les traitements utilisés servent principalement a alléger les symptomes moteurs des patients, sans
arréter le processus de perte de neurones dopaminergiques (Armstrong et Okun, 2020). Différents
facteurs seraient a I’origine de la survenue de la maladie tels que le stress oxydatif et la cytotoxicité
des especes réactives de I’hydrogéne (les ROS), la neuro-inflammation ou encore le
dysfonctionnement de la mitochondrie. Différentes données récoltées a partir de cerveaux post-
mortem de patients, dans des modéles animaux ou des cultures in vitro, indiquent que le phénomene
de mort cellulaire par le processus d’apoptose survient dans la MP (Lev, Melamed et Offen, 2003).
Pour développer de nouvelles thérapies plus efficaces, il est donc souhaitable d’identifier des cibles
thérapeutiques impliquées dans la régulation de la mort cellulaire, comme les membres de la

famille des NR4As (Herring, Elison et Tessem, 2019; Perlmann et Wallen-Mackenzie, 2004).

1.1.6.4.2 NUR77 et la régulation de la survie des neurones dopaminergiques

NUR?77 est impliqué dans la régulation du systéeme dopaminergique et semble avoir un rdle
dans la maladie de Parkinson. Une corrélation entre la modulation de la neurotransmission
dopaminergique réalisée de maniere pharmacologique et I’expression de Nur77 dans ses structures
cibles a ¢été démontrée (Lévesque, 2007). De surcroit, une augmentation et une diminution
respectives de ’expression et de 1’activité de la tyrosine hydroxylase et de la catéchol-O-
méthyltransférase, enzymes impliquées respectivement dans la synthese et dans la dégradation de
la dopamine, ont été observées chez des souris Nur77 KO (Gilbert et al., 2006). Ces animaux sont
plus sensibles a des agonistes du récepteur D2 de la dopamine. De plus, le traitement a la 6-
hydroxydopamine (6-OHDA), une neurotoxine qui induit la mort sélective des neurones
dopaminergiques, s’est révélé moins efficace chez des rats Nur77 KO (Rouillard, 2018). Pour
compléter, des souris Nur77 KO qui ont été traitées a la 6-OHDA de maniére unilatérale, ont subi
une administration répétée du précurseur de la dopamine, la /évodopa. Ce médicament est utilisé
pour traiter les patients atteints de la maladie de Parkinson et entraine au fil du temps des
mouvements involontaires anormaux (dyskinésie). Suite aux traitements chroniques avec la
lévodopa, ces souris Nur77 KO ont présenté une réponse rotatoire exacerbée (St-Hilaire, 2006).

Toutes ces observations renforcent 1’implication de NUR77 dans la régulation de la
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neurotransmission dopaminergique et appuient un roéle de NUR77 dans la perte des neurones

dopaminergiques dans des modeles de la maladie de Parkinson (Rouillard, 2018).

1.1.6.5. Implication de NUR77 dans le cancer

NUR?77 peut agir a la fois comme un facteur pro-oncogénique ou suppresseur de tumeur.
Cette dualité s’explique par la variabilité des lignées cancéreuses et des conditions utilisées dans

les études menées.

1.1.6.5.1 Un facteur de prolifération

Jusqu’a récemment, on pensait que la surexpression de NUR77 était liée a une prolifération
de cellules cancéreuses et que son knockdown (KD) diminuait la croissance tumorale. Ce RN est
en effet surexprimé dans de nombreux cancers comme dans le cancer du colon (Wilson, 2003), le
cancer du sein (Alexopoulou, 2010), le cancer de la prostate (Mu, 2003), le cancer du foie (Zhao
BX, 2011), le cancer des poumons (Kolluri SK, 2003) et dans le cancer du pancréas (Lee et al.,
2010). Dans ces lignées cancéreuses, NUR77 semble participer a ’augmentation de la prolifération
et de la survie des cellules cancéreuses en surrégulant I’expression de différents génes cibles dont
les produits sont impliqués dans la progression du cycle cellulaire, I’inhibition de 1’apoptose et la
régulation des ROS — a savoir les génes codant pour la cycline D2, E2F1, survivine et TXNDC5
(thioredoxin domain—containing 5) de manicre respective (Beard, Tenga et Chen, 2015). En
contrepartie, les études portant sur la perte d’expression de NUR77 relévent une augmentation de
I’apoptose dans les lignées cellulaires cancéreuses de peau, du colon, du pancréas, dans les
mélanomes et lymphomes, avec dans certains cas une diminution de la croissance cellulaire (Safe,
Jin, Hedrick, Reeder et Lee, 2014; Shannon, 2007; Wilson, 2003; Yu, 2007). Néanmoins, toutes
ces ¢études de KD de NUR77 ont été réalisées sur des cellules non stimulées (par exemple par des
inducteurs de NUR77 décrits dans la section 1.1.4.2.3) et évaluent donc le role de NUR77 dans des
conditions basales. Comme il a été décrit a la section 1.1.6.1, NUR77 agit également comme un
facteur de prolifération en régulant directement 1’expression de geénes cibles dont les produits sont

impliqués dans la prolifération cellulaire.
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1.1.6.5.2 Un facteur pro-apoptotique

A P’inverse, d’autres études ont montré que NUR77 exerce un rdle dans I’apoptose a travers
la régulation de I’expression de geénes cibles dont les produits sont impliqués dans 1’apoptose —
comme le ligand de Fas (FasL ou Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily Member 6) ou la
cytokine TRAIL (Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand) (Kim, Ono, Tobias
et Han, 2003; Rajpal A, 2003) — ou a travers des mécanismes non génomiques. Ces derniers
comprennent 1’export nucléaire du complexe NUR77-RXRa, I’interaction de NUR77 avec BCL-2
au niveau de la mitochondrie ou encore I’implication de NUR77 dans la voie de la béta caténine.
Comme discuté précédemment (Section 1.1.6.2), toutes ces voies conduisent a la mort de la cellule
(Hedrick, 2016; Lin, 2004; Sun, 2012a). Comme il a été décrit a la section 1.1.6.1, NUR77 agit
également comme un facteur pro-apoptotique en régulant également direction 1’expression de

genes cibles dont les produits sont impliqués dans la prolifération cellulaire.

1.1.6.5.3 Une cible thérapeutique intéressante

En raison de cette dualité d’action de NUR77 dans la prolifération et la mort cellulaire, ce
RN est devenu une cible thérapeutique d’intérét en oncologie, le but étant de limiter ses fonctions
oncogéniques tout en maintenant son programme de mort cellulaire. Ce paradigme repose sur
I’hypotheése que les tissus non-tumoraux exprimeraient NUR77 a des niveaux trés faibles et
répondraient donc peu aux agents ciblant I’apoptose induite par NUR77 (Lee, 2011). L’ implication
de NUR77 dans certains types de cancer, notamment dans le cancer du sein, reste donc a éclaircir

a ce jour.

1.1.6.6 Implication de NUR77 dans le cancer du sein

1.1.6.6.1. Le cancer du sein

Le cancer du sein résulte de la multiplication anormale des cellules épithéliales qui forment
les canaux et les alvéoles dans la glande mammaire (Sims, Howell, Howell et Clarke, 2007). Ce
cancer représente actuellement la premicre cause de déces par cancer chez la femme dans le monde,
et la deuxieme au Canada (Brenner, 2020). Cette maladie peut également affecter les hommes,
mais le pourcentage reste inférieur a 1 % (Bray F, 2018). Selon 1’expression différentielle des

marqueurs moléculaires, le cancer du sein est classifié en trois différents sous-types qui permettent
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de dégager des informations essentielles sur le comportement de la tumeur, les traitements a

administrer et I’évolution de la maladie chez la patiente (Freedman, Petitti et Robins, 2004) :

-le sous-type qui contient le récepteur des cestrogenes (ER+), avec ou sans le récepteur de la
progestérone (PR) (Sims et al., 2007). Ce sous-type est le plus répandu chez les femmes et regroupe
pres de 70 % des cas de cancer du sein. Dans ce cas, la prolifération cellulaire et la croissance
tumorale dépendent de la fixation des cestrogénes au récepteur des cestrogénes (ER). Des
traitements hormonaux visant a prévenir la synthése d’hormones ou a bloquer la liaison des
cestrogénes a ER permettent de lutter contre le développement de la tumeur (Awan et Esfahani,
2018). Malgré ’efficacité des traitements endocriniens, 30 % des femmes ne répondent pas aux
traitements et de 30 a 50 % des patientes peuvent rechuter (Roop, 2012; Szostakowska, Trebinska-
Stryjewska, Grzybowska et Fabisiewicz, 2019). En effet, des mutations du LBD de ERa entrainant
une perte de I’expression du récepteur ou encore une activation constitutive de ER, sans nécessité
d’cestrogenes, ont été observées chez certaines patients, revu dans (Ring et Dowsett, 2004). Par
ailleurs, une modification de D’expression des corégulateurs, entrainant les effets décrits
précédemment sur le récepteur peuvent survenir. Dans leur ensemble, ces modifications entrainent
une perte d’efficacité des anticestrogeénes. Une chimiothérapie était généralement administrée aux
patientes mais le développement de biomarqueurs de risque pour ce sous-type de tumeurs a permis

d’¢liminer la chimiothérapie pour les tumeurs avec bon pronostic (Cao et Lu, 2016).

-le sous-type identifi¢ par I’amplification du gene codant pour le récepteur HER2 (Human
Epidermal Growth factor Receptor 2) (Mitri Z, 2012). Les patientes atteintes ce sous-type
cancéreux peuvent €tre traitées par un anticorps dirigé spécifiquement contre le récepteur HER2

(le trastuzumab), généralement en combinaison avec la chimiothérapie.

-le cancer du sein triple négatif ou aucun de ces trois marqueurs n’est présent (Sharma, 2016).
Aucun traitement spécifique n’existe contre ce sous-type et les patientes sont généralement traitées
uniquement par chimiothérapie comme traitement adjuvant systémique. Les chances de survie des
patientes atteintes par ce sous-type sont faibles et un grand nombre de patientes récidivent

(Steward, Conant, Gao et Margenthaler, 2014).

Malgré des avancées considérables, des défis thérapeutiques sont donc a relever pour lutter
contre le cancer du sein. De nombreuses études suggerent que d’autres acteurs clés que les

oncogenes cités précédemment pourraient avoir une influence sur le développement de la tumeur
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et la résistance aux traitements (Chen, 2019; Fan, Chang et Fu, 2015; Paplomata et O'Regan, 2014),

poussant les chercheurs a investiguer de nouvelles cibles thérapeutiques contre cette maladie.

1.1.6.6.2. NUR77 et le cancer du sein
Comme dans les autres types de cancers, NUR77 est a la fois décrit comme un facteur pro-

oncogénique et un facteur suppresseur de tumeur dans le cancer du sein.

Une premicere €¢tude décrit NUR77 comme un facteur anti-migratoire dans le cancer du sein.
Son expression ectopique dans différentes lignées mammaires saines ER+ (MCF-10A et 226L) et
cancéreuses ER+ (PMC42 et ZR-75-1) montre une diminution de la migration cellulaire et affecte
I’expression des récepteurs d'adhésion cellulaire, les intégrines (Alexopoulou, 2010). Une étude
récente démontre que le KO de Nur77 dans deux modeles de souris de tumorigénése mammaire
stimule le développement des tumeurs, processus inversé par la réexpression spécifique de Nur77
dans ces tissus (Yang PB, 2020). Des travaux révelent également une diminution de I’expression
en ARNm et les niveaux en protéine de NUR77 dans les tissus humains de patientes atteintes d’un
cancer du sein triple-négatif comparés aux tissus sains (Wu H, 2017). Dans cette méme étude,
I’expression ectopique de NUR77 dans les lignées cellulaires MDA-MB-231 - ou il est trés peu
exprimé - entraine une inhibition de la prolifération, de la viabilité et de I’invasion cellulaire. Ces

études suggerent un rdle protecteur de NUR77 dans le cancer du sein.

Cependant, I’expression en ARNm de NUR77 est augmentée dans les tumeurs mammaires
de patientes - tous sous-types confondus — en comparaison aux tissus sains (Muscat GE, 2013). De
plus, le KD de NUR?77 dans différentes lignées cellulaires qui représentent les différents sous-types
du cancer du sein, diminue la prolifération et induit I’apoptose de ces cellules (Hedrick, 2015). Le
KD de NUR77 semble également engendrer une diminution de la migration cellulaire et une
inhibition de I’expression du facteur de croissance transformant béta (TGF-B) dans la lignée
cellulaire du cancer du sein triple négative MDA-MB-231 (Hedrick, 2016). Ces études soulignent

a ’inverse un rdle pro-oncogénique de NUR77 dans le cancer du sein.

Des interférences fonctionnelles semblent également exister entre la signalisation de
NUR77 et de ER. Une ¢étude suggere que NUR77 est dégradé dans les lignées cellulaires du cancer
du sein résistantes au tamoxiféne, un modulateur sélectif de ER utilisé en premiére ligne de
traitement dans les cancers du sein hormonodépendants (Qi, 2017). NUR77 ne peut donc plus

entrainer la conversion de BCL-2 en facteur pro-apoptotique et déclencher 1’apoptose. Cette
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modification des niveaux protéiques de NUR77 résulterait d’une modulation de la protéine kinase
Akt, essentielle dans la voie de signalisation PI3K/Akt et importante dans le développement d’une
résistance aux traitements hormonaux contre le cancer du sein (Bai, 2015) Cette kinase ne peut
ainsi plus phosphoryler NUR77, ce qui activerait I’apoptose (Hou, 2018). Cette étude sera
davantage discutée dans la section 1.2.2.2 qui décrit la phosphorylation de NUR77.

Comme suggéré dans les études citées précédemment, le role de NUR77 dans le cancer du
sein reste donc a éclaircir, a savoir si son role dépend du sous-type de cancer du sein, du contexte
cellulaire ou encore de mécanismes de signalisation intracellulaire. Par exemple, il est logique de
s’interroger si les différences d’implication de NUR77 dans la migration cellulaire résultent de la
différence de modéle utilisé, a savoir les cellules ZR-75 (qui sont des cellules ER+) ou il est mis
en évidence comme un facteur anti-migratoire (Alexopoulou, 2010), et des cellules MDA-MB-231
(qui sont des cellules triples négatives) ou il est mis en évidence comme un facteur pro-migratoire
(Hedrick, 2016). Par ailleurs, son activité de facteur de transcription et sa localisation, définie par
le contexte cellulaire et/ou les agents auxquels le modele d’étude utilisé est soumis pourrait avoir
une influence (voir Figure 5). Afin de documenter son implication dans les processus cellulaires
et pathologiques décrits dans cette section, il est nécessaire de mieux comprendre les processus

permettant de réguler son activité.

1.2 Les modifications post-traductionnelles des récepteurs nucléaires

Cette deuxieme sous-partie introduit ’un des régulateurs de 1’activité des RN en général et de
NURT77 en particulier, a savoir les modifications post-traductionnelles (MPTs). L’effet de la
phosphorylation y est plus spécifiquement décrit. L ’accent est ensuite mis sur la SUMOylation, qui
a constitué un élément d’étude-clé de cette these pour la compréhension de I’activité de NUR77 et
a initialement été étudiée chez un homologue de NUR77 (NURRI1). Cette revue de la littérature
révele un réel fossé a combler en termes de connaissances et d’outils moléculaires adaptés pour

évaluer cette MPT chez NUR77.
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1.2.1- Généralités sur les modifications post-traductionnelles

Les MPTs sont des processus fondamentaux qui régulent les RN (Anbalagan, 2012). Elles
incluent notamment la phosphorylation, [’acétylation, la méthylation, 1’ubiquitination, la
neddylation et la SUMOylation. Les MPTs peuvent étre divisées en deux catégories de
modifications réversibles : des additions ou soustractions d’un groupement chimique fonctionnel
sur des résidus d’acides aminés spécifiques au niveau des protéines cibles telles que la
phosphorylation, 1’acétylation ou la méthylation, et des additions ou soustractions d’autres
protéines ou polypeptides sur des protéines cibles comme [’ubiquitination, la neddylation ou la

SUMOylation (Hunter, 2007; Rochette-Egly, 2003b).

Ces modifications sur les RN régulent leur activité transcriptionnelle, leur interaction avec
des protéines et des cofacteurs, leur localisation au sein de la cellule ou encore leur stabilité
protéique. Elles résultent de 1’action de voies de signalisation diverses qui influencent ainsi la
plupart des processus cellulaires contrélés par ces RN. Cependant, les répercussions
physiologiques sont hautement dépendantes de la localisation de ces MPTs sur la protéine cible et
des interactions protéine-protéine affectées (Anbalagan, 2012; Lalevée, 2010). La phosphorylation
et la SUMOylation, MPTs sur lesquelles ces travaux de ce doctorat ont porté, sont décrites dans les

sections 1.2.2 et 1.2.3.

1.2.2- La phosphorylation

1.2.2.1 Généralités sur la phosphorylation

La phosphorylation est un mécanisme réversible qui consiste en I’addition d’un groupement
phosphate sur une molécule cible (Sarre, 1989). Elle est catalysée par des enzymes appelées kinases
qui permettent 1’ajout du groupement phosphate par liaison covalente. Ce phosphate, provenant de
I’adénosine triphosphate (ATP), est greffé sur les protéines cibles au niveau des groupes alcool
présents dans trois acides aminés, a savoir la sérine, la thréonine et la tyrosine (Johnson, 2009). Ce
phénomene est réversible par le mécanisme de déphosphorylation, qui consiste en 1’élimination de
ce groupement phosphate par des phosphatases. La phosphorylation se fait de manicre rapide et
souvent transitoire (Zhang, Li, Wang, Liu et Wang, 2006). Elle peut affecter les interactions

protéiques si elle est localisée au niveau de surfaces d’interaction ou indirectement par modulation
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de la conformation d’un domaine protéique. Ces changements de conformation peuvent ainsi
entrainer une augmentation ou une diminution des niveaux de la protéine, de sa stabilité ou de son

interaction avec d’autres protéines (Lalevée, 2010; Rochette-Egly, 2003b).

La phosphorylation régule la plupart des processus cellulaires et fait partie intégrante de la
signalisation cellulaire. On estime que 30% des protéines cellulaires sont phosphorylées a un
moment donné - ce que 1’on appelle le phosphoprotéome — et que plus de 100 000 sites potentiels

de phosphorylation existent dans le protéome humain (Smith, 2008).

1.2.2.2 La phosphorylation de NUR77

De nombreuses kinases ciblant NUR77 sur différents domaines affectent son activité. En
effet, la phosphorylation peut inhiber la dégradation de NUR77 par le protéasome. La protéine Pinl
(peptidyl-prolyl isomerase), qui reconnait les sérine ou thréonine phosphorylées et isomérise les
résidus proline qui leur sont adjacents (motif pSer/pThr-Pro) (Zhou, Lu, Wulf et Lu, 1999),
interagit avec NUR77. Cette interaction a lieu notamment sur le résidu sérine 95 de NUR77 situé
dans le domaine AF-1, quand elle est phosphorylée par la kinase INK1, et aboutit en I’isomérisation
de la proline 96. Cette isomérisation, subséquente a la phosphorylation, conduit a une augmentation
de la stabilité et de I’activité transcriptionnelle de NUR77 apres sa surexpression dans les cellules
HEK293T (Chen, 2012; Liu, 2007). De plus, la phosphorylation de NUR77 par la sérine/thréonine
kinase DNA-PK peut promouvoir a la fois la transactivation de la protéine tumorale P53 et le rdle
de NUR77 dans la réparation des cassures de I’ADN double brin. Cette kinase, exprimée dans le
noyau, peut phosphoryler NUR77 sur deux sites et conduire ainsi a deux effets distincts. Si la kinase
DNA-PK phosphoryle NUR77 dans les cellules HepG2 sur le résidu Ser164 situé dans le DBD de
Nur77, on observe une interaction entre DNA-PK et P53, ce qui méne a la phosphorylation de P53
et 2 une augmentation de son activité transcriptionnelle (Zhao, 2011). Cependant, en réponse a un
dommage a I’ADN, la phosphorylation de NUR77 par DNA-PK a lieu sur le résidu Ser337
(Malewicz, 2011), également situé dans le DBD de Nur77. Une modification de la chromatine
entourant le lieu de réparation de la cassure double brin opére alors, ce qui entraine une liaison plus
forte de NUR77 a I’endroit de la cassure. La présence de NUR77 a cet endroit permettrait un
recrutement supplémentaire des facteurs de réparation de I’ADN. Enfin, la phosphorylation peut
également modifier la localisation de NUR77 dans la cellule par le biais de la voie PI3K-Akt (Han,

2006; Pekarsky, 2001), I’'une des médiatrices principales du trafic intracellulaire responsable des

31



signaux de prolifération et d’apoptose. Une modification de la voie PI3K-Akt engendre la
phosphorylation de NUR77 sur la Ser351 (située dans le DBD de Nur77) par Akt, qui empéche
NUR77 d’étre transloqué au noyau et de se lier aI’ADN - entrainant par conséquent une diminution
de son activité transcriptionnelle entre 50 et 85% dans les cellules HEK293. Par ailleurs, la
surexpression de la phosphatase Mitogen-Activated Protein Kinase 1 (MAPK1) dans des cellules
de Leydig induit une régulation négative entre les niveaux d’ARNm de Nur77 et ’activation de

ERK1/2 (Mori Sequeiros Garcia, Gorostizaga, Brion, Gonzalez-Calvar et Paz, 2015).

Le Tableau 3 présente le résumé des travaux décrits dans cette section avec les résidus
d’acides aminés de NUR77 ciblés et les effets observés dans la cellule. Plusieurs autres sites de
phosphorylation ont également été identifiés sur la protéine NUR77 et ont été détaillés dans une

revue publiée en 2014 (Kurakula et al., 2014).
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-Diminution de son activité

transcriptionnelle

Kinase Résidu Domaine Effet Cellules  Références
d’acide de
aminé NUR77

JNK1 S95 AF-1 -Augmentation de P’activité | HEK293T | (Chen, 2012;
transcriptionnelle Liu, 2007)
-Augmentation  de sa
stabilité

DNA-PK S164 DBD -Augmentation de la| HepG2 | (Zhao,2011)
transactivation de P53
-Augmentation de  sa
phosphorylation
DNA-PK S337 DBD -Augmentation de la liaison | U208 (Malewicz,

de NUR77 a la cassure 2011)
d’ADN
-Augmentation du
recrutement de facteurs de
réparation au niveau de la
cassure

PI3K- S351 DBD -Pas de translocation de A549, (Han, 2006;

Akt NUR77 du cytoplasme vers | LNCaP Pekarsky,

le noyau 2001)

Tableau 3 — Liste non exhaustive des kinases phosphorylant NUR77 et les effets de cette

phosphorylation dans la cellule

Cette table recense les kinases phosphorylant NUR77 identifiées a la suite de cette revue de la

littérature, le domaine de phosphorylation de NUR77, [’effet sur la cellule ainsi que les modeéles

cellulaires utilisés pour la démonstration.
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Une figure schématique des sites de phosphorylation et des principales kinases modulant

I’activité de NUR77 est présentée dans la Figure 7, avec les sites de SUMOylation de NUR77.

1.2.3- La SUMUOQylation

1.2.3.1 Généralités sur la SUMOvlation

La SUMOylation consiste en la liaison covalente d’une ou de plusieurs protéine(s) SUMO
(pour Small Ubiquitin-like Modifier) sur une lysine acceptrice d’une protéine cible. A ce jour,
quatre SUMO ont été caractérisées chez ’homme, a savoir les SUMOI, 2, 3 et 4 (Geiss-
Friedlander, 2007). Récemment, un nouvel isoforme de la SUMO (SUMOS), présent chez les
primates a été décrit mais sa caractérisation est limitée (Liang et al., 2016). Les séquences de
SUMO?2 et 3 sont identiques a 96%, reflétant la similitude entre ces deux protéines, ce qui ne
permet pas de les distinguer par des anticorps, d’ou leur appellation SUMO2/3 (Ayaydin, 2004).
SUMOI1 semble étre 1’isoforme le plus actif dans des conditions basales, tandis que les SUMO2/3
seraient d’avantage conjuguées aux protéines dans des conditions de stress comme une
augmentation de la température (Saitoh, 2000). La distribution des SUMO1, SUMO2 et SUMO3
est ubiquitaire alors que la SUMO4 n’est présente que dans des tissus bien spécifiques comme les
ganglions lymphatiques, la rate et le rein (Bohren, Nadkarni, Song, Gabbay et Owerbach, 2004;
Dohmen, 2004; Guo, 2004).

La SUMOylation est tres proche biochimiquement d’une autre MPT, I’ubiquitination. Elle
implique notamment une cascade similaire d’enzymes (Figure 6) (Wilson et Heaton, 2008). La
SUMOylation semble réguler plusieurs propriétés biochimiques de la protéine a laquelle elle
s’ajoute - comme le trafic intracellulaire, I’activité transcriptionnelle ainsi que ’interaction ADN-

protéine et protéine-protéine (Zhao, 2007).

Le cycle de SUMOylation met en jeu cinq étapes enzymatiques :
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Figure 6 - Les 5 étapes enzymatiques du cycle de la SUMOylation.

Le cycle de la SUMOylation comprend 5 étapes enzymatiques. La premiere consiste en la
maturation de la protéine SUMO par des enzymes de clivage appelées SENPS (Sentrin-Specific
Proteases), ce qui révele son motif di-glycine GG. La deuxieme étape, ATP-dépendante, active la
protéine SUMO et permet son transfert a l’enzyme E1 activatrice (constituée de l’assemblage des
sous-unités SAE1 et SAE2). La troisieme étape permet de lier la SUMO sur [’enzyme Ubc9 qui peut
alors la conjuguer a une lysine acceptrice de sa protéine cible. La quatrieme étape peut faire
intervenir des enzymes ligases, comme les PIAS (Protein Inhibitors of Activated STAT) et RanBP2
(Ran Binding Protein 2), qui assurent la spécificité de la liaison. La cinquieme étape permet de

déconjuguer la SUMO a [’aide des mémes enzymes de clivage SENPs (Partie 3 de ['annexe - Revue

de littérature soumise a Journal of Molecular Biology., inspirée de Hay et al, 2005)

1) La premicre étape est celle de la maturation et permet de préparer la SUMO immature a la
réaction en la clivant dans sa partie C-terminale. Ce clivage protéolytique est réalisé par des SUMO

1sopeptidases spécifiques, les SENPs (Sentrin-Specific Proteases), qui enlévent les 4 derniers
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acides aminés de la SUMO et révelent son motif du dipeptide de glycines (GG) (Desterro,
Rodriguez, Kemp et Hay, 1999).

2) La deuxieme étape, nommée activation, permet le transfert de la SUMO a I’enzyme El
activatrice - constituée de 1’assemblage des sous-unités SAE1 et SAE2 (SUMO-activating enzyme
subunit 1 and 2) chez les mammiféres. Ce transfert est dépendant de I’ATP et consiste en la
formation d’un lien thioester entre le motif GG de la SUMO et la cystéine de E1 (Wilson et Heaton,
2008).

3) La troisiéme étape est 1’étape de conjugaison. La SUMO est cette fois transférée au site
catalytique de I’enzyme de conjugaison E2 située au niveau de la cystéine 93. A ce jour, la seule

E2 caractérisée est la protéine Ubc9 (Bernier-Villamor, 2002).

4) La quatrieme étape est appelée ligation. Contrairement a 1’ubiquitination, qui nécessite
obligatoirement l'intervention d'enzymes de type E3 ligases, I’enzyme E2 suffit a transférer la
SUMO sur le résidu lysine de son substrat protéique cible dans certains cas (Bernier-Villamor,
2002). Dans d’autres cas, elle fait intervenir des E3 ligases, récemment caractérisées, telles que les
PIAS (Protein Inhibitors of Activated STAT) ou RanBP2 (Ran Binding Protein 2) (Rytinki et al.,
2012; Tatham et al., 2005). Ces enzymes permettent d’assurer 1’efficacité de la réaction et la
spécificité du substrat (Gareau, 2010). La SUMO est en général conjuguée au site consensus
yKXD/E (y pour un acide aminé hydrophobe, K pour la lysine cible, X un acide aminé quelconque
et D/E pour un acide aspartique/glutamique) mais d’autres sites ont été mis en évidence. En effet,
les sites SIM (SUMO interacting motif), permettant une interaction non covalente entre des
protéines cibles et les SUMO, ont été décrits comme importants dans la régulation de la fonction
des protéines et de processus biologiques, comme il a été revu dans (Cong, Pakala, Ohshiro, Li et
Kumar, 2011). Initialement décrit comme des sites présentant la séquence consensus Val/lle-X-
Val/lle-Val/lle (V/I-X-V/I-V/I), il est désormais envisagé que d’autres séquences hydrophobes
puissent également étre des SIM (Kerscher, 2007). Par ailleurs, les PDSM (Phosphorylation
Dependent SUMOylation Motif) ont également été décrits comme des sites de régulation importants
pour une protéine (Hay, 2005; Hietakangas, 2006). Ces sites correspondent a une séquence SUMO

consensus flanquée d’une proline ou d’une sérine pouvant étre ciblée par la phosphorylation.

5) La cinquiéme et derniére étape du cycle est I’étape de déconjugaison. Comme la SUMOylation

est un mécanisme dynamique et réversible, les protéines SUMOylées peuvent étre déconjuguées
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rapidement de leur SUMO par les SENPs (Sentrin-specific protease) (Hickey, 2012). A ce jour,
six SENPS ont été répertoriées chez les mammiféres et les humains, chacune ayant une spécificité
de clivage pour un ou plusieurs isoformes des protéines SUMO (Kunz, 2018). Les SENPs sont
majoritairement localisées dans le noyau mais d’autres SUMO protéases, localisées dans le
cytoplasme, ont récemment été identifiées, telles que les enzymes DESII et 2 (Desumoylating

isopeptidase 1 et 2) (Shin, 2012).

La SUMOylation est une MPT de haute importance chez les RN. Elle régule notamment le
motif du controle de synergie de 1’activité transcriptionnelle de GR ainsi que son turn over (Le
Drean, 2002). Par ailleurs, la SUMOylation sur ERa survient en présence de 1’anti-cestrogene total
fulvestrant (Hilmi, 2012), et sa répression par SENP1 permet au récepteur de se lier plus longtemps
a ’ADN et d’augmenter 1’expression de genes cibles dans les cellules MCF-7 (Traboulsi, 2019).
De plus, des essais de co-immunoprécipitations menés dans des cellules HEK293 aprés
surexpression de ERR et de la SUMO2 ont montré que le récepteur orphelin ERR est SUMOylé
par cette SUMO au niveau d’un site PDSM décrit précédemment (qui peut étre ciblé par la
phosphorylation et la SUMOylation) dans sa partiec N-terminale (Tremblay, Wilson, Yang et
Giguere, 2008). Cette MPT engendre une diminution de 1’activité transcriptionnelle du récepteur.
La mutation de la lysine en arginine, entrainant une perte de la capacité de recrutement de la
SUMO, engendre une augmentation de cette activité. A ’aide d’un anticorps spécifique dirigé
contre le résidu sérine, qui constitue le site de phosphorylation en aval de la lysine, les auteurs ont
montré que la phosphorylation était nécessaire pour la SUMOylation subséquente de ERR dans les
extraits de foie de souris. Ces travaux suggerent que I’activité transcriptionnelle de ERR est régulée
par la SUMOylation et la phosphorylation. Dans leur ensemble, ces travaux soulignent
I’importance de caractériser la SUMOylation afin de mieux comprendre la régulation de I’activité
des RN et plus spécifiquement des récepteurs orphelins, dont aucun ligand n’a été identifié¢ a ce

jour pour moduler leur activité.

1.2.3.2 La SUMOvlation chez les NR4As et NUR77

Les démonstrations de la SUMOylation des membres de la famille des NR4As et de son

role dans la régulation de leur activité commencent tout juste a percer (Annexe 3, Revue de

littérature). Deux sites consensus de SUMOylation ont été identifiés chez NURRI, a savoir les

lysine 91 et 577. Apres la surexpression de NURRI et de SUMO2 dans les cellules HEK293, la

37



SUMOylation sur le résidu lysine 91 situ¢ dans le domaine AF-1 de NURRI entraine une
répression de I’activité transcriptionnelle de NURRI1 tandis que la SUMOylation sur la lysine 577,
situé¢ dans le domaine AF-2 augmente son activité transcriptionnelle (Galleguillos, 2004). Par
ailleurs, SUMO?2 est ajoutée a NURRI par les enzymes Ubc9 et PIASy (PIAS4). PIASy aurait le
potentiel de réprimer seul la transactivation de NURR1, de maniéere indépendante a son activité de
E3 ligase dans ce méme mod¢le cellulaire (Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004). Une autre étude
a également suggéré que la SUMOylation par SUMO2/3 en C-terminal de NURRI1 dans les
macrophages serait nécessaire pour la liaison du corépresseur COREST, qui réprime I’expression
de génes pro- inflammatoires (Saijo, 2009). Dans cette méme étude, la mutation des lysine 558 et
576 de NURRI chez la souris (équivalente du 577 humain pour cette derniére) en arginine, afin de
perdre la capacité de recrutement de la SUMOylation, engendre une diminution de 1’activité
transcriptionnelle de NURRI1 sur I’élément de réponse en monomére NBRE et, a I’'inverse,
augmente celle sur 1’élément de réponse en hétérodimere DR-5. Cette opposition d’effet suggere
que la SUMOylation favoriserait une activité transcriptionnelle sous la forme d’un monomeére chez

NURRI.

Jusqu’a cette thése, seulement deux études faisant le lien entre la SUMOylation et NUR77
ont été publiées. La premiere étude a mis en évidence que NUR77 était SUMOyIé par les SUMO2/3
dans les cellules HEK293 apres surexpression de NUR77 et de la SUMO2 et que ce phénomene
était favorisé par la E3 ligase PIAS3 (Zhang, Xie, Zhang, Dijke et Zhou, 2017). Cette MPT
entrainerait une poly-ubiquitination de NUR77, médiée par la E3 ligase RNF4, menant a sa
dégradation. Des mutations combinées des résidus lysine K102 (décrite comme étant K101 dans
I’article de Zhang et al) et K577, potentiels sites de SUMOylation, en arginine, ont révélé une
augmentation de la stabilité protéique et de I’activité transcriptionnelle de NUR77. Dans les

cellules monocytes humaines THP-1, les auteurs montrent que la surexpression de ce double

mutant de NUR77 entraine une augmentation de 1’expression en ARNm de /4Ba (NFKB Inhibitor
Alpha) et une diminution de celles de TNF-a et de IL-1f, qui induisent ’activit¢ de NF-kB,

contrairement a la surexpression de NUR77 WT. Comme NF-kB est connu pour exercer des

fonctions anti-apoptotiques, cette étude suggere que la SUMOylation de NUR77 serait critique

pour la régulation de la signalisation des cytokines inflammatoires et le controle de la mort
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cellulaire par les macrophages (Zhang et al., 2017). Cependant, une alternance de différents
modeles cellulaires utilisés (HEK293, HelLa, THP-1) ainsi que ’utilisation d’'un double mutant
uniquement limitent 1’interprétation de ces résultats. La seconde ¢tude met également en évidence
la SUMOylation de NUR77 dans les cellules HEK293 apres 1’administration de la substance P, qui
est un neuropeptide se liant au récepteur de la neurokinine 1 et induisant 1’autophagie cellulaire
(Zérraga-Granados, 2020). Tel qu’il a été décrit précédemment, ’homologue de NUR77 (NURR1)
est SUMOyI¢ en K558 (Saijo, 2009). Comme ce site de SUMOylation est conservé chez NUR77,
les auteurs ont voulu évaluer s’il était également impliqué dans la SUMOylation de NUR77
(Zarraga-Granados G, 2020). Ils ont donc généré un triple mutant de NUR77, résultant de la
mutation des résidus de lysine K102, K577 et K558 en arginine, révélant une diminution de la
SUMOylation de NUR77 une fois ces sites mutés et que 1’activité transcriptionnelle du mutant
augmente en comparaison 8 NUR77 sauvage. Par ailleurs, la localisation de NUR77 est également
affectée par ces mutations : si la protéine non mutée est localisée dans le noyau et dans le
cytoplasme aprés 1’administration de la substance P, le triple mutant semble rester principalement
dans le noyau (Zarraga-Granados G, 2020). Comme la substance P induit la mort cellulaire a travers
la délocalisation de NUR77 vers le cytoplasme (voir section 1.1.6.2.), cette étude suggere que la
SUMOylation de NUR77 est essentielle pour I'induction de la mort cellulaire apres

I’administration de cette substance.

Néanmoins, il est important de souligner que toutes ces études sur la SUMOylation de
NUR?77 et NURRI ont été principalement réalisées dans des conditions de surexpression, ce qui
peut générer des artéfacts. Les sites de phosphorylation et de SUMOylation modulant 1’activité de
Nur77, ainsi que les kinases et SUMO E3 ligase modulant ces MPTs qui ont été identifiées apres

cette revue de littérature sont présentés dans la Figure 7.
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Figure 7 — Sites de phosphorylation et de SUMOylation de NUR77 et enzymes impliquées

Les sites de phosphorylation et de SUMOylation, ainsi que les kinases et les SUMO E3 ligase
pouvant réguler ces MPTs sont présentées ici apres la revue de la littérature décrite dans les

sections precédentes.

1.3 L’interactome des récepteurs nucléaires

Cette partie décrit le deuxiéme aspect de la caractérisation de ’activit¢ de NUR77, a savoir
I’identification de ses partenaires d’interaction. Cette approche s’est révélée cruciale par le passé
pour la compréhension des mécanismes d’action des RN en général et de NUR77 en particulier,
comme en témoigne la littérature décrite ici. Jusqu’a présent, I’identification des interacteurs de
NUR77 a principalement reposé sur des techniques ciblant des interactions stables in vitro. Comme
les interactions transitoires peuvent étre importantes dans les processus biologiques et cellulaires -
en particulier dans la transcription - des approches aptes a capturer ce type d’interaction dans des
cellules vivantes pourraient révéler de nouveaux pans de la biologie de ce récepteur. Les
technologies récentes d’identification d’interactions protéine-protéine avec la biotine (BiolD) ont
marqué une réelle avancée dans le domaine de la cartographie des interactions protéines-protéines.
Le principe de ces techniques et leur optimisation sont décrits, plus spécifiquement pour 1’approche
APEX2, utilisée durant cette thése pour caractériser ’interactome de NUR77. Les différents

proceédés de quantification des interacteurs par analyse prot€omique sont ensuite explicités.

1.3.1- Généralités sur les interactions entre protéines

L’ensemble des interactions entre protéines, ou « interactome », représente les contacts
physiques qui ont lieu entre les protéines dans une cellule ou un organisme vivant. Ces interactions,
dont la durée peut étre variable et qui sont déterminées par la colocalisation des protéines dans un
compartiment cellulaire, sont d’importance capitale pour la compréhension de 1’activité¢ de la
cellule ou d’une protéine d’intérét. En effet, I’identification de I’interactome permet de caractériser
une protéine, de déterminer sa localisation subcellulaire grace a I’identification de protéines

d’interaction déja connues, ou encore de mieux appréhender les mécanismes sous-jacents au
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développement de maladies a travers le recensement des interactions entre protéines de
signalisation ou métaboliques (Huttlin, 2017; Vidal, 2011). La caractérisation de 1’interactome
s’est révélée d’importance cruciale pour la compréhension des mécanismes d’activité de

nombreuses protéines, notamment des RN.

1.3.2- Les cofacteurs des RN

Les protéines qui interagissent avec les RN participent a leurs fonctions et peuvent

¢galement moduler leur activité transcriptionnelle.

A titre d’exemple, 1’identification de I’interactome de GR dans différents compartiments
cellulaires a offert une meilleure compréhension au niveau moléculaire des processus anti-
inflammatoires dans lesquels GR est impliqué (Petta I, 2016). La comparaison des interactomes de
ERa et ERP, a partir d’études réalisées sur les noyaux de lignées cellulaires ER+ du cancer du sein
MCEF-7 aprés activation par estradiol, a permis d’identifier plusieurs centaines de partenaires
potentiels pour chaque récepteur - dont 70 protéines communes - suggérant des pistes de recherche
pour comprendre les roles spécifiques de ces deux sous-types de ER (Nassa, 2011). Enfin, la
caractérisation de I’interactome de PPARy a mis en évidence plusieurs corégulateurs potentiels et
a suggeéreé des différences d’interactions protéiques associées aux fonctions du récepteur selon les

compartiments cellulaires (Lam, 2017).

Tel qu’il a été mentionné dans la section 1.1.4.1, I’identification des corégulateurs est
particulierement importante dans la compréhension de 1’activité des RN orphelins, dont aucun
ligand n’est identifié a ce jour. A titre d’exemple, I’un des corégulateurs les plus décrits du RN
orphelin ERRa est le coactivateur PPARy-coactivator 1 a (PGC-1a) (Huss, Kopp et Kelly, 2002).
L’interaction entre ces protéines a été¢ démontrée par des essais double-hybride issu d’une libraire
d’ADNc cardiaque. Par la suite, il a ét¢ mis en évidence que I’interaction opérait par le motif
LXXLL de PGC-la et que la surexpression de cette protéine et de ERRa dans des myocytes
cardiaques néonataux primaires entrainait I’activation transcriptionnelle de ERRa (Huss et al.,
2002). D’autres travaux ont montré que la modulation de ERRa endogeéne par PGC-1a endogene

entrainait des changements dans la régulation de 1’expression des genes cibles dont les produits
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sont impliqués dans la phosphorylation oxydative et la biogenese mitochondriale dans des lignées

cellulaires SAOS2 et COS7 (Schreiber et al., 2004).

1.3.3- Les cofacteurs de NUR77

La caractérisation de I’interactome de NUR77 au fil des années a mené a I’identification de
plus de 80 partenaires d’interaction cruciaux, revu dans (Kurakula, 2014). Ces protéines peuvent

interagir en N-terminal (domaine AF-1) ou C-terminal (LBD/ domaine AF-2) de NUR77.

Parmi eux, des corégulateurs de I’activité transcriptionnelle de NUR77 ont été mis en
évidence, certains responsables d’une augmentation de son activité tels que les coactivateurs
CBP/P300 (CREB Binding Protein/p300), TRIM28 (Tripartite Motif Containing 28) et PCAF
(P300/CBP-Associated Factor) (Kang, 2010; Rambaud, 2009; Wansa, 2002). A P’inverse, des
corépresseurs impliqués dans la diminution de cette activité ont également été décrits comme
SMARCA4 (SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator Of Chromatin,
Subfamily A, Member 4), HDAC1 (Histone Deacetylase 1) ou encore NCOR2 (Nuclear Receptor
Corepressor 2) (Bilodeau, 2006a; Kang, 2010; Sohn, 2001).

De manicere plus spécifique, apres surexpression de NUR77 et de P300 dans les cellules du
cancer du foie HepG2, I’acétylation de NUR77 au niveau de son LBD est augmentée et la protéine
est stabilisée (Kang, 2010). Le traitement des cellules par la trichostatine A (TSA), un inhibiteur
des histones désacétylases (HDAC1), augmente 1’acétylation de NUR77, ses niveaux protéiques et
son activité transcriptionnelle. A I’inverse, la surexpression de HDACI - qui hydrolyse la liaison
de groupement acétyl - diminue 1’acétylation de NUR77 et de la méme fagon, ses niveaux
protéiques et son activité transcriptionnelle. De plus, la surexpression de NUR77 augmente les
niveaux protéiques de P300 et de HDACI, ce qui suggére que NUR77 effectuerait une boucle de
rétrocontrole sur son activité et ses niveaux protéiques (Kang, 2010). La protéine TRIM28 a été
identifiée comme interacteur potentiel de NUR77 par spectrométrie de masse dans un complexe
protéique nucléaire aprés surexpression de NUR77 dans des cellules HEK293 (Rambaud,
Desroches, Balsalobre et Drouin, 2009). A 1’aide d’essais de co-immunoprécipitations, TRIM28 et
NURT77 ont été extraits du méme complexe, suggérant que cette protéine est un interacteur (direct

ou indirect) de NUR77. Les auteurs ont par la suite mis en évidence que TRIM28 est recruté sur
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les promoteurs de génes cibles de NUR77 dont les produits sont impliqués dans la régulation des
hormones produites par I’hypothalamus. Dans leur ensemble, ces travaux soulignent I’intérét de
caractériser les corégulateurs de NUR77 qui modulent son activité afin de mieux comprendre son

implication dans la régulation des génes cibles.

Les protéines BCL-2 et P53, impliquées dans I’apoptose et le cancer et dont les mécanismes
ont été décrits dans les sections 1.1.6.2 et 1.1.6.6, interagissent également avec NUR77 (Lin, 2004;
Zhao, 2006). En effet, I’interaction de NUR77 avec P53 empéche I’ubiquitination de P53 et sa

dégradation subséquente par la protéine oncogene MDM2 (Mouse Double Minute 2) (Zhao, 2006).
Ce mécanisme conduit a 1’'ubiquitination et a la dégradation de MDM2 dans les cellules HEK293.
Dans le méme mod¢le cellulaire, I’interaction de NUR77 avec BCL-2 induit quant a elle un

changement conformationnel de BCL-2, qui ne protege alors plus de I’apoptose mais 1’initie (Lin,

2004).

Ces travaux soulignent I’importance des corégulateurs et partenaires d’interaction dans la
modulation de ’activit¢ de NUR77, tant au niveau de son activité transcriptionnelle que de ses
fonctions pro- et anti-apoptotiques. Par ailleurs, ils mettent en évidence qu’aucune étude
caractérisant 1’éventail des partenaires physiologiques de NUR77 dans des cellules vivantes n’a

pour le moment été décrite.

1.4- La technologie APEX2

1.4.1. Les techniques « classiques » de capture des interactions

Les protéines agissent rarement seules : en effet, plus de 80% des protéines exercent leurs
fonctions sous forme de complexes protéiques (Berggard, Linse et James, 2007). Pour mieux
comprendre la biochimie de la cellule et les mécanismes qui opérent entre les protéines, il faut donc

pouvoir étre capable de capturer et caractériser ces complexes protéiques.

Différentes techniques ont été largement employées afin de capturer ces interactions telles que
la co-immunoprécipitation, la chromatographie par affinité ou encore la technique de Tandem
affinity purification suivie de la spectrométrie de masse pour caractériser les protéines purifiées

(Rao, Srinivas, Sujini et Kumar, 2014). La technique du double-hybride, qui met en évidence une
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interaction physique entre deux protéines a travers 1’expression d’un geéne rapporteur et la
reconstitution d’un facteur de transcription fonctionnel (Bruckner, Polge, Lentze, Auerbach et
Schlattner, 2009; Fields et Song, 1989), et celle du Glutathione-S-Transferase (GST) pull-down,
basée sur la capture des interacteurs d’une protéine spécifique étiquetée par la GST et immobilisée
sur des billes de glutathion, ont été largement utilisées pour identifier les cofacteurs des RN

(Albers, 2005; Goodson, Farboud et Privalsky, 2007).

Les données récoltées lors des approches précédemment citées contiennent de nombreux faux
positifs et faux négatifs en raison de la purification limitée des échantillons protéiques et des limites
de sensibilité de ces techniques pour les protéines peu abondantes. Ces procédés, qui nécessitent la
lyse cellulaire et la co-purification de protéines, ne permettent par ailleurs de capturer que les
interactions protéiques stables. Elles sont donc susceptibles de générer des interactions
artéfactuelles car elles se produisent hors du contexte natif de la cellule (Perkins, Diboun, Dessailly,
Lees et Orengo, 2010; van der Merwe et Barclay, 1994). Les interactions faibles ou transitoires,
qui peuvent se révéler essentielles aux mécanismes d’activité d’une protéine, ne sont souvent pas
capturées par ces technologies (Perkins et al., 2010; van der Merwe et Barclay, 1994). En effet,
différentes études ont montré le comportement dynamique des protéines impliquées dans
I’activation transcriptionnelle, le remodelage de la chromatine ou encore la réparation de I’ADN
(Carrero, McDonald, Crawford, de Vries et Hendzel, 2003; Misteli, 2001). A titre d’exemple, des
auteurs ont démontré que les coactivateurs de ER, SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1) et CBP,
interagissaient a tour de role avec ER et de maniere dynamique au niveau d’un site de liaison
chromatinien de ER. Ceci a ¢ét¢ mis en évidence grace a une approche combinant le

photoblanchiment et des protéines de fusion chimériques (Stenoien et al., 2001).

Pour résoudre ces problématiques, des techniques basées sur des enzymes capables
d’ajouter un groupement biotine aux partenaires d’interaction stables et transitoires d’une protéine
d’intérét, ont été développées ces dernieres années (Branon, 2018; Hung, 2016; Kim, 2016; Lam,

2015; Rhee et al., 2013; Sable et al., 2018).

44



1.4.2. Les technologies de marquage des protéines a la biotine
Ces techniques exploitent la capacité d’enzymes a ajouter un groupement biotine sur des
protéines qui sont situées dans un environnement relativement proche, ce qui permet ensuite de les

collecter et de les identifier par spectrométrie de masse et des analyses bio-informatiques (Kulman,

2007; Nesbeth, 2006; Roux, 2012).

La premicre technique de cette catégorie a avoir été¢ développée est 1’identification des
interactions protéine-protéine par biotinylation ou « BiolD », issue du laboratoire de Brian Burke
en 2012 (Roux, 2012). Dans cette technique, la protéine d’intérét est fusionnée avec la biotine
ligase BirA. Quand cette protéine de fusion est exprimée dans des cellules et en présence du substrat
de I’enzyme (biotine), elle ajoute un groupement biotine aux résidus lysine des protéines situées
dans un rayon de 10 nm. Par la suite, les protéines situées a proximité de la protéine d’intérét
peuvent étre purifiées grace a des billes de streptavidine qui vont lier la biotine située sur ces
protéines, grace a la force de I’interaction entre la streptavidine et la biotine qui constitue une des
interactions les plus fortes (Chivers, Koner, Lowe et Howarth, 2011). Les protéines récoltées sont

ensuite analysées et identifiées par spectrométrie de masse.

Néanmoins, deux inconvénients majeurs dans cette technique ont été relevés.
Premierement, I’incubation avec la biotine dans les cellules dure de 18 a 24h, ce qui peut augmenter
le risque d’interactions non spécifiques et changer la composition interne des cellules. Par ailleurs,
la taille de I’enzyme est de 35 kDa ce qui peut changer la conformation de la protéine d’intérét,
voire bloquer son interaction avec d’autres protéines (Trinkle-Mulcahy, 2019). D’autres
générations de BiolD plus optimales, comme la miniTurbo de taille réduite (28kDa) et qui nécessite
une biotinylation de 10 min, ont été générées par la suite grice a des mutations de 1’enzyme

(Branon, 2018; Kim, 2016).

1.4.3. Une peroxydase pour marquer les protéines : I’approche APEX2

En parall¢le, le laboratoire de Alice Ting a Stanford a mis au point un nouvel outil appelé
« APEX » qui utilise comme enzyme de biotinylation une ascorbate peroxydase (Rhee et al., 2013).
Similairement, cette enzyme est fusionnée a la protéine d’intérét et exprimée dans des cellules. Les

substrats de I’ascorbate peroxydase sont ensuite ajoutés : la biotine-phénol est incubée 30 min et le
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H>0: nécessaire pour la réaction est incubé 1 min (Figure 8). La peroxydase réagit alors avec les
résidus tyrosine exposés des protéines qui sont situées dans un rayon de 20 nm (Rhee et al., 2013).
De la méme mani¢re que pour le BiolD décrit précédemment, les protéines biotinylées sont
capturées par affinité entre des billes de streptavidine et la biotine. Aprés purification, les billes

sont envoyées a la spectrométrie de masse pour identification des protéines.

€ oo .1 OAS

BP radical | .A

Endogenous
proteins

Figure 8 - Illustration du fonctionnement de la technique APEX

Apres surexpression d’une protéine de fusion spécifique avec APEX, les cellules vivantes sont
incubées avec de la biotine-phénol pendant 30 min et 1 mM de H>0> pendant 1 min, ce qui permet
une biotinylation des protéines qui se trouvent dans un rayon de 20nm de la protéine de fusion.
Les protéines biotinylées sont ensuite récoltées grdce a un systeme de capture d’affinité de la
biotine (billes de streptavidine) et les protéines sont identifiées par spectrométrie de masse (Figure

tirée de (Hung, 2016)).

Apres avoir testé différentes mutations sur I’enzyme, le laboratoire a généré une derniere
version appelée « APEX2 » (Hung, 2016) qui présente une meilleure efficacité catalytique et
résolvait ainsi une des limites majeures de cette approche (Lam, 2015). Cette derniere génération
présente de nombreux avantages comparés au BiolD basé sur ’enzyme BirA et aux autres
techniques de capture de I’interactome. Premiérement, elle permet une capture instantanée des
protéines situées a proximité car la réaction a lieu en moins d’une minute. Elle représente donc la
technique de choix pour étudier la réponse dynamique de cellules en culture a la suite d’un
traitement par des drogues ou des facteurs de stress. Aussi, la taille de I’enzyme est réduite (27
kDa) en comparaison a BirA (35 kDa). Un autre avantage de APEX2 est qu’elle est toujours active
dans le cytosol contrairement & BirA et a la peroxydase Horseradish peroxidase (HRP) (Chen,

2017). Cette technologie innovante a été validée sur des cellules de mammiféres, des levures et des
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drosophiles (Chen, 2017; Hung, 2016; Hwang et Espenshade, 2016). Néanmoins, le traitement des
modeles avec du H2O> qui est toxique limite I'utilisation de cette approche dans des modeles
animaux, comme il a été revu dans (Xu, Fan et Hu, 2021). Afin d’identifier les interactomes de
complexes moléculaires, une approche scindant la protéine de fusion APEX2 en deux parties a été

développée, en fusionnant chaque partie avec une des deux protéines d’intérét (Han et al., 2019).

Les techniques d’identification des protéines

Apres purification des billes de streptavidine, les échantillons vont étre traités a la trypsine
afin de fragmenter les protéines en peptides et de les identifier par le spectrométre de masse (Lopez-
Ferrer, Capelo et Vazquez, 2005). Séquentiellement, les protéines des différents échantillons sont
soumises aux étapes de séparation a I’aide de la chromatographie liquide, puis d’ionisation,
d’analyse et de détection par spectrométrie de masse et enfin de traitement du signal a 1’aide

d’outils bio-informatiques (Figure 9).

Séparation des lonisation, analyse m/z et
. . — Y . — Traitement du signal
échantillons détections des ions &
Chromatographie Spectrométrie de Outils bio-informatiques (PEAKS)
en phase liquide masse en tandem

Figure 9 - Illustration de I’analyse des échantillons par spectrométrie de masse

Apres clivage des protéines avec de la trypsine, les peptides sont séparés par chromatographie
liquide a haute performance. L’ionisation, [’analyse masse/charge et la détection des ions sont
opérées par la spectrométrie de masse en tandem. Lorsque les ions frappent un détecteur, celui-ci
génere un signal proportionnel a la charge des ions regus. Les données sont ensuite traitées par le

moteur de recherche PEAKS en extrapolant les données de quantification sélectionnées (Zhang,

2016).
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Les techniques d’identification de protéines utilisant la biotine comme la technologie
APEX2 peuvent également étre combinées avec des approches de quantification par marquage
pour augmenter la fiabilit¢ des résultats (DeSouza et Siu, 2013). Différentes techniques de

marquage existent pour assurer cette quantification :

-le marquage chimique est le plus couramment utilis¢ avec les procédés iTRAQ (Isobaric Tag for
Relative and Absolute Quantitation) et TMT (Tandem Mass Tag). Ces deux types de marquage
isobariques utilisent des isotopes qui vont se lier aux amines primaires de peptides et permettent
ainsi de distinguer les signaux générés par différents échantillons analysés en méme temps. Les
signaux sont ensuite comparés pour obtenir la concentration d’une protéine donnée dans les

différents échantillons (Aggarwal, Choe et Lee, 2006; Sinclair et Timms, 2011).

-le marquage métabolique avec la méthode SILAC, se base sur 1’ajout de deutérium a toutes les

leucines (Deng, Erdjument-Bromage et Neubert, 2019).

-le marquage protéolytique repose sur ’incorporation de 1’isotope 8O sur les extrémités C-
terminales durant la digestion enzymatique des échantillons en présence de H,'®0 (Stewart,

Thomson et Figeys, 2001).

L’¢tude de la représentation différentielle des protéines peut cependant se faire par une
quantification sans marquage (Zhu, Smith et Huang, 2010). Cette approche, moins sensible, a
I’avantage d’étre plus rapide, plus simple et moins coliteuse. La quantification se base alors sur

deux types de mesures :

-La mesure des changements d’intensité des protéines: cette quantification repose sur
I’observation que I’intensité des pics associés a une protéine a été corrélée avec la concentration
en ions pour cette protéine (Chen, 2008). L’intensité protéique refléterait donc le nombre d’ions
détecté par la spectrométrie de masse a un temps donné. Cependant, comme la complexité d’un
échantillon influence 1’intensité des ions, I’hypothése sous-jacente a cette approche est que les
échantillons comparés ont exactement le méme niveau de complexité et des compositions
identiques (DeSouza et Siu, 2013). Comme cette approche nécessite un alignement précis de
I’intensité des pics et de jongler avec une grande quantité de données, des algorithmes spécialisés

sont nécessaires afin d’aligner automatiquement les pics d’intensité des protéines (Zhu et al., 2010).
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-Le comptage spectral des protéines : dans cette approche, le nombre de fois ou un peptide
spécifique est détecté par le spectromeétre de masse est mesuré. Elle se base sur I’hypothése qu’une
protéine présente en plus grande quantité¢ génére plus de peptides lors de 1’étape de la digestion a
la trypsine (Zhu et al., 2010). Par conséquent, les peptides les plus abondants sont le plus souvent
détectés par I’appareil. Cette approche ne considére pas les effets de suppression des peptides les
plus abondants sur ceux qui sont présents en quantité moindre, ou encore ceux qui ont une efficacité
d’ionisation réduite. Dans cette approche, une normalisation et des tests statistiques suffisent a
évaluer les changements en protéines entre des conditions tests et controles (Lai, Wang et

Witzmann, 2013).
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1.5 APIS, une cible d’intérét dans I’apoptose

Cette sous-partie introduit une cible d’intérét dans I’apoptose, la protéine APIS. La structure de
API5 et son implication dans 1’apoptose et dans le cancer du sein, ainsi que certains de ses
interacteurs sont décrits. Cette revue de la littérature ciblée suggere que la caractérisation de cette
cible apoptotique et de ses interacteurs représente un intérét dans la compréhension des

mécanismes reliés a 1’apoptose, au cancer du sein et a NUR77.

1.5.1- La protéine APIS

Tewari et collab. ont démontré pour la premiére fois en 1997 que la protéine APIS a une
activité anti-apoptotique (Tewari et al., 1997). Les auteurs ont développé une librairie d’ADNc a
partir de fibroblastes murins afin d’identifier des geénes dont les produits sont impliqués dans la
survie cellulaire. Ils ont ainsi identifié APIS, un géne conservé au sein des espéces et exprimé de
maniere ubiquitaire dans les tissus embryonnaires et adultes, ainsi que dans différentes lignées
cellulaires tumorales humaines. API5 posséde 11 transcrits et 7 isoformes identifiés a ce jour.
L’étude met en évidence deux isoformes de APIS, I’un codant pour la protéine native de 55kDa et
I’autre pour la région C-terminale de la protéine de 25kDa - et souligne I’importance du domaine
leucine-zipper de APIS5 situé en C-terminal, qui une fois muté, empéche APIS de prévenir
I’apoptose. Différentes études suggerent que 1’intégrité de ce domaine est essentielle pour la
fonction anti-apoptotique de API5 (Rigou et al., 2009; Tewari et al., 1997). L’architecture générale
de APIS est présentée dans la Figure 10.

N-term 102-106 aa 370-391 aa 454-475 aa C-term
API5
LXXLL motif Leucine Zipper domain Nuclear Localisation
(NR-box) (dimerisation) Signal (NLS)

Figure 10 — Architecture générale de la protéine APIS

Les isoformes les plus longs de API5 (504 et 510 aa) présentent un motif LXXLL a leur extrémité

N-terminale qui joue un role clé dans le recrutement des corégulateurs par les RN ; un domaine
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Leucine-zipper impliqué dans la dimérisation ; un signal de localisation nucléaire (NLS) ciblant

APIS vers le noyau de la cellule.

1.5.2- Les interacteurs de API5

Par la suite, différents travaux ont visé a caractériser API5 a travers I’identification de ses
interacteurs et ont proposé ce facteur comme cible thérapeutique anti-cancéreuse. Un résumé des

interacteurs de APIS5 identifiés lors de cette revue de la littérature est présenté dans le Tableau 4.
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Protéine Autre Domaine Cellules Références
nom d’interaction
avec APIS
Fibroblast Growth FGF-2 N-term SK-HEP1 (Van den Berghe
Factor 2 et al., 2000)
E2F transcription E2F1 Inconnu Drosophila, (Morris et al.,
factor Sa0S-2 2006)
Apoptotic Chromatin ACINUS Inconnu HEK293, (Rigou et al.,
Condensation Inducer 1 U208 2009)
Nucleoprotein of NP-IAV Inconnu A549 (Mayank,
Influenza A Virus Sharma, Nailwal
et Lal, 2015)
Caspase 2 CASP-2 Inconnu HeLA (Imre, 2017)
Estrogen receptor a ERa N-term MCF-7 (Basset, 2017)
(motif
LXXLL)

Tableau 4 — Liste non exhaustive des interacteurs de API5

Ce tableau recense les interacteurs de API5 identifiés a la suite de cette revue de la littérature,

leur domaine de liaison avec cette protéine, ainsi que les modeles cellulaires utilisés pour la

démonstration de [’interaction.

La protéine APIS interagit notamment avec le facteur de croissance des fibroblastes 2 (FGF-
2), impliqué dans le développement et la migration cellulaire, dans les cellules SK-Hep-1. A 1’aide
d’essais de co-immunoprécipitation suivis d’essais de liaison in vitro, ’interaction directe entre ces

deux protéines a été démontrée (Van den Berghe et al., 2000). Les travaux ont également mis en
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lumiére que c’est la région N-terminale de APIS qui est impliquée dans cette interaction en réalisant
des délétions des différentes régions de APIS. Comme FGF-2 est connu pour étre a la fois un
activateur et un inhibiteur de 1’apoptose et de la tumorigénicité, les auteurs suggerent que
I’interaction entre APIS et FGF-2 pourrait stimuler ou réprimer sa régulation dans ces voies de
signalisation. Par la suite, une étude menée chez les drosophiles et dans la lignée cellulaire SaOS-
2 dérivée d’un ostéosarcome humain a révélé que APIS était un inhibiteur crucial du Facteur 1 de
liaison au promoteur E2 (E2F-1), lorsque celui-ci est dérégulé. APIS interagit avec E2F-1 et
I’empéche d’engendrer 1’apoptose (Morris et al., 2006). Par ailleurs, 1’utilisation de shRNAs
dirigés contre API5 dans une lignée cellulaire dérivée d’un carcinome squameux a révélé que les
cellules sont plus sensibles a I’apoptose (données non publi¢es de 1’étude) et que le KD de APIS
est 1éthale dans les cellules de drosophiles S2 (Schneider 2). Les auteurs proposent donc que
I’inhibition de la fonction de APIS serait un mécanisme a exploiter pour lutter contre le
développement des tumeurs. A 1’aide d’essais double-hybride et de co-immunoprécipitation menés
dans les lignées cellulaires HEK293 et U20S, une étude a ensuite révélé que APIS interagissait
avec le facteur nucléaire Acinus, ce qui protége ce facteur du clivage par la caspase-3 et ’empéche
ainsi de fragmenter I’ADN (Rigou et al., 2009). Dans ces travaux, la répression de 1’expression de
API5 dans différentes lignées cellulaires cancéreuses (U20S, HelLa, A549 et Molt-4) augmente la
sensibilité¢ des cellules aux traitements anticancéreux (€toposide et camptothécine) ainsi que
’activité des caspases -3 et -7. Par ailleurs, I’interaction entre la nucléoprotéine du virus de
I’influenza (NP-IAV) avec API5, menant a la suppression de I’expression de API5 dans les cellules
épithéliales A549 dérivées d’un carcinome du poumon, engendre le clivage des caspase-3 et -9
(Mayank et al., 2015). L’interaction et la co-localisation dans le noyau des protéines APIS et de
NP-IAV ont été mises en évidence par immunoprécipitation et microscopie confocale,
respectivement. La caspase-2 est également régulée par APIS, cette fois-ci par I’interaction entre
les deux protéines (Imre, 2017). En effet, APIS a été identifiée par protéomique dans le complexe
protéique de la caspase-2, lorsque celle-ci est activée par des protéines porogenes (pore-forming
toxin - PFT) (Imre, 2012), dans les cellules HeLa. Cette interaction a été¢ confirmée de maniere
endogéne par immunoprécipitation dans ces mémes cellules et a révélé que APIS est un inhibiteur
direct de la caspase-2 a travers la liaison du domaine de recrutement des caspases (CARD), en

empéchant ainsi la caspase-2 de s’y lier et d’étre activée. La suppression de I’expression de 4PI5
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par siRNA augmente la dimérisation et 1’activation de la caspase-2 dans ces cellules, ce qui les

sensibilise a 1’apoptose médiée par cette caspase (Imre, 2012).

1.5.3- APIS et le cancer du sein

Deux études récentes ont mis I’accent sur I’implication de API5 dans le cancer du sein
(Basset, 2017; Bousquet, 2019). Des travaux publiés en 2017 révélent une interaction endogene
entre APIS et ERa et une co-localisation de ces protéines dans le noyau, grace a des essais
d’immunoprécipitation et de microscopie confocale respectivement, menés dans la lignée cellulaire
du cancer du sein ER+ MCF-7 (Basset, 2017). En mutant le motif LXXLL (décrit comme un motif
d’interface de liaison entre les RN et les corégulateurs — voir la section 1.1.2.1) de APIS en
LXXAA, les protéines n’interagissent plus, ce qui démontre que I’intégrit¢é de ce motif est
essentielle pour assurer cette liaison. Dans les cellules MCF-7 stables dont I’expression de API5
est diminuée par le biais de shRNAs spécifiques, la croissance cellulaire n’est pas affectée de
maniére significative en condition basale. Cependant, aprés stimulation par des cestrogeénes, le KD
de APIS inhibe significativement la prolifération cellulaire. Le KD de API5 dans ces cellules
affecte ’expression des geénes cibles de ERa, a savoir TFF1 (Trefoil factor 1), PR (Progesterone
Receptor), BCL-2 et Mcl-1 (Induced myeloid leukemia cell differentiation) et prévient le
recrutement de ERa au niveau des promoteurs de ses genes cibles 7FF/ et PR. Enfin, I’injection
sous-cutanée des lignées cellulaires stables MCF-7 contrdles et APIS KD dans des souris nude et
I’administration d’estradiol pour favoriser la croissance tumorale a révélé¢ une diminution
significative de la croissance tumorale dans le groupe API5 KD (Basset, 2017). Toutes ces
observations poussent les auteurs a considérer APIS comme un facteur crucial qui participe a la
croissance tumorale dans le cancer du sein ER+. APIS est identifié comme un mauvais facteur de
pronostic pour la survie des patientes atteintes du BC ER+ selon les données générées par KM
plotter présentées dans cette étude. Il est a noter que la quantité de patientes recensée depuis 4 ans
a augmenté dans 1’outil KM plotter (1228 en 2017 et 2565 en 2021), ce qui pourrait induire des

différences de résultats a 1’heure actuelle.

La seconde étude a cette fois évalué¢ I'importance de APIS dans le cancer du sein ER-
(Bousquet, 2019). L’évaluation de I’expression de API5 par marquage a la peroxydase révele que

ce facteur est significativement augmenté dans les cellules endothéliales, provenant de biopsies de
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patientes BC ER-, qui ne répondent pas aux traitements de chimiothérapie. Cette observation
suggere une association négative entre APIS et la survie des patientes dans le cancer du sein.
L’administration d’un peptide anti-APIS pendant 28 jours dans des mode¢les de xénogreffes de
souris BC ER- a sensibilis¢ les cellules aux traitements de chimiothérapie, comme en atteste la
diminution du volume de la tumeur. Dans ce méme mode¢le, cette sensibilisation est accompagnée
d’une inhibition de I’angiogenése et d’une augmentation de I’apoptose, cette-derniere étant mise
en évidence par une augmentation et une diminution significatives de la caspase-3 clivée et du
marqueur de prolifération Ki67, respectivement. D’autres études ont également souligné le réle de
API5 dans d’autres mécanismes associés a la tumorigénése dans divers types de cancers (Cho,

2014; Song, 2017).

Ces travaux, dans leur ensemble, soulignent ’intérét de cibler API5 dans les mécanismes
associés a I’apoptose dans le cancer. Ils suggérent également que la caractérisation de APIS et de
ses interacteurs présente un réel intérét afin de mieux comprendre les mécanismes reliés a

I’apoptose dans le cancer — et plus spécifiquement dans le cancer du sein.

1.6 Modéles cellulaires

Cette dernicre sous-partie de I’introduction décrit les différents modeles cellulaire explorés lors de
cette thése pour le développement et I’optimisation des essais de biologie moléculaire, ainsi que
pour la caractérisation de la modulation de I’activit¢ de NUR77. L’intérét d’utiliser ces lignées et

leur pertinence relative aux travaux menés lors de cette these sont justifiés.

1.6.1- Les HEK293 pour développer et optimiser les essais

Depuis leur génération il y a prés de 40 ans, les cellules HEK293 sont utilisées couramment
en laboratoire de recherche en raison de leur facilité de culture, de leur dédoublement rapide et de
leur efficacité de transfection et de production de protéines recombinantes (Thomas et Smart,
2005). Elles sont souvent privilégiées pour exprimer des genes de maniére transitoire - mais
également de manicre stable - et permettent ainsi I’étude d’une pléiotropie de mécanismes

biologiques. La lignée cellulaire HEK293T, dérivée des cellules HEK293, exprime le virus a ADN
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Simian Vacuolating Virus 40 (SV40) large T antigen (Ahuja, Saenz-Robles et Pipas, 2005). Cette
mutation confére une efficacité de réplication supérieure aux ADN plasmidique transfectés de

manicre transitoire, conduisant a une quantité de protéines produite plus importante.

La lignée cellulaire HEK293, longuement considérée comme provenant de cellules
épithéliales embryonnaires rénales ou méme de fibroblastes, pourrait en fait provenir d’une lignée
cellulaire neuronale du systéme nerveux autonome (Shaw, Morse, Ararat et Graham, 2002). En
effet, des analyses du transcriptome et des données immunohistochimiques ont révélé la présence
de plus de 60 geénes spécifiques aux neurones (Shaw et al., 2002; Stepanenko et Dmitrenko, 2015).
Par la suite, d’autres études ont révélé la présence de patrons d’expression génique avec d’autres
modeles cellulaires comme les lignées cellulaires du cancer du sein et les lignées cellulaires de la
glande surrénale. Ces résultats indiquent que les cellules HEK293 ne présentent pas une expression
de génes spécifiques aux tissus rénaux et suggerent qu’elles pourraient Etre utilisées pour

caractériser des génes présents dans d’autres tissus.

La protéine NUR77 est treés peu détectée dans les cellules HEK293 en condition basale et
aprés stimulation par la Trichostatine A (TSA), un HDACi qui augmente les niveaux protéiques de
NUR?77 décrit dans la section 1.4.3.1 (Kang, 2010) (Annexe 1). Cette lignée cellulaire représente
donc un modele intéressant pour évaluer les mécanismes d’action de NUR77 aprés transfection
d’un vecteur d’expression pour NUR77, avant validation dans des modeles physiologiques

pertinents au contexte pathologique d’étude.

1.6.2- Les MCF-7 pour caractériser les mécanismes de NUR77 dans le

cancer du sein ER+

Pour évaluer les mécanismes de NUR77 dans un modéle cellulaire du cancer du sein
pertinent, différentes lignées cellulaires représentatives de différents sous-types du cancer du
sein peuvent étre utilisées: les lignées MCF-7, SKBR3 et MDA-MB-231, représentatives du cancer
du sein ER+, du cancer HER2+ et du cancer triple négatif respectivement (Bartel et Jackson, 2017;
Chavez, Garimella et Lipkowitz, 2010; Comsa, Cimpean et Raica, 2015). Les niveaux protéiques
de NUR77 dans ces lignées ont été¢ évalués au préalable (Annexe 2). Les immunobuvardages

montrent que les niveaux protéiques de NUR77 sont détectés principalement dans les cellules
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MCF-7 et non dans les SKBR3 ou dans les MDA-MB-231, corroborant les résultats de la littérature
pour cette dernicre lignée (Hedrick, 2015; Wu H, 2017). Comme les études suggerent un role de
ce RN comme cible thérapeutique d’intérét dans les différents sous-types de cancer du sein, dont
le cancer ER+ (Alexopoulou, 2010; Hedrick, 2016; Qi, 2017), la lignée MCF-7 ER+ semble étre

la plus pertinente pour caractériser les mécanismes d’action de ce RN dans ce cancer.
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1.7 Hypothéses et objectifs

Tel qu’il a été décrit en introduction, NUR77 est un facteur de transcription polyvalent aux
fonctions multiples, selon sa localisation cellulaire et les stimuli auxquels il est soumis. Il
représente une cible d’intérét dans différents processus pathologiques, notamment dans le cancer

du sein et dans la perte neuronale du systéme dopaminergique.

Néanmoins, la caractérisation des fonctions de NUR77 a toutefois été difficile pour deux

raisons majeures:

1) pour le moment, aucun ligand endogene avec une affinité élevée n’a été clairement identifié.

Ceci limite la capacité a moduler son activité a des fins expérimentales.

2) de plus, bien qu’un role de NUR77 ait été associé a plusieurs pathologies, les mécanismes

pathophysiologiques impliquant NUR77 ne sont pas clairement établis dans la majorité des cas.

Il est donc dans un premier temps essentiel de mieux caractériser ce RN afin de mieux
cerner son activité et ses fonctions dans la cellule. En se basant sur les études antérieures de
caractérisation de 1’activité des RN a travers les MPTs et I’interactome et les démonstrations de
I’importance de ces régulateurs dans I’activité de NUR77 décrites en introduction, nous avons émis
I’hypothese que la caractérisation des MPTs et des partenaires d’interaction de NUR77 permettrait

de mieux comprendre son activite.

Dans cette these, il est proposé de répondre aux problématiques énoncées précédemment, a

travers deux objectifs principaux, qui ont fagonné les deux prochains chapitres :

1) nous proposons de caractériser une modification post-traductionnelle de NUR77 susceptible de
modifier son activité, la SUMOylation, afin de mieux comprendre son activité. Ce volet représente

le chapitre 2 de cette these.

2) la caractérisation de I’interactome de NUR77 dans des cellules vivantes est privilégiée afin de
cartographier ses interacteurs potentiels et ainsi, élucider les mécanismes relatifs a son activité.

Cette ¢tude constitue le chapitre 3 de cette these.

Ces caractérisations nécessitent 1’utilisation de tests moléculaires, spécifiques et sensibles.
Les essais rapporteurs (Figure 11) et la technologie APEX2 (Figure 12) ont donc été optimisés a

cet effet pour mener a bien les objectifs 1 et 2, respectivement.
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1- Monomeére 2- Homodimére

Transcription

Firefly Luciferase | ——

Figure 11 - Illustration du fonctionnement des essais rapporteurs

NBRE/NurRE

Un vecteur d’expression pour NUR77 et un vecteur rapporteur contenant le gene Firefly
Luciferase, précédé d’un promoteur contenant un élément de réponse de NUR77 monomérique
(NBRE) ou homodimérique (NurRE), ont été transfectés de maniere transitoire dans des cellules
de mammiferes HEK293. 36h plus tard, le substrat de la Firefly Luciferase (la luciférine) a été

ajouté et l’intensité de luminescence a été évaluée grdace a un lecteur de plaque.

Biotin-Phenol +

H,0, Biotin affinity
\ capture ’
@ = > '

Protein identification by
Mass Spectrometry

Figure 12 - Illustration du fonctionnement de la technologie APEX2

La protéine NUR77 humaine a été fusionnée a APEX2 a sa partie N- ou C-terminale. 36h apres
avoir exprimé de maniere transitoire la protéine de fusion APEX2-NUR77 ou NUR77-APEX2 dans
des cellules de mammiferes, les cellules ont été incubées en présence de biotine-phénol pendant 30
min. Le substrat H>0> de APEX?2 a été ensuite ajouté pendant 1 min, permettant une biotinylation
des protéines qui se trouvent dans un rayon de 20 nm de la protéine de fusion. Les protéines
biotinylées sont purifiées a [’aide d’un systeme de capture d’affinité de la biotine (billes de

streptavidine) et les protéines sont identifiées grace a la spectrométrie de masse.
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Chapitre 2 — Complex regulation of orphan nuclear receptor
NUR77 (NR4A1) transcriptional activity by SUMO2 and
PIASYy

Article publié dans: Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research. Volume
1868, Issue 2, February 2021, 118908.

Cet article a été modifié de la version publié¢e en ligne dans ce chapitre de these.

Auteurs: Fatéma Dodat®, David Cotnoir-White®®, Elham Dianati®, Amandine Vallet®, Sylvie

Mader® and Daniel Lévesque®*
Affiliations: ‘Faculté de Pharmacie, Université de Montréal, Montréal, Oc, Canada

bInstitut de Recherche en Immunologie et en Cancérologie (IRIC), Université de Montréal et
Département de biochimie et médecine moléculaire, Faculté de Médecine, Université de Montréal,

Montréal, Qc, Canada

*Auteur correspondant pour I’article

2.1 Contribution de la candidate

La majorité¢ des plasmides utilisés pendant cette étude ont été¢ générés et vérifiés par la
candidate. Elle a également développé et optimisé les essais rapporteurs avec la contribution de
David Cotnoir-White, les Western blot et la RT-qPCR dans le cadre de cette étude et effectué
I’ensemble des expériences de cet article, excepté la co-immunofluorescence menée en
collaboration avec Elham Dianati et le Western blot de la figure supplémentaire 1 qui a été réalisé
par Amandine Vallet. La candidate, Daniel Lévesque et Sylvie Mader ont participé a ’analyse,

I’interprétation des résultats et a la rédaction du manuscrit.
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2.2. Résumé

NUR77 (NGFI-B) est un récepteur nucléaire qui appartient a la famille NR4A des
récepteurs nucléaires orphelins (NR4Al). Ce facteur de transcription est impliqué dans la
régulation de multiples fonctions, telles que la régulation du cycle cellulaire, I'apoptose,
l'inflammation, le métabolisme du glucose et des lipides et la fonction cérébrale. Cependant, les
mécanismes impliqués dans ses différentes propriétés régulatrices restent peu définis a ce jour.
Dans I’objectif de démystifier les mécanismes de régulation de NUR77, nous avons identifié la
protéine activated STAT gamma protein inhibitor (PIASy), une E3 SUMO-protéine ligase, qui
réprime de maniere significative l'activité transcriptionnelle de NUR77 dans les cellules HEK293T.
Cette activité de PIASy est modulée par la Sentrin SUMO specific protease 1 (SENP1). La
substitution de deux sites potentiels de SUMOylation phylogénétiquement bien conservés, la lysine
102 (K102) et 577 (K577) par des résidus d'arginine (R) a modulé I'activité transcriptionnelle de
NUR77. En particulier, les mutants NUR77-K102R et NUR77-K102R/K577R ont
significativement diminué I'activité transcriptionnelle de NUR77, tandis que la substitution unique
de K577R a augmenté l'activité transcriptionnelle de NUR77. La répression de l'activité
transcriptionnelle de NUR77 par SUMO2 et PIASy a été réduite par la mutation K577R, tandis que
le mutant K102R est resté insensible a la surexpression de la SUMO?2. Par ailleurs, les effets de ces
sites accepteurs SUMO dans NUR77 sont distincts de ceux précédemment observées sur son
homologue NURRI. Ainsi, la présente étude a identifi¢ SUMO2 et PIASy comme d'importants

corégulateurs transcriptionnels de NUR77.

2.3. Highlights

e The mechanisms involved in NUR77 (NR4A1) regulatory properties remain unclear.
e PIASy, a E3 SUMO-protein ligase, potently represses NUR77 transcriptional activity.

e PIASy activity is sensitive to Sentrin SUMO-specific protease 1 (SENPI).
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e SUMO acceptor sites K102 and K577 modulated NUR77 transcriptional activity in

opposite directions.

e The study identifies SUMO2 and PIASy as important transcriptional coregulators of
NURT77.

2.4 Abstract
NUR?77 (NGFI-B) is a nuclear receptor that belongs to the NR4A family of orphan nuclear

receptors (NR4A1). This transcription factor has been implicated in the regulation of multiple
functions, such as cell cycle regulation, apoptosis, inflammation, glucose and lipid metabolism,
and brain function. However, the mechanisms involved in its different regulatory properties remain
unclear. In search for regulatory mechanisms of NUR77 function, we identified that Protein
Inhibitor of Activated STAT gamma (PIASy), an E3 SUMO-protein ligase, potently repressed
NUR77 transcriptional activity in HEK293T cells. This PIASy activity was sensitive to Sentrin
SUMO-specific protease 1 (SENP1). Substitution of two putative phylogenetically well-conserved
small ubiquitin-like modifier (SUMO) acceptor sites, lysine 102 (K102) and 577 (K577) by
arginine residues (R) modulated NUR77 transcriptional activity. In particular, NUR77-K102R and
NUR77-K102R/K577R mutants strongly decreased the transcriptional activity of NUR77, whereas
single K577R substitution increased transcriptional activity of NUR77. Repression of NUR77
transcriptional activity by SUMO2 and PIASy was reduced by the K577R mutation, whereas the
K102R mutant remained insensitive to SUMO2. Interestingly, the roles of these SUMO acceptor
sites in NUR77 are distinct from previously observed activities on its close homolog NURR1. Thus,
the present study identified SUMO2 and PIASy as important transcriptional co-regulators of
NURT77.

Abbreviations

PIASy, Protein Inhibitor of Activated STAT gamma ; SENP1,Sentrin SUMO-specific protease 1 ;
SUMO, Small Ubiquitin-like Modifier ; NGFI-B, Nerve Growth Factor Inducible gene B ; RXR,
retinoid X receptor ; NBRE, NGFI-B response element ; NurRE, Nur Responsive Element ; PTM,
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post-translational modification ; LBD, ligand binding domain ; DBD, DNA binding domain ; AF-

1, Activation Function-1 ; AF-2, Activation Function-2.

Keywords

NGFI-B ; Small ubiquitin-like modifier protein ; Protein inhibitor of activated STAT ; Gene

reporter assays ; Amino acid residue specific mutation ; SENP1 ; Phylogenetic analysis ; NURRI.
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2.5 Introduction

NUR77 (NR4A1, also known as Nerve-Growth Factor Inducible gene B, [NGFI-B] or
TR3), together with NURR1 (NR4A2, TINUR), and NOR-1 (NR4A3, MINOR) form the NR4A
subfamily of orphan nuclear receptors. This subfamily is involved in multiple essential
physiological processes such as cell cycle regulation, apoptosis, steroidogenesis, inflammation,
glucose and lipid metabolism and neurotransmission (Campos-Melo, Galleguillos, Sanchez,
Gysling et Andres, 2013; Kurakula et al., 2014; Maxwell et Muscat, 2006). The NR4A receptors
are classified as immediate early genes, which means that they are rapidly induced by a variety of
stimuli like growth factors, cytokines, neurotransmitters and stress (Campos-Melo et al., 2013;
Kurakula et al., 2014; Maxwell et Muscat, 2006). NUR77 and the other NR4A members share the
structural organization common to most nuclear receptors. This structure consists of the N-terminal
domain containing the Activation Function-1 (AF-1), the DNA-binding domain (DBD) and the C-
terminal domain containing the ligand binding domain (LBD) and the transcriptional activation
function-2 (AF-2) (Hsu, Zhou et Mountz, 2004). NUR77 and the other NR4A family members can
bind DNA as monomers to the NGFI-B response element (NBRE; AAAGGTCA) and as
homodimers or heterodimers with another NR4A family member to the synthetic consensus Nur-
response element (NurRE; TGACCTTTX6AAAGGTCA). Also, NUR77 and NURRI1 can form
heterodimers with a retinoid X receptor (RXR) partner and activate transcription through direct
repeat 5 (DRS5) retinoid response elements (Maira et al., 1999; Philips et al., 1997; Wilson, Fahrner,
Johnston et Milbrandt, 1991).

NR4A receptors belong to the orphan nuclear receptor class and are thought to function
without a canonical ligand binding pocket. Indeed, structural studies have shown that NUR77 and
NURRI ligand binding pockets are in closed conformation because of the presence of bulky
hydrophobic amino acid side chains and therefore lack the cavity to accommodate a ligand (Flaig,
Greschik, Peluso-Iltis et Moras, 2005; Wang, 2003). However, a recent structural analysis of
NURRI1 LBD supports the presence of a dynamic, solvent-accessible ligand binding pocket (de
Vera et al., 2019). Although some groups have identified potential ligand-induced NR4A activities
(Safe, 2014; Zhan, 2008), the mechanism of action of these ligands remains unclear. It is important
to note that NUR77, and other NR4A receptors, display an important constitutive transcriptional

activity, as compared to ligand-activated steroid hormone receptors (Flaig et al., 2005).
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Since NUR77 activities might be independent of endogenous ligands, their regulation by
post-translational modifications (PTMs) should play an important role in controlling signaling in
addition to regulation of receptor expression levels revue dans (Kurakula et al., 2014). Several co-
regulators that modulate Nur family member-dependent transactivation have been identified in
recent years and include the steroid receptor coactivator-2 (SRC-2), p300, P300/CREB-binding
protein (CBP)-associated factor (PCAF), and silencing mediator for retinoid and thyroid hormones
(SMRT) (Kelly, McKenna et Young, 2005; Wansa, 2002). In addition, PTMs such as the addition
of a Small Ubiquitin-like MOdifier peptide (SUMO), phosphorylation and ubiquitination have
been also shown to be key regulators of nuclear receptor activity, including NR4A receptors
(Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004; Kurakula et al., 2014; Zhang et al., 2017). Modification by
SUMO regulates various aspects of cell physiology including cell cycle, transcription, intracellular

trafficking and cell signaling (Hannoun, Greenhough, Jaffray, Hay et Hay, 2010).

SUMOylation is a PTM that targets lysine (K) residues mainly within a consensus sequence
composed of a characteristic YKX(E/D) motif (¥ being a hydrophobic residue, K lysine residue,
X any residue, E is for glutamic acid and D for aspartic acid). The SUMO modification process is
dynamic and requires the action of three enzymes: an E1 activating enzyme (SAE1/SAE2), the E2
conjugation enzyme (Ubc9) and an E3 ligase enzyme (like PIAS proteins or RanBP2), while
SUMO residues are removed by Sentrin SUMO-specific proteases (SENPs) (Henley, Craig et
Wilkinson, 2014; Kaur, Park, Pandey, Azuma et De Guzman, 2017; Kunz, 2018).

Previous reports have shown that the NUR77 homolog NURRI1 contained multiple putative
consensus SUMOylation sites located in the N- and C-terminal portion of human NURRI
(including lysine 91 [corresponding to lysine 102 in human NUR77] and lysine 577, respectively)
(Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004). NURRI1 transcriptional activity was repressed by the
SUMO E3-ligase, Protein Inhibitor of Activated STAT gamma isoform (PIASy), and this inhibition
was enhanced by SUMO type 2 (SUMO2) SUMOylation at lysine 91 (Arredondo, 2013;
Galleguillos, 2004). It has recently been shown that NUR77 SUMOylation at both Lysine 102 and
577 residues can be associated with receptor degradation and substance P-induced autophagic cell
death in specific cellular contexts (Zarraga-Granados G, 2020; Zhang et al., 2017). However, the
role of individual SUMO acceptor sites in mediating the effects of SUMO and PIAS proteins on

the regulation of NUR77 transcriptional activity has never been reported.
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To gain more insights into the molecular mechanisms that govern NUR77 transcriptional
activity, we evaluated the regulatory impact of SUMO2 and of E3 ligase PIASy on NUR77
transcriptional activity. Using gene reporter assays in HEK293T cells, we showed that both PIASy
and SUMO2 can act as suppressors of NUR77 transcriptional activity and that the effect of PIASy
was partially dependent on a SUMO activity. Mutations of putative SUMO acceptor sites lysine
residues (K) 102 and 577 into arginine residues (R) had opposite effects on modulation of NUR77
transcriptional activity. SUMO2 repression was respectively abolished or reduced in the presence
of the K102R or the K577R mutation. PIASy repression was partially reduced with the K577R
mutation, but was independent of the K102R mutation. Altogether, these data suggest an important

role of PIASy and SUMO?2 in the regulation of NUR77 transcriptional activity.

2.6 Materials and methods

a- Plasmids

The human NUR77 ¢cDNA was subcloned into the pcDNA3.1(+1) expression vector (Clontech,
Mountain View, CA, USA) between the BamH1 and Nhel sites. NUR77-K102R, NUR77-K577R
and NUR77-K102R/K577R mutations were introduced using the Q5® Site-Directed Mutagenesis
Kit (New England Biolabs, E0554S) according to the manufacturer protocol. Point mutations were
generated using the mutagenic primers (fwd: GCCTCCTTCAgGTTCGAGGACTTCC; rev:
AGAGGCAGGGGAGGTGGC) for K102R and (fwd: TTCTACCTCAgGCTGGAGGACTTGG;
rev: GATGCGCTGCAGGCCCTQG) for K577R. All mutants were verified by DNA sequencing.
Response elements NBRE (5’-AAAGGTCA-3") and NurRE (5'-TGACCTTTx6AAAGGTCA-3")
were subcloned in the pGL3 expression vector upstream the Firefly Luciferase reporter gene at the
Bglll site (yielding 3xNBRE-Fluc and 3xNurRE-Fluc, respectively). Flag-mPIAS3 and Flag-
hPIASy plasmids were gifts from Dr. Ke Shuai (Addgene plasmids #15207 and #15208;
https://www.addgene.org) (Chung et al., 1997), the Flag-hSENP1 was a gift from Dr. Edward Yeh
(Addgene plasmid #17357) (Cheng, Kang, Zhang et Yeh, 2007). The eYFP-HA-SUMO2 was
subcloned into pcDNA3.1. The pGFP-N2 plasmid (Clontech) was used to normalize transfection.

b- Cell culture and transient transfection
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Human embryonic kidney 293T (HEK293T) cells were maintained in Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), 2 mL/500 mL glutamine, and 100 U/mL penicillin-
streptomycin (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) at 37 °C in 5% CO2. Transfections were carried out
using the polyethylenimine (PEI; Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) method (300 ng of
linear PEI plus 100 ng of branched PEI for 100 ng of DNA). To maintain the same ratio of DNA
in the co-transfections, we used the empty vector pcDNA3.1 to equilibrate the amount of total DNA

transfected.
c- Gene reporter assays

HEK?293T cells were plated in 12-well plates (White Optiplate; PerkinElmer, Waltham, MA) at a
density of 1 x 105 cells per well. Since preliminary results indicated that NUR77 mutant plasmids
had reduced protein expression compared to wild-type NUR77 (see also Fig. 3A), cells were co-
transfected with 100 ng of NUR77, 200 ng of NUR77-K102R, or 150 ng of NUR77-K577R or
NUR77-K102R/K577R mutants, in order to obtain similar protein levels of expression for all
constructs. Similar preliminary titration experiments were performed to determine transfection
conditions of constructs that generated similar PIAS protein levels in basal conditions (see
supplementary Fig. S1). Western blots showing protein levels of transfected plasmids for all
experimental conditions used are presented in the supplementary data file, Figs. S1, S2, S4 and S7.
Three hundred nanograms of reporter plasmids 3xNBRE or 100 ng of 3xNurRE were used in
indicated experiments. A reporter gene expressing the GFP fluorophore (100 ng) was included in
all experiments as an internal control for transfection efficiency. To make sure that the same
amount of DNA was used in all experiments, pcDNA3.1 was transfected as carrier DNA to
normalize transfected DNA quantity up to 1.5 pg/well. Cells were harvested 48 h after transfection
and luciferase activities were measured after addition of luciferin (500 pM; NanoLight
Technology) at 560 nm wavelength on the Veritas microplate luminometer (Turner Biosystems,
Sunnyvale, CA, USA). Results were normalized for transfection efficiency with the GFP signal
(400 nm excitation and 515 nm emission wavelengths) on a Spectramax 190 plate reader

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and data were expressed as relative activation levels.

d- Western blotting
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Cells were grown and transfected in 100 mm plates and lysed with 0.5 mL of RIPA lysis buffer
(25 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate, 0.1%
SDS), supplemented with a cocktail of proteases (Roche, #05892970001) and phosphatase
inhibitors (Roche, #4906845001). Cell extracts were incubated with rotation during 1 h at 4 °C and
centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. Protein extracts were dosed using the Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo-Fisher, #23225). Western blot was performed using Criterion XT Precast Gel,
10% Bis-Tris, (BioRad #3450112) with a mouse monoclonal anti-NUR77 antibody (BD
Pharmingen™, #554088) followed by an anti-mouse HRP-linked IgG antibody (Cell signaling,
#7076) and a rabbit monoclonal anti-B-actin antibody (Cell signaling #4970) followed by an anti-
rabbit HRP-linked IgG antibody (Cell signaling, #7074). To evaluate epitope-tagged PIAS (Flag-
PIAS3 and vy) protein expression, an anti-Flag antibody (Abcam, #ab18230) was used. An anti-
GFP (Roche, #11814460001) was used to evaluate GFP protein levels for eYFP-HA-SUMO2
plasmid. Molecular weight markers (Precision Plus Protein Kaleidoscope Pre-stained standards
#1610375, Bio-Rad) were incorporated in all gels. For cycloheximide time course experiment, cells
were treated with 50 pM of cycloheximide (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) and collected
every hour for up to 6 h.

e- RNA extraction, reverse transcription and quantitative PCR (RT-gPCR)

HEK293T cells were seeded in 12-well plates (White Optiplate; PerkinElmer, Waltham, MA) at a
density of 1 x 105 cells per well. The next day, cells were co-transfected with 100 ng of NUR77,
or 200 ng of NUR77-K102R, or 150 ng of NUR77-K577R or NUR77-K102R/K577R mutants. 48
h after transfection, cell pellets were lysed with QIAzol (QIAgen 79306 (Toronto, ON, Canada))
and RNA was extracted according to manufacturer's instructions. RNA was reverse transcribed
with the MultiScribe Reverse Transcriptase enzyme (50 U/puL) and cDNA was quantified by qPCR
(Light Cycler 480) using Tagman Fast qPCR MasterMix (Applied Biosystems). Primer sequences
for Glut4 (glucose transporter type 4) were: fwd: ggcatgggtttccagtatgt, rev: gectegagtttcaggtactctt).
Results were analyzed by the AACt method using two endogenous control genes (B-actin (Actb)
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh)). Results were normalized to the “wild
type NUR77” condition.

f- Co-immunofluorescence
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Forty-eight hours post-transfection, HEK293T cells were washed with PBS-1X, fixed with 4%
formaldehyde for 20 min and permeabilized with PBS-1X/0.01% Tween 20 for 10 min at room
temperature. After the final wash with PBS-1X, cells were blocked in 3% BSA-PBS-1x-0.01%
Tween 20 for 1 h at room temperature. Purified mouse anti-NUR77 antibody (BD Pharmingen™,
#554088) was diluted in blocking solution (1:100) and incubated with cells at 4 °C overnight. Goat
anti-Mouse IgG (H + L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor Plus 488
(Invitrogen, #A32723) was diluted in blocking solution (1:1000) and used to detect the primary
NUR77 antibody or as a specificity control. All cells were incubated with Texas Red™-X
Phalloidin antibody (Thermofisher, #T7471) diluted in blocking solution (1:250) at 4 °C overnight.
Between each antibody, cells were always washed 3 times with PBS-1X-0.01% Tween 20. DAPI
(4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride, Sigma Aldrich, # D1306) was used to stain the
nuclei. Cells were imaged in glass bottom Petri dishes (MatTek #P35GCOL-1.5-14-C). Image
acquisition was performed with a Zeiss confocal microscope (LSM700) and images were prepared

with the Zeiss Zen blue software.
g- Bioinformatic analysis

Putative SUMOylation sites were identified using three different SUMOylation algorithms: Abgent
SUMO plot™, https://www.abgent.com/sumoplot, GPS-SUMO, http://sumosp.biocuckoo.org/ and
SUMOhydro, https://omictools.com/sumohydro-tool. These algorithms identified multiple
sequences that conformed to the SUMO-consensus motif YKX(E/D) (¥ being a hydrophobic
residue, K lysine residue, X any residue, E is for glutamic acid and D for aspartic acid). The
alignment of NUR77 protein sequences across species from the NCBI library

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3164/ortholog) was performed on Clustal Omega software.
h- Statistical analysis

A one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey's multiple comparison post hoc
test was used to determine statistically significant differences among groups. Statistical

significance was set at P < 0.05.
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2.7 Results

1) PIAS3 and PIASY decrease NUR77 transcriptional activity on an NBRE response element
and PIASy repression is rescued by SENP1

Since it has been demonstrated that PIASy acts as a SUMO E3 ligase that regulates
transcriptional activity of NURRI through SUMOylation, while PIAS3 leads to NUR77
SUMOylation (Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004; Saijo, 2009; Zhang et al., 2017), we aimed
to investigate the involvement of these PIAS proteins on NUR77 transcriptional activity. To test
this possibility, we co-expressed PIAS3 or y with human NUR77 and the 3xNBRE reporter gene
in HEK293T cells. PIAS3 and PIASy significantly inhibited the transactivation of the 3xNBRE
reporter gene by NUR77 (Figure 13). Overexpression of PIAS proteins did not change the basal
activity of the reporter gene (Figure 13A) (Fig. S1 is showing similar expression levels from
transfected PIAS expression plasmids as assessed by Western blotting using a Flag Tag antibody).

To determine whether the effects of PIAS proteins are mediated via their activity as SUMO
E3 ligases, we co-expressed NUR77, PIASy and the SENP1 protease, which catalyzes the
deconjugation of SUMOylated proteins (Kunz, 2018). SENP1 significantly rescued NUR77
transcriptional repression by PIASy, the loss of 60% of NUR77 transcriptional activity being
reduced to 26% when SENP1 was added (Figure 13). Overexpression of SENP1 alone (without
NUR?77) remained without effect (Figure 13) (see Fig. S2 for comparison of protein levels of
transfected plasmids for experimental conditions presented in Figure 13). This result is compatible

with what has been previously observed with NURR1 (Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004).

2) The two major putative SUMO acceptor sites in NUR77 are well conserved across

evolution

Since a SUMO-dependent process seems to be involved in PIASy transcriptional repression
of NUR77, we decided to further investigate potential NUR77 SUMOylation sites. The analysis of
the human NUR77 protein sequence with three different SUMO acceptor site prediction algorithms
(Abgent SUMO plot™, GPS-SUMO, and SUMOhydro) identified multiple sequences that
conformed to the SUMO-consensus motif YKX(E/D) (Figure 14). All three analyzes identified
high probability scores for the two putative SUMO acceptor sites lysine residues 102 and 577, as
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previously described (Zhang et al., 2017). These sites are located in the AF1 and AF2 domains,
respectively (Figure 14B).

In addition, we also performed alignments of selected NUR77 protein sequences
surrounding the K102 and K577 sites from different species using the Clustal Omega software
(Figure 14C). The comparison of multiple NUR77 protein orthologues sequences indicates that
the K102 site is conserved across mammal species, whereas the K577 site is fully conserved down
through birds (crested ibis) and drosophila (DHR38), the ancestor of the NR4A receptor family
(Baker, 2003; Sutherland, Kozlova, Tzertzinis et Kafatos, 1995) (Figure 14C). These putative
SUMO acceptor sites are also well-conserved in NUR77 homologs NURR1 (K91, K577)
(Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004) and NOR-1 (K85, K605) (Figure 14C). This analysis
supports an important physiological role of these sites. However, the K102 consensus site seems
to appear later on in mammals (human, macaque, rat and mouse). To assess the involvement of
these consensus SUMO acceptor sites on NUR77 transcriptional activity, we generated mutants of
NUR?77, one in which the lysine 102 was replaced with an arginine (K102R), another in which
lysine 577 was replaced with an arginine (K577R) and the last one where both lysine residues were

replaced with arginine residues (K102R/K577R).

3) Mutations of putative SUMO acceptor sites affect neither NUR77 protein stability nor

localization

Since SUMOylation can modulate protein degradation, we evaluated protein expression of
wild type and NUR77 SUMO acceptor site mutants K102R and K577R (Figure 15). Non-linear
regression analysis of protein levels in HEK293T cell extracts collected at different time points
after cycloheximide treatment showed that wild type and NUR77 mutants have similar decay times
(Figure 15B), suggesting that these putative SUMO acceptor sites did not alter NUR77 protein
stability in this context. This result is consistent with data obtained for the NURR1 K91R mutant
(equivalent to K102R mutant for NUR77) (Arredondo, 2013) in HEK293T cells, but not with
NUR77 K102R/K577R double mutant in HeLa cells (Zhang et al., 2017) or triple NUR77 mutant
(K102R/K558R/K577R) in HEK293T cells (Zarraga-Granados G, 2020). In addition, localization
of NUR77 was not affected by mutations as wild type and NUR77 mutants are all mainly present
in the nuclear compartment (see Fig. S3).
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It is interesting to note that NUR77 Western blot signals generated two very close bands
(Fig. 15A), as previously reported with the antibody used herein (Zhang et al., 2017). Both bands
were reduced in the presence of cycloheximide and both signals were included in our
quantifications. However, the lower band was predominant at time 0 (before cycloheximide), while
this signal fainted away after cycloheximide treatment, whereas the upper band progressively
gained intensity. This suggests that these signals are differently affected by inhibition of protein

synthesis.

4) Mutations of putative SUMO acceptor sites differently modulate NUR77 transcriptional

activity

It has been shown that the AF-1 domain mediates transactivation and co-activator
recruitment of NUR77 and that the LBD/AF-2 domain containing the helix 11 is associated with a
NURT77 co-regulator interface (Flaig et al., 2005; Wansa, 2002). After co-transfection of the
constructs with reporter genes containing NUR77 response elements in mammalian cells (see Fig.
S4 for comparison of protein levels of transfected plasmids for experimental conditions presented
in Figure 16), we observed that mutating each of the NUR77 putative SUMOylation sites affected
NUR?77 transcriptional activity in an opposite manner with the 3XxNBRE reporter plasmid (Figure
16). More precisely, the K577R mutation significantly increased transcriptional activity, whereas
the K102R and K102R/K577R mutants lost more than 60% of the NUR77 transcriptional activity
(Figure 16). This suggests that integrity of the K102 residue is associated with NUR77 activity,

whereas K577 repressed its activity.

In addition, similar increased activity of the K577R mutant was also observed with a
3xNurRE reporter vector (see Fig. S5). The KI102R mutant was less responsive, but the
K102R/K577R double mutant potentiated the effect of the K102R mutation (Fig. S5). Surprisingly,
these effects (on NBRE and NurRE) are opposite to what has been observed with the two equivalent
SUMO acceptor sites in NURR1, mutation of K91 being associated with higher and mutation of
K577 with lower NURRI1 activity (Galleguillos, 2004). To validate the data obtained with our
artificial promoter constructs, we investigated the modulation of a target gene known to bind
NUR77 through a NBRE site, the glucose transporter type 4 (Chao, 2007a) using RT-qPCR.
Interestingly, overexpression of NUR77-K577R and NUR77-K102R/K577R in HEK293T cells
increased relative expression of GLUT4 mRNA (see Fig. S6).
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5) Repression of NUR77 transcriptional activity by PIASy is weaker with the K577R
mutation and SUMO2 potentializes PIASy repression

Then, we assessed whether mutations of these putative SUMO acceptor sites had an effect
on repression of NUR77 transcriptional activity exerted by PIASy. Overexpression of increasing
concentrations of PIASy (0, 50 and 200 ng) in HEK293T cells with wild type or NUR77 mutants
led to a dose-dependent decrease in both wild type and NUR77 mutant transcriptional activities
(Figure 17A; see Fig. S7 for comparison of protein levels of transfected constructs for all
experimental conditions presented in Figure 17). However, PIASy-induced repression was
attenuated in the NUR77-K577R mutant (70% reduction in wild type compared to 35% reduction
with NUR77-K577R mutant) (Figure 17A). Since the K102R mutation already strongly reduced
NURT77 activity, this may have limited the magnitude of PIASy effect. Nevertheless, high amounts
of PIASy significantly reduced transcriptional activity of the NUR77-K102R and NUR77-
K102R/K577R mutants on NBRE response elements (Figure 17A).

The isoform 2 of SUMO (SUMO2) has been shown to interact with NURRI1 on a
homologous SUMO acceptor sites (K91) (Arredondo, 2013) and to regulate NUR77 activity
(Zérraga-Granados G, 2020; Zhang et al., 2017). Co-expression of increasing concentrations of
SUMO?2 (0, 100, 300 ng) reduced wild type and NUR77-K577R mutant transcriptional activities
in a manner similar to PIASy overexpression (Figure 17B). Reduction was also less pronounced
with the K577R mutation (100 ng and 300 ng of SUMO2 reduced wild type receptor activity by
38% and 67%, whereas 100 ng did not alter K577R mutant receptor activity and 300 ng reduced
its activity by 32%) (Figure 17B). However, NUR77-K102R and NUR77-K102R/K577R mutants
were not affected by SUMO?2 overexpression (Figure 17B), suggesting that the effect of SUMO2
is lost in the presence of the K102R mutation. These results are compatible with the inhibitory
effect of PIASy and SUMO2 on NUR77 transcriptional activity being mediated in part via
SUMOylation at the K577 site, while K102 may contribute to activity of the receptor in a SUMO-
independent manner. We cannot exclude however that other SUMO isoforms or SUMO acceptor

sites also contribute to the repressive effect of PIASy overexpression.

Interestingly, combination of SUMO2 and PIASy overexpression further decreased wild
type transcriptional activity (up to 87% reduction) and to a lesser extend NUR77-K577R mutant
activity (58% reduction) (Figure 17B). Addition of PIASy + SUMO2 was also able to reduce
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NUR77-K102R containing mutants (Figure 17B), as observed in Figure 15A (200 ng condition).
Note that wild type and NUR77 mutant protein levels were similar in all experimental conditions
(see Fig. S7). Together, these results suggest that PIASy and SUMO2 cooperate to suppress NUR77
transcriptional activity, acting in part via the conserved K577 site, while mutation of the K102 site
residue strongly reduces transcriptional activity and the capacity of SUMO2 overexpression to

synergize with PIASy overexpression.
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2.8 Discussion

It is now well known that nuclear receptor activities are modulated by an array of co-
regulators, including PIAS proteins (Kurakula et al., 2014; Zhang et al., 2017), which promote
SUMOylation by enhancing recruitment of the E2 SUMO conjugase Ubc9 on target proteins
(Rytinki, 2009). While SUMOylation of transcription factors has been usually associated with
transcriptional repression, PIAS proteins have been shown to act either as co-activators and co-
repressors of nuclear receptors, acting in a catalytically-dependent or independent manner (Rytinki,
2009). In the present study, we used gene reporter assays to monitor the impact of overexpression
of PIAS proteins on NUR77 transcriptional activity at both monomeric and dimeric response
elements in HEK293T cells. We show that both PIAS3 and PIASy, which are homologous proteins
(Schmidt et Muller, 2003), although they regulate STAT activity and DNA binding differently
(Seif et al., 2017), both suppress NUR77 transcriptional activity, consistent with previous reports
linking each enzyme with NUR77 (NR4A1) or NURRI (NR4A?2) regulation (Arredondo, 2013;
Galleguillos, 2004; Zhang et al., 2017). Since PIASy was shown to regulate the transcriptional
activity of NURR1 we pursued our investigation with this isoform in order to compare regulation
of NURRI1 and NUR77 by this protein. A schematic summary of the results described herein is
shown in supplementary data, Fig. S8.

Our results indicate that PIASy and SUMO2 can act in a cooperating manner as NUR77
transcriptional corepressors. The SENP1 sensitivity of PIASy repression supports a mechanism
whereby PIASy elicits its action through NUR77 SUMOylation. This is compatible with reports
showing that NURRI transcriptional activity was regulated by PIASy-mediated SUMOylation
(Arredondo, 2013; Nishida et Yasuda, 2002; Sharrocks, 2006; Yunus et Lima, 2009). We further
evaluated the individual impact of two putative consensus SUMO acceptor sites in NUR77, lysine

residues 102 and 577, that are conserved in other NR4A members.

Phylogenetic analysis showed that a lysine residue at position 577 is present in most of the
NUR77 orthologs evaluated, whereas the one at position 102 appeared later in mammals,
suggesting that this site might represent a more recent adaptation of the gene. In addition, a similar
phylogenetic analysis comparing NURR1 or NOR-1 orthologs also generated similar conclusions

(see Figure 13C). It has been proposed that when putative SUMOylation sites are conserved
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between related proteins and species (as observed here), this could be an indicator of SUMOylation

at an endogenous level (Dustrude et al., 2017).

The repression exerted by PIASy and SUMO2 on NUR77 required, at least partially,
NUR?77 putative SUMO acceptor site K577, since repression was weaker when we mutated this
site. This repressive effect is reminiscent of a role for SUMOylation in decreasing transcriptional
activity of estrogen, glucocorticoid and androgen receptors (Hua, Ganti et Chambon, 2016;
Poukka, Karvonen, Janne et Palvimo, 2000; Traboulsi, 2019). Lysine 577 is located in helix 11 and
this helix is known to stabilize NURR1 and NUR77 activity through their co-regulator interface
(Flaig et al., 2005; Volakakis, Malewicz, Kadkhodai, Perlmann et Benoit, 2006; Wang, 2003), in
part by interacting with co-repressors that limit interactions between NUR77 and the transcriptional
machinery such as HDACI (Kang, 2010) and TIM-1 (Balasubramanian, Kota, Kuchroo,
Humphreys et Strom, 2012). It is therefore tempting to suggest that SUMOylation at lysine 577 in
NUR77 may be necessary for the recruitment of NUR77 co-repressors.

On the other hand, the NUR77-K102R mutant displayed a significant decrease of NUR77
transcriptional activity and was resistant to the inhibitory effect of SUMO?2 overexpression. Lysine
102 is within the AF-1 domain of NUR77 and this domain is known to interact with transcriptional
coactivators that enhance interactions between NUR77 and the transcriptional machinery
(Kurakula et al., 2014) such as CBP/p300, PCAF or SRC-1 (Kang, 2010; Kelly et al., 2005; Wansa,
2002). One obvious explanation is that lysine 102 may be involved in the recruitment of one of the
co-activators mentioned above. Additional experiments will be needed in order to validate this

hypothesis.

Comparison of the transcriptional activity of wild type and NUR77 mutants on the
monomer NBRE and homodimer NurRE response elements is interesting because the increase of
transcriptional activity observed with mutant K577R is higher, whereas the decrease with K102R
is smaller on the homodimer than on the monomer response element (compared Figure 16 and Fig.
S5). Of note, the K577 residue location partially overlaps with the region involved in the
dimerization of NURR1 and NUR77 (Flaig et al., 2005; Volakakis et al., 2006), although the
specific involvement of K577 residue in NUR77 dimerization has never been experimentally
investigated. Nevertheless, the present results suggest that the difference of activity observed

between homodimeric and monomeric response elements might be influenced by this residue.
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Also, the K102R mutation appears to mask the effect of the K577R site on NurRE response
elements, supporting an activating role of the K102 residue in NUR77 activity, contrary to the
K577 residue.

Interestingly, overexpressing NUR77-K577R and NUR77-K102R/K577R induced a
significant increase of NUR77 target gene Glut4 expression in HEK293T cells, as compared to
wild type NUR77 (see Fig. S6). As Glut4 is known to be induced by NUR77 expression (Chao,
2007a), this confirms that mutation of K577R induced activation of NUR77 target gene observed
with artificial reporter assays, and suggests that this putative SUMO acceptor site could induce an
activation of NUR77 target genes in physiological conditions. However, the effect observed with
the K102R/K577R double mutant differs from the results observed in reporter assays, suggesting

a context-dependent impact of these residues and/or their SUMOylation.

The mechanism underlying the ability of PIASy to repress NUR77-dependent transcription
remains so far partly elusive. SUMOylation of other acceptor sites might be involved, as well as of
other NUR77 cofactors. In addition, mutations of the SUMO acceptor sites may affect other
properties of NUR77, such as its conformation, stability and/or capacity to recruit specific
cofactors, complicating interpretation. Of note, the stability of the NUR77 protein was not
significantly changed in the presence of these mutations in our study. This differs from previous
results reporting that NUR77 SUMOylation could lead to increased degradation of the receptor
(Zéarraga-Granados G, 2020; Zhang et al., 2017). One possible explanation is the difference in
experimental designs and cellular context used in these studies (different cell types, the use of

double or triple mutant).

A striking finding of the present study is the opposite effects of the mutations of putative
SUMO acceptor sites on transcriptional activity of NUR77 compared to NURRI1 (Arredondo,
2013; Galleguillos, 2004). Indeed, the NURR1 K91 site was associated with lower, and the K577
site with higher, NURRI1 transcriptional activity. The K91 residue of NURRI is part of a synergy
control motif (G85-X4-IKVE) (Arredondo, 2013). The K102 residue of NUR77 may also be
included in a synergy control motif (P96-X4-FKFE) (Iniguez-Lluhi et Pearce, 2000), but the
proline residue is flanked by a serine residue (S95) targeted by JNK kinase (Liu, 2007) and the
isomerase Pinl (Chen, 2012) in NUR77. Thus, mutation of the K102 residue may interfere with
phosphorylation-dependent regulatory processes. Conversely, SUMOylation at K102 might be
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regulated by the state of phosphorylation at S95 residue, as reported in other synergy control motifs
(Hietakangas, 2006). It is important to mention that the S95 residue of NUR77 is not conserved in
NURRI (Kurakula et al., 2014).

Although NUR77 and NURRI1 have been shown to display redundant activities (Lee, 1995),
they may play different roles in a specific cellular context. For example, they seem to have opposite
roles in midbrain dopamine neurons of the substantia nigra, where NURR1 exerts a pro-survival
activity (Wallen-Mackenzie, 2003), whereas NUR77 is associated with dopamine cell loss after
exposition to neurotoxins (Rouillard, 2018). Differential PTMs of NUR77 and NURR1 may
explain, at least in part, differential activities of NUR77 and NURRI, despite the fact that they

regulate similar gene responsive elements.

2.9 Conclusions

In summary, our results indicate that SUMO2 and PIASy are co-regulators of NUR77 that can play
a key role in limiting the transcriptional activation mediated by this orphan nuclear receptor. To
fully understand the regulation of NUR77 transcriptional activity by SUMOylation, the next steps
should focus on extensively characterizing the SUMOylation sites of NUR77 and the signaling

events controlling receptor SUMOylation.
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2.10 Figures
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Figure 13 - Protein inhibitors of Activated STAT (PIAS3 and PIASy) repress NUR77
transcriptional activity on NBRE response element and sentrin SUMO-specific protease

1 (SENP1) rescues PIASY repression.

HEK293T cells were transiently transfected with 3xNBRE-Rluc (300 ng), human NUR77 (100 ng),
PIAS3 or y (200 ng) and human SENPI (200 ng) constructs. Forty-eight hours post-transfection
cells were harvested and lysed. Then, samples were assayed for luciferase activity. Histogram bars
represent mean + SD (results are representative of 2 experiments performed independently with 3
technical replicates in each experiment). One-way ANOVA analysis followed by Tukey's multiple
comparison post-hoc test was applied to determine statistical significance (* p < 0.05 and *** p
< 0.001 vs NBRE + NUR77 control (CONT) group; ###p < 0.001 vs NBRE + NUR77 + PIASy
group) (see supplementary data, Figs. SI and S2 for additional information).
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K102

NUR77

K577

Homo sapiens (human) sssaTSPASAFKFEPFOVYGCYPGPLSGPVDEALSSSG 128  LORIFYLKLEPLVPPPPIIDKIFMDTLEF 598
Macaca fascicularis (macaque) ssSATSPASA. FRKFEDFQVYGCYPGPLSGPVDEALSSSG 200 LORIFYILRLEDLVPPPPIIDKIFMDTLPF 670
Rattus norvegicus (rat) 5SSATSPASAYFKFEDFQVYGCYPGTLSGPLDETLSSSG 127  LQRIFJLKLEPLVPPPPIVDKIFMDTLSF 597
Mus musculus (mouse) SSSATSPASAYFKFEDFQVYGCYPGTLSGPLDETLSSSG 130  LORIF(LKLEPLVPPPPTVDKIFMDTLSF 601
Nipponia nippon (Crested ibis) —————— = - - e 0 LORIFY[LKLEDLVPPPPIVDKIFMDTLPF 353
Drosophila melanogaster (DHR38) --SPSSSASSLYEYNGV-———====—=————meouu SAA a1 TORIFYLKLEDLVPAPALIENMFVTTLPF 551
K91 NURR1 K577
Homo sapiens (human) GQQOSYIKVEDIQMENYQQHSHLPPQSEEMMPHSGSV 120 QGLQRIFY[LKLEpPLVPPPAIIDKLFLDTLPF 598
Macaca fascicularis (macaque) GQOSHIKVEDIQMHENYQQHSHLPPQSEEMMPHSGSY 120 QGLORIFY[LKLEDLVPPPAIIDKLFLDTLPF 598
Rattus norvegicus (rat) GQQOSYIKVEPIQMHNYQQHSHLPPQSEEMMPHSGSV 120 QGLQRIFY[LKLEDLVPPPAIIDKLFLDTLPF 598
Mus musculus (mouse) GQQSHIKVEPIQMHNYQQHSHLPPQSEEMMPHSGSV 120 QGLQRIFY[LKLEDLVPPPAIIDKLFLDTLPF 598
Nipponia nippon (Crested ibis) GOOSHIKVEPIQMHGYQQHGHLPPOSEEMMSHSGSY 120 QGLQRIFY[LKLEDLVPPPAIIDKLFLDTLPF 538
Drosophila melanogaster (DHR38) GoOOO0O000S YQQHNY —————— ——————— NSHNGER 107 QGLORIFY[LKLEPLVPAPALIENMFVTTLPF 551
NOR-1 K605
Homo sapiens (human) SNYELKPSCVYQMQ-—---- 100  EPTESKVLGALVELRKICTLGLQRIFYLKLEDLVSPPS
Macaca fascicularis (macaque) SNYELKPSCVYQMQ-—-——- RPI 100 EPTESKVLGALVE! TLGL FYL PPS
Rattus norvegicus (rat) SSCELEPSC 1 274 EPSEPKVLRALVE TOGLORIFYLKLEPLVSPPS
Mus musculus (mouse) ssCELKEP {PP--5 100  EPSEPKVLRALVELRKICTQGLQRIFYLKLEDLVPPPS
Nipponia nippon (Crested ibis) GsYELKPSCLYOMOSASSG 104 REPKVLGVLAD CTLGLQRIFYLKLEPLVPAPS
Drosophila melanogaster (DHR38) 56 YFSRLLGKLPELRSLSVQGLQRIFYLKLEPLVPAPA

A) In silico analysis of SUMO acceptor sites in human NUR77. The table shows the SUMO motif
sequences and probability scores of the potential SUMO acceptor sites (YKxE/D) of human
NUR?77 according to three different softwares. Putative SUMO acceptor lysines (K) are in bold
and potential SUMO sites are underlined. B) Putative NUR77 SUMO acceptor site at K102 is
contained in the activity function domain-1 (AF-1 or transactivation domain, TD), whereas K577
site is in the ligand binding domain (LBD)/AF-2 domain. DBD, DNA binding domain. C)
Phylogenetic alignments of amino acid segments of NUR77, NURRI and NOR-I proteins
containing putative SUMO acceptor sites K102 and K577 across different species with an ortholog
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Figure 14 - Putative SUMO acceptor sites K577 and K102 are highly probable and

phylogenetically well-conserved in NUR77.

of NUR77 from drosophila (DHR38) with Clustal Omega software.
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Figure 15 - Mutations of putative SUMO acceptor sites K102 and K577 do not affect
NUR?77 protein stability.
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HEK?293T cells were transfected with human NUR77 (100 ng), NUR77-K102R (100 ng), NUR77-
K577R (100 ng) or NUR77-KI102R/K577R mutant (100 ng). A) Representative Western blots
generated 36 h after transfection of the cells treated or not (time 0) with protein synthesis inhibitor
cycloheximide (50 uM) and harvested at the indicated hours. Total extracts were migrated in SDS-
PAGE and Western blots performed with anti-NUR77 and anti-f-actin (load control) antibodies.
Expected signal bands are ~64 kDa for NUR77 and ~45 kDa for f-actin (MW, molecular weight
markers). B) Quantitative densitometry analysis was performed and analyzed using non-linear
regression (one phase decay) best least squares fit. Data are expressed as percentage of wild type
NUR?77 levels or respective NUR77 mutant expression normalized over B-actin levels at zero time
point. Each time point corresponds to the mean £+ SEM (N = 3 experiments performed
independently with 3 technical replicates in each experiment). No significant difference was

evidenced between wild-type and NUR77 mutants.
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Figure 16 - Mutations of putative SUMO acceptor sites K102 and K577 modulate
NURT77 transcriptional activity.

HEK?293T cells were transiently transfected with 3xNBRE-Fluc (300 ng) with wild type NUR77
(100 ng), NUR77-K102R (200 ng), NUR77-K577R (150 ng) or NUR77-K102R/K577R mutant (150
ng). Forty-eight hours post-transfection, cells were harvested and the extracts assayed for
luciferase activity. Control condition contains the NBRE construct alone. Histogram bars

represent mean £ SD (N = 3 experiments performed independently with 3 technical replicates in
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each experiment). One-way ANOVA analysis followed by Tukey's multiple comparison post-hoc
test was applied to determine statistical significance (* p-value <0.05 and *** p-value <0.001 vs

NUR77 group) (See supplementary data, Fig. S4 for additional information).
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Figure 17 - Both PIASy and SUMO2 repress NUR77 transcriptional activity and SUMOQO2

potentializes PIASy repression.

(A) HEK293T cells were transiently transfected with 3xNBRE-Fluc (300 ng), with NUR77 (100
ng), NUR77-K102R (200 ng), NUR77-K577R (150 ng) or NUR77-KI102R/K577R mutant (150 ng)
and human PIASy (0, 50 or 200 ng) constructs. Forty-eight hours post-transfection, cells were
harvested and the extracts assayed for luciferase activity. The control condition contains the
3xNBRE construct alone. Histogram bars represent mean = SD (results are representative of 2
experiments performed independently with 3 technical replicates in each experiment). A one-way
ANOVA analysis followed by a Tukey's multiple comparison post-hoc test was applied to determine
statistical significance between groups co-transfected with different concentrations of PIASy (***
p <0.001 and * p < 0.05 for wild type or mutant NUR77 with vs without PIASy, respectively; #p
< 0.05 and ###p < 0.001 for mutant NUR77 vs wild type NUR77 (0 ng PIASy). (B) HEK293T cells
were transiently transfected with 3xXNBRE-Fluc (300 ng) with human NUR77 (100 ng), NUR77-
KI102R (200 ng), NUR77-K577R (150 ng) or NUR77-KI102R/K577R mutant (150 ng) and human
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SUMO?2 (0, 100 or 300 ng) constructs. Groups of wild type and NUR77 mutant constructs were
also co-transfected with SUMO?2 (300 ng) + PIASy (200 ng). Forty-eight hours post-transfection,
cells were harvested and the extracts assayed for luciferase activity. Histogram bars represent
mean £ SD (results are representative of 2 experiments performed independently with 3 technical
replicates in each experiment). The one-way ANOVA analysis followed by a Tukey's multiple
comparison post-hoc test was applied to determine statistical significance between groups (* p <
0.05 and *** p < 0.001 for the impact of SUMO2 + PIASy overexpression vs the respective ()
SUMO?2 — 0 PIASy controls, ### p < 0.001 for mutant vs wild type NUR77 without SUMO2 and
PIASy overexpression) (see supplementary data, Fig. S7 for additional information).

85



2.11 Supplementary Figures
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Figure S1 - NUR77 and PIAS protein expression from our transfected constructs in

HEK?293T cells.

Top panel. Representative Western blots generated 36 hours after transfection of 3xNBRE-Rluc
(300 ng), NUR77 (100 ng), PIAS3 (200 ng) and/or PIASy (200 ng) are presented. Total protein
extracts from HEK293T cells were migrated in SDS-PAGE and Western blotting performed with
anti-NUR?77 antibody (BD Pharmingen™), anti-Flag (Abcam) to detect PIAS proteins, and anti-
b-actin (Cell Signaling) antibodies (this figure supports data presented in Figure 13) (control =
non transfected cells). Lower panels. Representative Western blots showing molecular weight
markers (Precision Plus Protein Kaleidoscope Pre-stained standards #1610375, Bio-Rad).
Expected signal bands are: around 64 kDa for NUR77 (lower left panel), about 80 kDa for PIAS
proteins (anti-Flag, lower middle panel) and 45 kDa for b-actin (lower right panel).
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Figure S2 - Co-expression of PIASy, SENP1, GFP and NUR77 proteins in HEK293T cells.

Top Panel. HEK293T cells were transiently transfected with 3xNBRE-Rluc (300 ng), human
NUR77 (100 ng), human PIASy (200 ng) and human Flag-SENPI (200 ng) constructs.
Representative Western blots generated 36 hours after transfection are presented. Total extracts
were migrated in SDS-PAGE and Western blotting performed with anti-NUR77, anti-Flag to detect
SENPI and PIASYy, and anti-b-actin antibodies. All experimental conditions show similar NUR77
and PIASy protein levels (this figure supports data presented in Figure 13) (NT= non transfected
cells). Lower panels. Representative Western blots showing molecular weight markers (Precision
Plus Protein Kaleidoscope Pre stained standards #1610375, Bio-Rad). Expected signal bands are:
around 64 kDa for NUR77 (lower left panel), about 80 kDa for PIAS proteins (anti-Flag, lower
middle panel), about 70 kDa for SENPI protease (anti-Flag) and 45 kDa for b-actin (lower right
panel).
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Figure S3 - Localization of NUR77 was not affected by mutations.
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HEK293T cells were transfected with 100 ng of human NUR77, 200 ng of NUR77-K102R, 150 ng
of NUR77- K577R or 150 ng of NUR77-K102R/K577R to ensure comparable amount of protein
expression. 48 h post-transfection, cells were stained with Phalloidin-Texas Red and NUR77
antibody coupled with secondary antibody coupled to Alexa-mouse 488 (in green) were used. The
bottom panel represents the isotype controls for NUR77. DAPI was used to stain the nuclei. Image
acquisition was performed with Zeiss confocal microscopy (NT= non transfected cells, scale bars

are located at lower panels bottom right corners and represents 10 um of length).
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Relative protein expression level

Figure S4 - Transfections of NUR77 and mutants with normalized plasmid amounts leads

to similar protein expression levels.

A) Left panel. HEK293T cells were transfected with 100 ng of human NUR77, 200 ng of NUR77-
KI102R, 150 ng of NUR77-K577R and 150 ng of NUR77-K102R/K577R. Representative Western
blots generated 36 hours after transfection is presented. Total extracts were migrated in SDS-
PAGE and Western blotting performed with anti-NUR77 and anti-b-actin (loading control)
antibodies (this figure supports data presented in Figure 14) (NT= non transfected cells). Right
panel. Representative Western blots showing molecular weight markers (Precision Plus Protein
Kaleidoscope Pre-stained standards #1610375, Bio-Rad). Expected signal bands are: around 64
kDa for NUR77 (rith top panel) and 45 kDa for b-actin (right lower panel).

B) Expression protein levels of NUR77 and mutants were evaluated from western blot from Figure
S4A. Histogram bars represent mean + SD of 3 experiments performed independently with 3
technical replicates in each experiment + SD. A one-way ANOVA analysis followed by a Tukey's

multiple comparison post-hoc test was applied to determine statistical significance.
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Figure S5 - Mutations of putative SUMO acceptor sites K102 and K577 modulate

transcriptional activity of NUR77 homodimers on NurRE response elements.

HEK- 293T cells were transiently transfected with the 3xNurRE-Fluc reporter vector with wild
type NUR77 or NUR77 mutants, as indicated. Forty-eight hours post-transfection, cells were
harvested, and the extracts assayed for luciferase activity. Histogram bars represent mean
luciferase activity + SD (N=3). One-way ANOVA analysis followed by Tukey’s multiple
comparison post-hoc test was applied and statistical significance is represented (* p-value < 0.05

and *** p-value < 0.001 vs NUR77 group; ## p<0.01 vs NUR77-K102R group).
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Figure S6 - Mutations of putative SUMO acceptor sites K577 and K102/K577 modulate
RNA levels of the NUR77 direct target gene GLUT4 in HEK293T cells.

Cells were transiently transfected with wild type NUR77 or mutants, as indicated. Twenty-four
hours post-transfection, cells were collected for total RNA extraction and RT-qPCR. Histogram
bars represent mean = SD relative expression of GLUTt4 (N=2). One-way ANOVA analysis
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followed by Dunett’s multiple comparison post-hoc test was applied and statistical significance

with NUR77 is represented (* P value < 0.05 vs NUR77 group).
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Figure S7 - Co-expression of PIASy, SUMO2 and or GFP and NUR77 proteins.

(A) HEK293T cells were transiently transfected with 3xNBRE-Fluc (300 ng), NUR77 (100 ng), or
NUR77-K102R (200 ng), NUR77-K577R (150 ng) or NUR77-K102R/K577R double mutants (150
ng), with human Flag-PIASy (50 or 200 ng) and human GFP-SUMO?2 (100 or 300 ng) constructs.
Representative Western blots generated 36 hours after transfection are presented. Total extracts
were migrated in SDS-PAGE and Western blotting performed with anti-NUR77, anti-Flag, anti-
GFP (to detect GFP and HA-SUMOZ2-YFP plasmids) antibodies (this figure supports data
presented in Figure 174 and B). (B) Representative Western blots showing molecular weight
markers (Precision Plus Protein Kaleidoscope Pre-stained standards #1610375, Bio-Rad) for wild
type NUR77 and NUR77-K102R mutant. Expected signal bands are: around 64 kDa for NUR77
(top left panel), about 80 kDa for PIASy protein (anti-Flag, top right panel), about 45 kDa for
SUMO? (anti-GFP for HA-SUMO-YFP plasmid, lower left panel) and 45 kDa for b-actin (lower
right panel). (C) Representative Western blots showing molecular weight markers (Precision Plus
Protein Kaleidoscope Pre-stained standards #1610375, Bio-Rad) for NUR77-K577R and NUR77-
KI102R/K577R mutants. Expected signal bands are: around 64 kDa for NUR77 (top left panel),
about 80 kDa for PIASy protein (anti-Flag, top right panel), about 45 kDa for SUMO? (anti-GFP
for HA-SUMO-YFP plasmid, lower left panel) and 45 kDa for b-actin (lower right panel).
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Figure S8 - Schematic summary of the results.
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The present data indicate that NUR77 transcriptional activity is regulated by SUMO?2 and PIASy.
Mutation of the two putative SUMO acceptor sites K102 and K577 regulate NUR77 activity in
opposite fashion. Mutation of K102 site strongly reduced NUR77 activity, whereas mutation of
K577 potentialized its transcriptional activity, suggesting that post-translational modifications at
these sites may participate in the upregulation (green arrow) and downregulation (red arrow) of

the expression of NUR77 gene targets, respectively.
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Chapitre 3 — Proximity labeling reveals APIS as a key
interactor of NUR77 (NR4A1) regulating apoptosis in MCF-7

breast cancer cells

Article en préparation

Auteurs: Fatéma Dodat'?, David Cotnoir-White'2, Eric Audemard?, Daniel Lévesque' and Sylvie

Mader®*
Affiliations: ‘Faculté de Pharmacie, Université de Montréal, Montréal, QOc, Canada
’Institut de Recherche en Immunologie et en Cancérologie (IRIC), Université de Montréal

*Auteur correspondant de I’article

3.1 Contribution de la candidate

La candidate a développé et optimisé¢ I’approche APEX2 utilisée pour caractériser les
partenaires de NUR77 rapporteurs, effectué¢ 1’ensemble des expériences de ce manuscrit ainsi que
les analyses des résultats de spectrométrie de masse. David Cotnoir-White a encadré la candidate
pendant le développement de 1’approche APEX2 et Eric Audemard a participé aux analyses bio-
informatiques de spectrométrie de masse. La candidate, Daniel Lévesque et Sylvie Mader ont
participé a I’analyse, a I’interprétation des résultats et a la rédaction du manuscrit. Ce manuscrit est

actuellement en préparation.
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3.2 Résumé

Le cancer du sein (BC) caractérisé par la présence du récepteur des cestrogénes (ER+) est
le sous-type le plus courant de BC. Bien que les thérapies endocriniennes puissent étre utilisées
pour lutter contre la progression de ces tumeurs, une résistance intrinséque ou acquise peut limiter
le succes thérapeutique di a la persistance de cellules tumorales locales ou déja disséminées.
NUR77 (NR4AT) est un récepteur nucléaire qui appartient a la famille des récepteurs nucléaires
orphelins NR4A. Ce facteur de transcription joue un role aussi bien pro-oncogénique que
suppresseur de tumeurs dans de nombreux cancers, parmi lesquels le BC. Pour explorer le réle de
NUR?77 dans le cancer du sein de type ER+, nous avons identifié¢ les protéines situées a proximité
de NUR77 dans des cellules HEK293 vivantes en utilisant une méthode de marquage basée sur
l'ascorbate peroxydase (APEX2) combinée a la spectrométrie de masse. Cette approche a permis
d'identifier 336 protéines, dont certaines sont des interacteurs connus de NUR77. Plusieurs
candidats jouent un role dans la régulation de la mort cellulaire et de I'apoptose, dont 1'inhibiteur
d'apoptose 5 (APIS5). Nous avons validé l'interaction entre API5S et NUR77 par co-
immunoprécipitation et démontré leur colocalisation par microscopie confocale dans les cellules
HEK?293 et MCF-7, ces dernieres étant des cellules de cancer du sein ER+. Nos expériences
indiquent que la suppression de I’expression de APIS est en synergie avec la privation de sérum
pour augmenter la mort cellulaire et les niveaux protéiques de NUR77. La stabilisation de NUR77
par suppression de APIS correle avec une augmentation de son activité transcriptionnelle. Nos
données suggerent que APIS inhibe NUR77 tout en protégeant les cellules tumorales mammaires
de I’apoptose, et sont supportées par le role pronostique opposé de ces deux protéines pour la survie
sans rechute du cancer du sein. De plus, nos résultats démontrent que le marquage des protéines
environnantes par la protéine de fusion recombinante APEX2-NUR77 peut identifier de nouveaux

interacteurs de NUR77 dans les cellules vivantes.

3.3. Highlights

e Identification of NUR77 interactome through APEX2 labeling in HEK293 cells

e Proteomics analysis identifies Apoptosis Inhibitor 5 (APIS) as a candidate NUR77 cofactor
e NUR77 and APIS interact and co-localize in ER+ breast cancer MCF-7 cells

e Downregulation of API5 increases NUR77 protein expression and activity which induces a

decrease in MCF-7 cell viability after serum deprivation
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3.4 Abstract

Estrogen receptor positive (ER+) breast cancer (BC) is the most common subtype of BC.
Although these tumors are candidates for endocrine therapies, intrinsic and acquired resistance
limit therapeutic success due to failure to achieve tumor cell clearance and prevent tumor
progression. NUR77 (NR4Al) is a nuclear receptor that belongs to the NR4A family of orphan
nuclear receptors. This transcription factor plays both a pro-oncogenic and a tumor suppressor role
in multiple cancers, among which BC, but its role in this disease remains unclear. To shed light on
NUR?77 function in BC ER+, we defined the network of proteins in the immediate proximity of
NUR77 in HEK293 living cells using an ascorbate peroxidase (APEX2)-based labeling method
combined with mass spectrometry. This approach identified 336 proteins, some of which are
known interactors of NUR77. Several candidates play roles in the regulation of cell death and
apoptosis including Apoptosis inhibitor 5 (APIS). We validated the interaction between API5 and
NUR77 by co-immunoprecipitation and demonstrated their co-localization by confocal microscopy
in both HEK293 and ER+ BC MCF-7 cells. Downregulation of APIS synergized with serum
withdrawal to increase MCF-7 cell death and NUR77 protein levels. NUR77 protein stabilization
by API5 depletion correlated with increased NUR77 activity. Our data suggest that APIS
suppresses NUR77 activity while protecting BC from apoptosis and are supported by opposite roles
of these proteins as prognostic factors for BC disease free survival. Moreover, our results
demonstrate that proximity labeling with a recombinant APEX2-NUR?77 fusion protein can

identify novel interactors of NUR77 in living cells.
Abbreviations

BC, Breast Cancer ; APIS, Apoptosis Inhibitor 5 ; APEX2, ascorbate peroxidase ; ER+, Estrogen

receptor positive
Key words

NUR77, APIS, interactome, APEX2 technology, apoptosis, breast cancer
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3.5 Introduction

Breast cancer (BC) is the most common cancer type in women and the leading cause of
cancer-related death around the world (Bray F, 2018). Based on the differential expression of
molecular markers, BC is classified into different subtypes associated with different prognosis and
therapeutic options (Sims AH, 2007). Estrogen receptor-positive (ER+) BC represents ~70% of
cases, and patients with this BC subtype can benefit from endocrine therapies that target estrogen
receptor (ER) alpha by preventing hormone synthesis or blocking estrogen binding to ER. Although
endocrine therapies represent an effective therapeutic approach for ER+ BC, response is limited by
high rates of intrinsic and acquired resistance during treatment (Dowsett, 2004; Schiff, 2011). Only
about 30% of patients with metastatic ER+ BC experience objective regression of tumor after initial
endocrine treatment, while another 20% have prolonged stable disease (Osborne et Schiff, 2011;
Roop, 2012; Szostakowska et al., 2019). As suggested (Fan et al., 2015), failure to eradicate tumor

cells may result from activation of alternative proliferation and survival pathways.

NUR77 (NR4AT1, also known as Nerve-Growth Factor Inducible gene B [NGFI-B], or TR3)
belongs to the family of orphan nuclear receptor (NR4A) together with NURR1 (NR4A2, TINUR),
and NOR-1 (NR4A3, MINOR). Like other nuclear receptors, NUR77 and the two other NR4A
members present several conserved domains consisting of the N-terminal transactivation domain
(TAD), the DNA-Binding Domain (DBD), and the C-terminal Ligand Binding Domain (LBD)
(Hsu et al., 2004). NR4A members can activate transcription and bind DNA as monomers on
NGFI-B-responsive elements (NBRE), which consists of an octanucleotide AAAGGTCA, and as
homodimers or heterodimers with another NR4A family member to the synthetic consensus Nur-
response element (NurRE) TGACCTTTX6AAAGGTCA (Philips etal., 1997; Wilson et al., 1991).
In addition, NUR77 and NURRI (but not NOR-1) can heterodimerize with RXR and activate
transcription through a DR-5 element in a 9-cis retinoic acid-dependent manner (Mangelsdorf,
1995a; Perlmann et Jansson, 1995). The NR4A family is thought to function without a canonical
ligand binding pocket. Structural studies have revealed that bulky hydrophobic amino acid side
chains lining the NUR77 and NURRI ligand binding pockets are responsible for a closed
conformation lacking a cavity to accommodate a ligand (Flaig et al., 2005; Wang, 2003). However,
a recent crystallographic study of NURR1 LBD suggests the presence of a dynamic, solvent-
accessible ligand binding pocket (de Vera et al., 2019).
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The NR4A receptors display constitutive transcriptional activity (Flaig et al., 2005) and
their expression is rapidly induced by a variety of stimuli such as growth factors, cytokines,
neurotransmitters and various stresses, which classify them as immediate early genes (Campos-
Melo et al., 2013; Kurakula et al., 2014; Maxwell et Muscat, 2006). This receptor family plays
essential roles in metabolic processes, vascular function, steroidogenesis, inflammation and central
nervous system (Campos-Melo et al., 2013; Kurakula et al., 2014; Maxwell et Muscat, 2006).
NUR77 is also overexpressed in various tumors and cancer cell lines, and evidence suggests that
this versatile transcription factor plays dual roles in cell survival and apoptosis in normal and cancer
cells (Li H, 2000b; Lin, 2004; Moll, 2006; Shannon, 2007; Wu, 2011). Knockdown of NUR77 by
RNA interference suggests that this receptor might be pro-oncogenic and regulates cell growth and
survival in many tumours types (Bras, Albar, Leonardo, de Buitrago et Martinez, 2000; Li H,
2000b; Sun, 2012b; Uemura et Chang, 1998), including in BC (Hedrick, 2015, 2016; Wu, 2017).
In addition, NUR77 mRNA expression was reported to be increased in ER+ breast tumor tissue
compared to normal breast (Muscat, 2013) and to correlate with decreased relapse-free survival in
breast cancer patients (Zhou F, 2014). However, NUR77 overexpression in ER+ ZR-75-1 BC cells
suggests that NUR77 might be an anti-migratory factor (Alexopoulou, 2010) in contrast with the
pro-migratory activity reported in the ER triple negative cell line MDA-MB-231 (Zhou F, 2014).
In parallel, several studies reported this nuclear receptor as an apoptosis-inducer in a wide variety
of cultured as well as primary tumor cell types such as bladder, colon and breast cancer (Cho, 2007;
Sun, 2012b; Wu, 2017). In ER+ MCF-7 BC cells induced by all-trans retinoic acid treatment,
highly expressed NUR77 interacts with RXRa and promotes the NUR77/RXRa signalling pathway
causing apoptosis (Ye Xf, 2004). Taken together, these results suggest an important role of NUR77

in regulating cell fate in BC that needs further characterization.

Despite the fact that NUR77 activity seems to be independent of endogenous ligands,
regulation by post-translational modifications (PTMs) such as phosphorylation, SUMOylation and
acetylation have shown an important role in controlling signaling in addition to regulation of
receptor expression levels (Dodat et al., 2021; Kang, 2010; Kurakula et al., 2014). Indeed, NUR77
acetylation is increased by p300 and treatment with a histone deacetylase inhibitor (HDAC1),
trichostatine A (TSA), induced NUR77 protein expression and activity (Kang, 2010). Also, a
literature review of NUR77 binding partners published in 2014 identified more than 80 NUR77 co-

regulators (Kurakula, 2014). Characterization of its interaction with key proteins in cancer
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development, such as Tumor Protein 53 (TP53), which interacts with NUR77 causing cell death
and B-cell lymphoma 2 (BCL-2), whose interaction with NUR77 in mitochondria activates
cytochrome c pathway and apoptosis, have provided a better understanding of NUR77 mechanisms
of action in regulating cell proliferation and cell death (Bouzas-Rodriguez, 2012; Lin, 2004; Zhao,
2006). Therefore, the elucidation of NUR77 interactome in BC can provide essential clues to its
function in this disease (Kenig, 2019; Pranavathiyani, 2018; Vidal, 2011). However, most of the
known NUR77 interactors were identified using co-immunoprecipitation in conjunction with mass
spectrometry. While unbiased, this approach however requires cell lysis, which can disrupt the
native cellular context and place constraints based on protein complex stability (Perkins et al.,

2010; van der Merwe et Barclay, 1994).

In this study, we used an alternative approach to identify NUR77 protein-protein interaction
network within its native environment using a proximity-based biotinylation identification
approach. As the modified soybean peroxidase APEX2 quickly biotinylates proteins in living cells
in presence of H»0>, this reaction has been combined with mass spectrometry to define the proteome
of organelles, including the mitochondrial matrix (Rhee et al., 2013) and intermembrane space
(Hung, 2016). This technique is performed in live cells, preserving sub-cellular compartment
integrity, and can detect even transient interactions. Based on peptide intensity, we identified 336
potential NUR77 interactors in HEK293 cells, that were significant (adjusted p-value < 0.05) and
enriched more than two times in the three biological replicates including the Apoptosis Inhibitor 5
(APIS) protein. We then used co-immunoprecipitation and co-localization to confirm that APIS
colocalized and physically interacted with NUR77, both in HEK293 and human ER+ BC MCF-7
cells. Finally, we showed that downregulation of API5 leads to an increase in NUR77 protein
expression and activity on its monomeric and homodimeric response elements and a decrease in
MCF-7 cell survival after serum deprivation. Furthermore, treatment of cells with MG132
proteasome inhibitor significantly stabilized NUR77 protein expression in the absence, but not the
presence of APIS downregulation. Interestingly, NUR77 is a predictor of good prognosis in ER+,
but not ER- breast tumors, while APIS expression predicts worse prognosis in ER-negative tumor
cells, where its expression is elevated. Altogether, our study shows that API5 may represent a new
key interacting partner of NUR77 that suppresses its signaling while protecting BC against

apoptosis.
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3.6 Materials and methods

Plasmids and reagents

The human NUR77 ¢cDNA was subcloned into the pcDNA3.1(+1) expression vector (Clontech,
Mountain View, CA, USA) between the BamH1 and Nhel sites as previously described (Dodat et
al., 2021). The pHAGE-fEIFla-ametrine plasmid was a gift from Dr Jeng-Shin Lee (Harvard
Medical School Plasmid,
https://plasmid.med.harvard.edu/PLASMID/GetVectorDetail.do?vectorid=233 ) and a T2A self-

cleaving peptide was inserted using Xbal and BsmB1 (fwd
GATCCGCCACGAACTTCTCTCTGTTAAAGCAAGCAGGAGACGTGGAAGAAAACCCC
GGTCCCA ; rev
GATCTGGGACCGGGGTTTTCTTCCACGTCTCCTGCTTGCTTTAACAGAGAGAAGTTCG
TGGCG). To generate pHAGE-fEIF1a-APEX2-NUR77-T2A-ametrine, human APEX2 cDNA
that was a gift from Dr Alice Ting (Addgene plasmids #49386; https://www.addgene.org/49386/)
and from which NES was removed and human NUR77 cDNA were subcloned in pHAGE-EIF1a-
T2A-ametrine using Gibson assembly in Nhel/BamH1 and BamH1/Xbal respectively (fwd : CGT
GAA GCG GCC GCA CCG GTC TGC AGC TAG CCA CCA TGG GAA AGT CTT ACC CAA
CTG TG ; rev : GAA GTT CGT GGC GGA ACC CAG ATC GAT TCT AGA GGC ATC AGC
AAA CCC AAQG).

pFR/TO-HIS-FLAG-HA-APIS plasmid was a gift from Dr Markus Landthaler (Addgene plasmids
#38074; https://www.addgene.org).

MG132 proteasome inhibitor (Abcam, #ab141003) was resuspended in DMSO (Sigma, #D8418)
at 10mM for a final concentration of treatment of 10uM.
siRNA

The siRNA targeting API5 and scrambled siRNA were purchased from Thermofisher (# 121609).
The siRNA sequence are as follows: API5 sense : 5 GGU GGU ACU AAG GAA AA GCTT 3’
API5 antisense : 5> GCU UUU CCU UAG UAC CAC CTT 3’ ; scrambled sequence sense : 5'-
GGA ACG AUG CGA CCU CAU AATT-3"; scrambled sequence antisense : 5° GUU UCC UAG
UAC CUU CAC CTT.

Cell culture and transient transfection
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Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), 2 mL/500 mL glutamine, and 100 U/mL penicillin-
streptomycin (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) and Human Breast Cancer cells MCF-7 were
maintained in Minimum Essential Medium Eagle - alpha modification (¢aMEM) supplemented with
5% fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) and 100 U/mL penicillin-
streptomycin (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) at 37°C in 5% CO2. Plasmids transfection were
carried out using the polyethylenimine (PEI; Polysciences Inc, Warrington, PA, USA) method (300
ng of linear PEI plus 100 ng of branched PEI for 100 ng of DNA) for HEK293 cells. For
transfection of siRNA targeting APIS, lipofectamine 3000 was used according to the manufacturer

instructions (Thermofisher, #L.3000015).
Peroxydase enzymatic activity

HEK?293 cells were plated in 12-well plates (White Optiplate; PerkinElmer, Waltham, MA) at a
density of 1x10° cells per well. The next day, cells were co-transfected with 100 ng of either
NUR77, APEX2-NUR77-T2A-ametrine or APEX2-T2A-ametrine construct. To make sure that the
same amount of DNA was used in all experiments, pcDNA3.1 as carrier DNA, was transfected to
normalize transfected DNA quantity up to 1.5 pg/well. Cells were harvested thirty-six hours after
transfection and luminescence activity was measured after addition of luminol (10uM) and H>0:
(10 uM) at 570 nm wavelength on a Veritas microplate luminometer (Turner Biosystems,

Sunnyvale, CA, USA). Data were expressed as Relative Luminescence Unit (RLU).
Biotinylation assay and streptavidin pull-down

Proximity biotinylating assay in living cells was performed essentially as described in previous
report (Hung, 2016). About 36h after transfection, cells were incubated with 500uM of biotinyl
tyramide (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada # SML2135) for 30 min at 37°C. H2O; was added
from a freshly made stock (100mM) to achieve a final concentration of ImM. Cells were incubated
at room temperature for 1 min and then were washed three times with a quencher solution
containing 10mM sodium ascorbate (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada # A4034), SmM
Trolox (Cayman Chemical, USA, # 10011659) and 10mM sodium azide (Sigma-Aldrich, Oakville,
ON, Canada # S2002). After lysis, whole-cell lysate (500ug each) were incubated with streptavidin
sepharose beads (30uL, Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada #GE 17-5113-01) at 4°C overnight.
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The next day, beads were pelleted by centrifugation and washed serially (ImL for each wash) as
follows: twice with RIPA lysis buffer, once with 1M KCI, once with 0.1M Na>COs3, once with 2M
urea in 10mM Tris-HCI1 pHS8.0 and five times with PBS 1X.

Mass spectrometry and data analysis

Samples were reconstituted in 50 mM ammonium bicarbonate with 10 mM TCEP [Tris(2-
carboxyethyl)phosphine hydrochloride; Thermo Fisher Scientific], and vortexed for 1 h at 37°C.
Chloroacetamide (Sigma-Aldrich) was added for alkylation to a final concentration of 55mM.
Samples were vortexed for another hour at 37°C. One microgram of trypsin was added, and
digestion was performed for 8h at 37°C. Samples were dried down and solubilized in 5% ACN-
0.2% formic acid (FA). The samples were loaded on a 1.5uL pre-column (Optimize Technologies,
Oregon City, OR). Peptides were separated on a home-made reversed-phase column (150-um i.d.
by 200 mm) with a 56-min gradient from 10 to 30% ACN-0.2% FA and a 600-nL/min flow rate
on a Easy nLC-1000 connected to a Q-Exactive HF (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA). Each
full MS spectrum acquired at a resolution of 60,000 was followed by tandem-MS (MS-MS) spectra
acquisition on the 15 most abundant multiply charged precursor ions. Tandem-MS experiments
were performed using higher energy collision dissociation (HCD) at a collision energy of 27%.
The data were processed using PEAKS X (Bioinformatics Solutions, Waterloo, ON) and a Uniprot
human database (20349 entries). Mass tolerances on precursor and fragment ions were 10ppm and
0.01 Da, respectively. Fixed modification was carbamidomethyl (C). Variable selected
posttranslational modifications were oxidation (M), deamidation (NQ), phosphorylation (STY).
Differential Enrichment analysis of Proteomics data (DEP) package (Zhang et al., 2018) was used
to perform differential analyses on proteins, using quantitative mass spectrometry-based
proteomics data based on peptides intensity, given by PEAKS X software. The DEP package
(Zhang et al., 2018) was used to perform differential analyses on proteins, using quantitative mass
spectrometry-based proteomics data based on peptides intensity, given by PEAKS X. DEP package
(Zhang et al., 2018) was configured to filter proteins detected by at least 1 peptide, without missing
value in at least one condition and using knn method to imput missing values (Zhang, 2016). P-

values were adjusted according to the Benjamini and Hochberg method (Benjamini, 1993).

Western blotting
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After washing with quencher solution, cells were lysed with 0.5 mL of RIPA lysis buffer (25 mM
Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS),
supplemented with a cocktail of protease (Roche, # 05892970001) and phosphatase inhibitors
(Roche, # 4906845001). Cell suspensions were incubated at rotation for 1 h at 4°C and centrifuged
at 10 000 rpm for 10 min. Protein extracts were quantified using the Pierce™ BCA Protein Assay
Kit (Thermo-Fisher, #23225). Western blotting was performed using Criterion XT Precast Gel,
10%Bis-Tris, (BioRad #3450112). Blots were incubated with the primary antibodies overnight at
4°C, followed by either an anti-rabbit HRP-linked IgG antibody (Cell signaling, #7074) or an anti-
mouse HRP-linked IgG antibody (Cell signaling, #7076). A rabbit polyclonal anti-NUR77
antibody (Novus Biologicals, # 56745SS) or a rabbit polyclonal anti-GFP antibody (Cell signaling,
#2555S) were used to evaluate endogenous NUR77, APEX2-ametrine and ametrine-tagged
NUR?77 (uncleaved APEX2-NUR77-T2A-ametrine construction) protein expression, respectively.
A rabbit polyclonal anti-API5 antibody (Thermo-Fisher, # PA5-55354) or a mouse anti-Flag
antibody (Abcam, #ab18230) were used to evaluate endogenous APIS and epitope-tagged APIS
(Flag-APIS) protein expressions respectively. The Clarity Western ECL Substrate (BioRad,
#1705060) was used to reveal the membranes. Alexa Fluor 488 streptavidin (Thermo-Fisher, #
S32354) was used to detect biotinylated proteins in HEK293 cells. The ChemiDoc™ Imaging
Systems (Bio-Rad, ##12003153) was used to reveal the membranes and densitometric analysis

were performed using Image Lab 6.0.1.
Co-immunoprecipitation

HEK293 and MCF-7 cells were plated in 15c¢m petri dishes plates (White Optiplate; PerkinElmer,
Waltham, MA) at a density of 10x10° cells per well. The next day, they were transfected by the
polyethyleneimine (PEI) method with 10 pg of APEX2-NUR77-T2A-ametrine and pFR/TO-HIS-
FLAG-HA-APIS either alone or together. Thirty-six hours after transfection seeding (for MCF-7)
or transfection (for HEK293 cells), cells were lysed in RIPA lysis buffer (25 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS), supplemented with
a cocktail of protease (Roche, # 05892970001) and phosphatase inhibitors (Roche, # 4906845001).
HEK?293 and MCF-7 cell extracts were incubated with the primary antibodies described above to
immunoprecipitate NUR77 or APIS followed by PureProteome™ Protein G Magnetic Bead
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(Millipore Sigma, # LSKMAGGO02). Protein complexes were separated by SDS—polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) and specific proteins were detected by western blotting.

Co-immunofluorescence

Thirty-six hours after seeding for MCF-7 or post-transfection for HEK293 cells, cells were
washed with PBS-1X, fixed with 4% formaldehyde for 20 min and permeabilized with True-
Nuclear 10X Perm Buffer (BioLegend, # 424401) diluted in distilled water. After two washes with
PBS-1X, cells were blocked in 3% BSA-PBS-1X-0.01% Tween 20 for 1 hour at room temperature.
Either purified mouse anti-NUR77 antibody (BD Pharmingen™, #554088) or rabbit polyclonal
anti-GFP antibody (Cell signaling, #2555S) were used to detect endogenous NUR77, APEX2-
ametrine and ametrine tagged NUR77 (uncleaved APEX2-NUR77-T2A-ametrine construction)
protein localization, respectively. A rabbit polyclonal anti-APIS antibody (Thermo-Fisher # PAS-
55354) or a mouse anti-Flag antibody (Abcam, #ab18230) were used to evaluate endogenous API5
and epitope-tagged APIS (Flag-APIS) protein localization, respectively. Goat anti-mouse IgG
(H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor Plus 488 (Invitrogen, #A32723)
or goat anti-rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor Plus 555
(Invitrogen, # A32732) was used to detect the primary antibody or as a specificity control. Between
each antibody, cells were always washed 3 times with PBS-1X-0.01% tween20. DAPI (4',6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride, Sigma Aldrich, # D1306) was used to stain the
nuclei. Cells were imaged in glass bottom Petri dishes (matTek #P35GCOL-1.5-14-C). Image
acquisition was performed with A Laser scanning confocal microscope (Leica TCS SP8) at 40x

magnification and images were prepared with the Leica LAS X software.
Cell viability assays

MCF-7 cells were seeded in triplicate for each experiment in 6-well plates at a density of 1x10°
cells per well. Cells were transfected with siRNAs targeting API5 or with scrambled siRNAs. After
48h, cells were serum deprived and 72h post-transfection, absorbance was read after addition of
Alamar blue detection solution (Thermo-Fisher, #DAL1025) at 560 nm on a Veritas microplate

luminometer (Turner Biosystems, Sunnyvale, CA, USA) to evaluate cell viability.

Gene reporter assays
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HEK293 cells were plated in 12-well plates (White Optiplate; PerkinElmer, Waltham, MA) at a
density of 1x10° cells per well. The next day, cells were co-transfected with 100 ng of either
NUR77, APEX2-NUR77-T2A-ametrine or APEX2-T2A-ametrine construct. Three hundred ng of
reporter plasmids 3XxNBRE or 100 ng of 3xNurRE were used in indicated experiments. A reporter
gene expressing GFP fluorophore (100 ng) was included in all experiments as an internal control
for transfection efficiency. To make sure that the same amount of DNA was used in all experiments,
pcDNA3.1 as carrier DNA, was transfected to normalize transfected DNA quantity up to 1.5
ug/well. Cells were harvested forty-eight hours after transfection and luciferase activity was
measured after addition of luciferin (500 uM; NanoLight Technology) at 560 nm wavelength on a
Veritas microplate luminometer (Turner Biosystems, Sunnyvale, CA, USA). Results were
normalized with the GFP signal (400 nm excitation and 515 nm emission) on a Spectramax 190
plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and data were expressed as normalized

fold activation.
Breast Cancer microarray database

The association between API5 and NUR77 mRNA expression levels and recurrence free survival
(RFS) was analyzed with the online KM-Plotter database using the gene expression data and
survival information of 3779 patients with breast cancer downloaded from Gene Expression
Omnibus (Gyorffy et al., 2010). Cohorts of patients (all, ER+ or ER-) were split using the auto-

select best cut-off.
TCGA data and cBioPortal

The breast invasive carcinoma (TCGA, Provisional) dataset including data from 1108 samples with
pathology reports was selected for further analyses of APIS and NUR77 using cBioPortal
(www.cbioportal.org) (Cerami, 2012; Gao, 2013). The genomic profiles included mutations, copy-

number variance (CNV) from GISTIC and mRNA expression levels (RNA Seq V2 RSEM).

Statistical analysis

A one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey’s multiple comparison post hoc
test was used to determine statistically significant differences among groups. Statistical

significance was set at p-value < 0.05.
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3.7 Results
1) Mapping the NUR77 interactome by proximity labeling in HEK293 cells

To identify potential NUR77 interactors, we developed a proximity biotinylation assay
based on the APEX2 technology (Figure 18A). The APEX2 peroxidase was fused to the N-
terminal domain of NUR77 to biotinylate proximal proteins after addition of the biotin-phenol
substrate and H202. The plasmid design also included a C-terminal fusion of NUR77 with a T2A
self-cleaving peptide and the ametrine fluorophore to enable evaluation of the transfection

efficiency.

We first monitored the T2A cleavage efficiency by overexpressing the APEX2-NUR77-
T2A-ametrine construct in HEK293 cells. Expected signals at ~30kDa (T2A-ametrine) and
~120kDa (APEX2-NUR77-T2A-ametrine) were observed (Fig. S9A.a). As expected with the T2A
peptide(Liu, Chen, et al., 2017), the cleavage was efficient but not complete, as about 70% of the
protein was cleaved as assessed by the evaluation of ametrine levels by western blotting using a
GFP tag antibody (see Fig. S9A.b). Comparison of APEX2 and APEX2-NUR77-T2A-ametrine
enzymatic activity and NUR77 and APEX2-NUR77-T2A-ametrine transcriptional activity on the
monomeric response element NBRE confirmed the functional integrity of the fusion protein (Fig.

S9B).

To evaluate NUR77 interactome, we compared enriched proteins in the experimental
condition APEX2-NUR77-T2A-ametrine to combined control conditions., i.e. APEX2-T2A-
ametrine to control for nonspecific APEX2 binding partners and unfused NUR77 to control for
endogenously biotinylated proteins (Figure 18A). We performed three biological replicates (MS1-
3) as described (Hung, 2016) in HEK293 cells and validated transfection and biotinylating
efficiencies (one biological replicate is represented in Figure 18B). As expected, background

labeling following overexpression of NUR77 alone was low (Figure 18B.c).

Biotinylated proteins were then purified using Streptavidin Sepharose beads and analyzed
by label-free, quantitative mass spectrometry (LC—MS/MS). We identified 2217, 1938 and 1959
proteins for APEX2-T2A-ametrine, 1602, 1795 and 1788 for NUR77 and 2217, 2176 and 2187 for
APEX2-NUR77-T2A-ametrine for MS1, MS2 and MS3 respectively, suggesting that our assay
yielded reproducible results (Figure 18C and Fig. S9C). Overall, 2077 NUR77 proximal proteins
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were reproducibly identified between the three replicate experiments (Figure 18C). A Gene
Ontology analysis performed using the Panther software revealed that “DNA and protein binding”
proteins and “catalytic activity” proteins represented the most enriched molecular pathways, as

expected for a transcription factor like NUR77 (Figure 18D) (Kurakula, 2014).

2) Identification of NUR77 potential interacting partners in HEK293 cells

Since protein intensity from electrospray ionization (ESI) has been shown to correlate with
ion concentration (Voyksner et Lee, 1999; Zhu et al., 2010) and previous studies showed that the
relative quantification of proteins could be achieved through direct comparison of peak intensity
of each peptide ion in multiple LC-MS datasets (Bondarenko, Chelius et Shaler, 2002; Chelius et
Bondarenko, 2002), we demonstrated enrichment based on protein intensity in the APEX2-
NUR77-T2A-ametrine experimental condition compared to combined control conditions APEX2-
T2A-ametrine and NUR77 (Figure 19). DEP package (Zhang et al., 2018) was configured to filter
proteins detected by at least 1 peptide, without missing value in at least one condition and using
knn method to imput missing values (suppl. Figure 10) (Zhang, 2016). As shown in Fig. S10C,
imputation did not alter the normalization assessing the quality of our data. As expected, the top
NUR77 “interacting partner” was NUR77 (NR4A1) itself, reflecting auto- and possibly cross-
labeling within homodimers (Philips et al., 1997). Consistent with previous observations,
SMARCC?2 (Bilodeau, 2006b), TRIM28 (Balasubramanian et al., 2012), SMARCA4 (Bilodeau,
2006b) and HDACI (Kang, 2010) peptides were observed in the experimental conditions but not
in controls (log2(FC) = 3.52 ; 2.77 ; 1.21 ; 1.51 ; -logl10(adjusted p-value) = 1.37 ; 1.61 ; 0.54 ;
0.60, respectively) (Figure 19).

For 88% of the proteins identified, peptide intensity changed by less than 2-fold between
the three experiments, suggesting that NUR77 network composition is relatively similar in
biological replicates (data not shown). When comparing experimental and combined control
conditions, 336 proteins reproducibly displayed at least 2-fold change in intensity after purification

(Figure 19).

Table 5 presents the top 25 proteins displaying the greater fold change in abundance

comparing experimental and control conditions. Notably, most of the proteins (22 proteins out of
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25) are nuclear proteins. Our analysis revealed in particular that Apoptosis Inhibitor 5 (API5) and
BCL-2 Associated Transcription Factor 1 (BCLAF1) proteins, with known roles in modulation of
apoptosis (Rigou et al., 2009; Shao, 2016), displayed higher abundance in the experimental
condition compared to controls (log 2 (FC) = 4.44 and 2.63 ; -logl10 (adjusted p-value) = 2.05 ;
1.81, respectively) (Figure 19). API5 prevents apoptosis induced by growth factor deprivation and
suppresses E2F 1 apoptotic function (Morris et al., 2006; Van den Berghe et al., 2000) and BCLAF1
is a corepressor of BCL-2 family proteins (Sarras, Alizadeh Azami et McPherson, 2010). Overall,
our mass spectrometry analysis uncovered several potential regulators of NUR77 involved in cell

fate determination pathways.

3) APIS is within the same complex and co-localizes with NUR77 in HEK293 and MCF-7 cells

As APIS5 is involved in the inhibition of apoptosis in BC (Basset, 2017; Bousquet, 2019),
this factor might have a role in regulation of cell fate in BC by interacting with NUR77. To test
this hypothesis and confirm the mass spectrometry analysis results, we performed co-

immunoprecipitation assays against APIS both in HEK293 cells and MCF-7 cells.

Transiently expressed NUR77-ametrine co-immunoprecipitated with Flag-APIS using both
anti-Flag and anti-ametrine antibodies (Figure 20A, upper and lower panels). Immunoblotting
input lysates and co-immunoprecipitated protein extracts using IgG antibodies revealed that
proteins were expressed in the expected transfection conditions and that pulldown was achieved
only with antibodies against target proteins, respectively. Further, confocal microscopy revealed
that the two proteins are both mainly located in the nucleus, consistent with previous observations
(Cho, 2014; Dodat et al., 2021) and colocalized in this compartment (Figure 20B) (See Fig. ST1A

for isotype controls).

To test whether this observation occurs between endogenous proteins in human ER+ BC
cells, immunoprecipitation and co-localization assays were performed in MCF-7 cells. To induce
NUR77 expression, cells were treated for 16h with the Histone deacetylase inhibitor Trichostatin
A (TSA, 500nM) (Kang, 2010). As expected, immunoblotting input lysates confirmed that APIS
is expressed in MCF-7 cells and that TSA induces NUR77 expression (Figure 20C) (Kang, 2010;
Sohn, Kwak, Na, Lee et Lee, 2001). Similar to observations in HEK293 cells, endogenous NUR77
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co-immunoprecipitated with endogenous API5 in MCF-7 cells (Figure 20C, upper). This result
was confirmed by a reverse co-immunoprecipitation where the two previously characterized
splicing isoforms of API5 (Van den Berghe et al., 2000), namely the 504 and 510 amino acid
isoforms, coimmunoprecipitated with endogenous NUR77 when using an antibody against this
protein (Figure 20C, lower). Co-immunofluorescence assays in MCF-7 cells confirmed that
endogenous NUR77 and API5 are both located in the nucleus in MCF-7 cells as demonstrated
before (Basset, 2017; Hedrick, 2016), and co-localize in this compartment (Figure 20D) (See Fig.
S11B for isotype controls).

Together, these results indicate that NUR77 and API5 can be extracted in the same protein
complexes, both when transiently expressed in HEK293 cells and at endogenous expression levels

in ER+ MCF-7 BC cells.

4) Downregulation of APIS cooperates with serum deprivation to induce NUR77 protein

levels and decrease cell viability

Since API5 is known to inhibit apoptosis (Van den Berghe et al., 2000) and its
overexpression has been associated with tumor progression in patients with cervical cancer (Cho,
2014) and ER+ BC (Basset, 2017), we tested whether API5 knockdown would influence NUR77
involvement in apoptosis in ER+ BC. First, we evaluated an efficient siRNA concentration to
knockdown API5 expression in MCF-7 cell lines. As shown in Fig. S12A, transfection of a siRNA
targeting API5 efficiently knockdowned this factor after 72h of overexpression since endogenous

APIS decreased by almost from 4 folds compared to cells transfected with a scrambled siRNA.

As API5 is known to prevent apoptosis after growth factor deprivation (Morris et al., 2006),
we knocked down APIS in MCF-7 cells and cultured them for 24 hrs with or without serum. As
expected (Basset, 2017; Rigou et al., 2009), APIS depletion did not significantly affect MCF-7
cells viability under basal growth conditions, although a small, non-statistically significant
decrease (~35%) was observed (Figure 21A). Serum deprivation significantly decreased cell
numbers (by about 2-fold) and this decrease was significantly potentiated by APIS depletion
(reaching about 75% inhibition). Furthermore, downregulation of API5 increased NUR77 protein

levels by almost 3-fold, which was further increased by serum deprivation to about 4-fold, while

114



serum deprivation alone induced NUR77 expression less than 2-fold (Figure 21B.b and Figure
21C.b). In comparison, API5 protein levels were less affected by serum deprivation (less than 1.5-
fold both in the absence or presence of API5 siRNA) (Figure 21C.a). Thus, serum deprivation and

APIS5 depletion cooperate to induce NUR77 expression and decrease cell survival.

Turnover of NR4As protein can be regulated by signaling molecules (Hedrick et Safe, 2017;
Xie L, 2016). Accordingly, MCF-7 cells treatment with the proteasome inhibitor MG132 for 4
hours stabilized NUR77 in MCF-7 cells by ~1.8 fold (Figure 21D.b and Figure 21E.b). API5
downregulation induced NUR77 protein levels by ~2.4 fold in the absence of MG132 treatment.
Combination of APIS depletion and MG132 treatment induced NUR77 levels by ~3-fold, but
NURT77 protein levels were not significantly different in the absence or presence of MG132 when
API5 was depleted (Figure 21D and Figure 21E). Importantly, transcriptional activity of NUR77
markedly increased after treatment with the API5-targeting siRNA compared to the scrambled
siRNA both on the monomeric and homodimeric response elements in transfected HEK293 cells
(~2.8 fold and ~2.2 fold respectively) (Fig. S12B). This induction was more important than the one
observed with the inducer of NUR77 TSA (~1.6 fold and ~1.4 fold respectively) (Kang, 2010).
These results indicate that APIS downregulation induces NUR77 signaling, possibly in part via

protein stabilization.

Taking together, these data demonstrate that APIS depletion and serum deprivation

cooperate to affect NUR77 protein levels and MCF-7 cells survival.
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3.8 Discussion and conclusion

To better understand the function of NUR77, characterization of protein interactors and
their roles in modulating NUR77 signaling is of crucial importance (Perkins et al., 2010; van der
Merwe et Barclay, 1994). To this end, we expressed a functional APEX2-NUR?77 fusion protein to
identify proteins located in proximity of NUR77 in living HEK293 cells (Figure 18). LC-MS/MS
identified peptides whose abundance was increased by expression of the fusion protein versus that
of negative controls (FC>2 and adjusted p-value <0.05) (Zhang, 2016) leading to the
characterization of 336 potential NUR77 interactors. We focused on Apoptosis Inhibitor 5 (APIS),
a putative novel NUR77 cofactor associated with apoptosis. We validated that API5S and NUR77
were extracted in the same complexes of proteins by immunoprecipitation and demonstrated co-
localization by confocal microscopy in HEK293 cells and in ER+ BC MCF-7 cell line (Figure 20),
indicating that our approach identified valid binding partners for NUR77.

API5 is an apoptosis inhibitory protein whose expression prevents apoptosis after growth
factor deprivation (Rigou et al., 2009). So far, few API5 interacting partners have been identified,
such as fibroblast growth factor 2 (FGF2) (Bong, 2020), Acinus (Rigou et al., 2009), influenza A
virus nucleoprotein (Mayank et al., 2015), caspase 2 (Imre, 2017) and another nuclear receptor
relevant to BC, estrogen receptor alpha (ERa) (Basset, 2017). APIS contains an LXXLL motif,
known to be key for co-regulator binding with nuclear receptors (Savkur et Burris, 2004) and
important for ERa binding (Basset, 2017). Therefore, it is relevant to ask whether this region also
mediates APIS binding with nuclear receptor NUR77 monomers or dimers. Further studies should

map the functional regions involved in NUR77 and APIS interaction.

Like NUR77, APIS is expressed in all breast tumor subtypes. API5 has been associated with
poor prognosis (Basset, 2017) a finding confirmed by KM plotter (Gyorffy et al., 2010) analysis
(Figure 22A), while KM plotter indicates that NUR77 has a good prognosis in BC (Figure 22A),
especially to ER+ breast tumors (Figure 22B) where NUR77 has been shown to induce apoptosis
(Hedrick, 2015, 2016). Further, our results demonstrate that APIS5 depletion significantly induces
NUR77 activity in a reporter gene assay in HEK293 cells using monomeric and homodimeric
response elements (NBRE and NurRE, respectively) (Fig. S12B), suggesting that API5 represses
NUR77 signaling. APIS depletion also increased NUR77 protein expression in ER+ BC MCF-7
cells (Figure 21B and Figure 21C). Interestingly, cell treatment with the MG132 proteasome
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inhibitor stabilized NUR77 protein expression in MCF-7 cells, but not significantly after
overexpression of sSiRNA APIS5 (Figure 21D), suggesting that APIS could play a role in NUR77
degradation by the proteasome, whether directly or indirectly. Of note, an interaction between APIS
and the E3 ubiquitin ligase TRIM25 has been reported (Choudhury, 2017). A schematic summary

of this regulation that modulate cell fate is proposed in Figure 23.

Irrespective of the mechanism involved, our results are consistent with the opposite roles
of NUR77 and API5 as markers of outcome in BC tumors (Figure 22). Interestingly, NUR77
predicts good outcome mainly in ER+ tumors while APIS is a negative predictor of survival mostly
in ER- tumors (Figure 22C). As ER has been shown to interact with APIS, this may titrate APIS
away from NUR?77, especially if the same interface is used to interact with both receptors. In
addition, expression of APIS is positively correlated with copy number in breast cancer (Fig. S13),
indicating that copy number gain may modulate BC survival, possibly in part via interference on

NUR?77 function.

As PARP-1 was shown to interact with the other NR4As members, NURR1 and NOR-1
(Ohkura, Nagamura et Tsukada, 2008; Sacchetti, Carpentier, Segard, Olive-Cren et Lefebvre,
2006), it is legitimate to ask whether PARP-1 may also be a NUR77 interactor. However, while
this protein was found in our proteomics data (Figure 19), enrichment in the experimental versus
control conditions was not significant for p-value in HEK293 cells in basal conditions
(log2(FC)=1.29 ; -logl0(adjusted p-value) = 0.53). Our proteomics data pointed out also other
proteins linked to apoptosis pathways such as Cytokine Induced Apoptosis Inhibitor 1 (CIAPINT1)
(log2(FC) = 1.22 -loglO(adjusted p-value) = 0.53), Tumor Protein P53 Binding Protein 1
(TP53BP1)  (log2(FC)=3.28 ; -loglO(adjusted p-value) = 1.60) and BCL-2 Associated
Transcription Factor 1 (BCLAF1) (log(FC) = 2.63; -logl10(adjusted p-value) = 1.81) (Figure 19).
As NUR?77 interacts with BCL-2 following its translocation from the nucleus to the mitochondria
to activate apoptosis (Lin, 2004) and interacts with several members of the BCL-2 family (Luciano,
2007), future studies will be important to investigate whether BCLAF1 is included in the complex
leading to NUR77-BCL-2 apoptosis signaling pathway. Furthermore, the Biological General
Repository for Interaction Datasets (BioGRID) database indicates that TPS3BP1 is an interactor of
APIS. Since this protein has also been identified in the interactome of NUR77, it might be relevant
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to ask whether those three proteins might be interacting — directly or indirectly — in the same protein

complex.

Since NUR77 role may differ depending on its localization within the cell, identifying its
interactome in different compartments is relevant. Using NUR77 delocalization agents like phorbol
ester (Li H, 2000a; Zhan, 2008), our APEX2-NUR77 fusion protein can be used to compare
proteins in close proximity to NUR77 in different cell compartments and therefore unravel the
molecular mechanisms related to NUR77 functions. Although rapid biotinylation of proteins in
proximity to NUR77 enables the capture of transient interactions and while the strong affinity
between streptavidin and biotin allows to isolate the biotinylated proteins even with harsh and
extensive washing procedures to reduce background, the need to confirm interaction by other
techniques such as co-immunoprecipitation (ten Have, Boulon, Ahmad et Lamond, 2011) still
places limits on the stability of the interactions that can be confirmed. Alternative approaches may
use proximity-ligation assay (Sable et al., 2018), although this independent approach also does not

guarantee physical interactions.

In conclusion, our study has identified several potential interactors of NUR77 that may
modulate its role in apoptosis and further validated APIS as a potential interactor that may limit the

pro-apoptotic and tumor protective role of NUR77 in breast cancer.
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3.9 Figures
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Figure 18 - Identify NUR77 interactome in HEK293 cells.

(A) Schematic representation of the APEX2 technology procedure and the experimental pipeline.
HEK?293 cells were transiently transfected with human NUR77, APEX2-T2A-ametrine and APEX2-
NUR77-T2A4-ametrine (10ug) constructs. Thirty-six hours post-transfection cells were treated with
BP for 30 min and H202 for 1 min and lysed. Biotin affinity capture was performed using
streptavidin beads and beads were send to LC-MS/MS for protein identification after purification.
(B) Total extracts were migrated in SDS-PAGE and Western blots performed with (a) anti-NUR77
antibody, (b) anti-GFP antibody and (c) Alexa fluor488 streptavidin conjugate antibody to detect
biotinylation. Expected signals bands are NUR77 ~64kDa, APEX2-T2A-ametrine ~50kDa and
APEX2-NUR77-T2A-ametrine and APEX2-NUR77 ~120kDa and ~100kDa respectively. (C) Total
number of proteins enriched in experimental condition APEX2-NUR77-T2A-ametrine. Overlap
between the three mass spectrometry experiments appears in bold. (D) Gene Ontology Panther
protein classification of molecular functions of the three mass spectrometry data sets of APEX2-

NUR77-T2A-ametrine.
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Figure 19 - Changes in NUR77 interactome between the experimental condition and

combined control conditions.

NUR77 interactome abundance changes between experimental and control conditions as estimated
by protein intensity. The graph displays proteins according to their fold change (FC) and p-value
computed by a differential analysis between the APEX2-NUR77-T2A-ametrine interactome and
combined APEX2-T2A-ametrine and NUR77 interactomes. The DEP package was used to perform
this analysis (see Methods section). Proteins displaying log2(FC)> 1 (FC >2) and —log10(adjusted
p-value) > 1.3 (adjusted p-value < 0.05) were considered as significant and are located on the
right upper side of the graph. Some of the proteins already known to interact with NUR77 are
highlighted with green squares and API5 protein evaluated in this work is symbolized by a red

diamond.
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Protein name Gene Log2(FC) | -logl0(p- | Unique Main cellular
name value) peptide compartment
Nuclear Receptor Subfamily NR4Al 8,01 2,87 27 nucleus, cytosol
4 Group A Member 1
Far Upstream Element FUBP1 7,84 2,47 20 nucleus
Binding Protein 1
Proline Rich Mitotic PRCC 6,02 2,09 2 nucleus
Checkpoint Control Factor
Splicing Factor 3a Subunit 1 SF3Al 5,87 2,09 15 nucleus
ZNF207 ZNF207 4,59 2,09 5 nucleus
RNA Binding Motif Protein RBM17 4,38 2,09 7 nucleus
17
Metastasis Associated 1 MTAI1 4,73 2,06 8 nucleus, cytosol
Apoptosis Inhibitor 5 API5 4,44 2,05 5 nucleus, cytoplasm
Cleavage And CPSF6 4,67 1,98 9 nucleus
Polyadenylation Specific
Factor 6
Serrate, RNA Effector SRRT 4,53 1,98 34 nucleus
Molecule
Annexin A7 ANXA7 7,35 1,93 9 nucleus, endoplasmisc
reticulum
MMS19 Homolog, Cytosolic | MMSI19 4,72 1,92 4 nucleus, cytosol
Iron-Sulfur Assembly
Component
Proteasome Activator PSME3 5,98 1,91 6 nucleus, cytosol
Subunit 3
Structural Maintenance Of SMCHD1 497 1,82 6 nucleus
Chromosomes Flexible
Hinge Domain Containing 1
Interferon Regulatory Factor | IRF2BP2 4,69 1,81 5 nucleus
2 Binding Protein 2
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Bromodomain Adjacent To BAZ2A 4,74 1,80 8 nucleus, cytosol
Zinc Finger Domain 2A
Microtubule MAPREI1 4,18 1,80 2 cytosol
Associated Protein RP/EB

Family Member 1

Death Inducer-Obliterator 1 DIDO1 491 1,72 8 nucleus
Sirtuin 1 SIRT1 5,16 1,67 6 mitochondria, nucleus,

cytosol

IK Cytokine IK 5,34 1,66 13 nucleus

Transgelin 2 TAGLN2 4,21 1,65 5 cytosol

Ataxin 2 ATXN2 6,32 1,58 5 cytosol, golgi
RNA Binding Motif Protein RBM10 428 1,54 8 nucleus
10

Valosin Containing Protein VCP 4,90 1,48 7 nucleus, endoplasmisc

reticulum, cytosol

CWC22 Spliceosome Cw(C22 4,37 1,42 11 nucleus, cytosol

Associated Protein Homolog

Table S - List of the first 25 proteins displaying the greater fold change in NUR77 interactome

abundance between experimental and control conditions classified with decroissant p-value

The table lists the top 25 proteins significantly (adjusted p-value < 0.05) enriched more than 10
times (log2(FC)>4) in cells transfected with APEX2—NUR77-T2A-ametrine compared with
controls (APEX2 and NUR77).
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Figure 20 - APIS is extracted within the same protein complex and co-localizes with NUR77

in HEK293 and MCF-7 cells.
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(A) HEK293 cells were transfected with APEX2-NUR77-T2A-ametrine and Flag-API5. Forty-eight
hours post-transfection, cells were lysed and immunoprecipitated with rabbit GFP antibody or
mouse Flag antibody. Ametrine-NUR77 and Flag-API5 were detected with rabbit-GFP antibody
and mouse Flag antibody respectively. Expected signals bands are APEX2-NUR77-T2A-ametrine
~120kDa and Flag-API5 ~60kDa (MW, molecular weight markers). (B) HEK293T cells were
transfected with APEX2-NUR77-T2A-ametrine and Flag-API5. Forty-eight hours post-
transfection, rabbit GFP antibody coupled with secondary antibody coupled to Alexa-rabbit 488
(in green) and mouse Flag antibody coupled with secondary antibody coupled to Alexa-mouse 555
(in red) were used. Isotype controls for GFP and API5 are presented in suppl. Fig 3. DAPI was
used to stain the nuclei. Image acquisition was performed with Leica SP8 confocal microscopy
(scale bars are located at lower panels bottom right corners and represents 9.49um of length). (C)
MCF-7 were immunoprecipitated with mouse NUR77 antibody or rabbit API5 antibody before and
after treatment of cells with TSA (500nM, 16h). NUR77 and API5 were detected with mouse NUR77
and rabbit API5 antibodies respectively. Expected signals bands are NUR77 ~64kDa and API5
~55kDa (MW, molecular weight markers). (D) MCF-7 cells were seeded and after 48h, rabbit
NUR?77 antibody coupled with secondary antibody coupled to Alexa-rabbit 488 (in green) and
mouse API5 antibody coupled with secondary antibody coupled to Alexa-mouse 555 (in red) were

used. Isotype controls are presented in suppl. Fig 3. DAPI was used to stain the nuclei. Image
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acquisition was performed with Leica SP8 confocal microscopy (scale bars are located at lower

panels bottom right corners and represents 9.49um of length).
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Figure 21 - Downregulation of API5 cooperates with serum deprivation to induce NUR77

expression and decrease cell viability

MCF-7 cells were transfected either with siRNA targeting API5 or scrambled siRNA (20nM). After
48h, media was changed in media depleted in serum or regular media and cells were lysed after
72h of transfection. (A) Cells were plated in 96 wells plate and absorbance was read at 560 nm
wavelength after addition of Alamar blue detection solution for each condition. Histogram bars
represent mean =SD (N = 3 experiments performed independently with 3 technical replicates in
each experiment). One-way ANOVA analysis followed by Tukey’s multiple comparison post-hoc
test was applied to determine statistical significance (* p-value <0.05 and ** p-value <0.01 vs
scrambled siRNA cultured in normal media group). (B) Total extracts were migrated in SDS-PAGE
and Western blots performed with anti-API5 antibody and anti-NUR77 antibody. Anti-GAPDH
antibody was used as a load control. Expected signals bands are API5 ~55kDa, NUR77 ~64kDa,
and GAPDH ~37kDa (MW, molecular weight markers). (C) Expression protein levels of API5 (a)
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and NUR77 (b) were evaluated from western blot from Figure 19B. Histogram bars represent mean
+ SD of 3 experiments performed independently with 3 technical replicates in each experiment +
SD. A one-way ANOVA analysis followed by a Tukey's multiple comparison post-hoc test was
applied to determine statistical significance for the comparison between normal media +
scrambled siRNA and scrambled siRNA + deprived serum or API5 siRNA + normal media or API5
SIRNA + deprived serum (* p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001). (D) MCF-7 cells were
transfected either with siRNA targeting API5 or scrambled siRNA (20nM). Cells were treated with
MG132 proteasome inhibitor (10um) or control (DMSO) for 4 hours and cells were lysed after
72h of transfection. Total extracts were migrated in SDS-PAGE and Western blots performed with
anti-API15 antibody, anti-NUR77 antibody and anti-GAPDH antibody as a load control. Expected
signals bands are API5 ~55kDa, NUR77 ~64kDa and GAPDH ~37kDa (MW, molecular weight
markers). (E) Expression protein levels of API5 (a) and NUR77 (b) were evaluated from western
blots from Figure 19D. Histogram bars represent mean + SD of 3 experiments performed
independently with 3 technical replicates in each experiment £ SD. A one-way ANOVA analysis
followed by a Tukey's multiple comparison post-hoc test was applied to determine statistical
significance for the comparison between control + scrambled siRNA and control + siRNA API5 or
MG132+scrambled siRNA or MG132 + siRNA API5 (* p < 0.05 and ** p < 0.01).
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Figure 22 - The prognostic value of APIS and NUR77 gene expression for relapse-free

survival in breast cancer patients.

Kaplan Meier curves for relapse-free survival in patients groups classified by levels of expression
of API5 (Affy id.: 201687 s _at) or NUR77 (NGFIB, Affy id.: 202340 x_at) for all subytpes (4),
ER+ breast cancer (B), or ER- breast cancer (C).
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Figure 23 - Schematic model proposed for APIS and NUR77 interaction in regulating

apoptosis in ER+ Breast cancer.

(A) Our hypothesized model is that API5 interaction with NUR77 in ER+ BC cells induces cell
survival in activating the proteasome pathway and thus inducing a decrease of NUR77 protein

expression and represses the activation of NUR77 target genes involved in cell death.

(B) After API5 depletion, NUR77 protein expression is stabilized and induces activation of target

genes involved in cell death.
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3.10 Supplementary Figures
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Figure S9 - Identify NUR77 interactome in HEK293 cells.

(A) The APEX2-NUR77-ametrine protein is efficiently cleaved in HEK293 cells. HEK293 cells
were transiently transfected with NUR77 and APEX2-NUR77-T2A-ametrine. Thirty-six hours post-
transfection, cells were harvested and lysed. Proteins from total extracts were separated by SDS-
PAGE and Western blotting performed with an anti-GFP antibody (a). Expected molecular weights
are ~120kDa for APEX2-NUR77-T2A-ametrine and ~30kDa T2A-ametrine (MW, molecular
weight markers). Densitometric quantification of cleaved ametrine using data in (a) is quantified
in (b). One-way ANOVA analysis followed by Tukey’s multiple comparison post-hoc test was
peformed to determine statistical significance of the difference between amounts of non-cleaved
and cleaved ametrine generated by the APEX-NUR77-T2A-ametrine construct (* p-value < 0.05).
(B) APEX and NUR77 activities are preserved in the fusion protein in HEK293 cells. (a) NUR77
transcriptional activity is maintained on the monomeric NBRE in HEK293 cells. HEK293 cells
were transiently transfected with the 3xNBRE-Fluc reporter vector (300 ng), together with an
expression vector for human NUR77 or APEX2-T2A-ametrine or APEX2-NUR77T2A-ametrine

(100 ng). Forty-eight hours post-transfection cells were harvested and lysed, and samples were

129



assayed for luciferase activity. Histogram bars represent mean = SD (N=3). One-way ANOVA
analysis followed by Tukey’s multiple comparison post-hoc test was applied to determine statistical
significance for the comparison between 3xNBRE+APEX2 or 3xNBRE+NUR77 or
3XNBRE+APEX2-NUR77 vs the 3xNBRE control (*** p<0.001). (b) APEX2 enzymatic activity is
maintained in HEK293 cells. HEK293 cells were transiently transfected with an expression vector
for human NUR77, APEX2-T2A-ametrine or APEX2-NUR77-T2A-ametrine (100 ng) constructs.
Thirty-six hours post-transfection, cells were harvested and lysed, and samples were assayed for
luminescent activity (RLU) after addition of peroxide and luminol. Histogram bars represent mean
+SD (N=3). One-way ANOVA analysis followed by Tukey’s multiple comparison post-hoc test was
applied to determine statistical significance of the comparison between APEX2 or APEX2-NUR77
and NUR77 control (*** p<(0.001). (C) Number of total proteins identified in the experimental or
control condition for the three mass spectrometry data sets corresponding to each biological

repeat.
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Figure S10 - DEP analysis of peak intensity of proteins enriched in three biological

replicates.
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(A) DEP package was used to perform differential analyses on proteins, using quantitative mass
spectrometry-based proteomics data based on peptides intensity, given by PEAKS X (Zhang et al.,
2018).

(B) Distribution of intensities before and after Variance Stabilizing Normalization (VSN).

(C) Distribution of intensities without and with imputed values, using knn method (Zhang, 2016).
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Figure S11 - Isotype controls of immunofluorescence assays in HEK293 and MCF-7

DAPI DAPI DAPI
Alexa-Fluor 488 Alexa-Fluor 555 Alexa-Fluor 488

cells.

(A) HEK293 cells were transfected with APEX2-NUR77-T2A-ametrine and Flag-API5. Forty-eight
hours post-transfection, rabbit GFP antibody and a secondary antibody coupled to Alexa-rabbit
488 (in green) or mouse Flag antibody and a secondary antibody coupled to Alexa-mouse 555 (in
orange) were incubated with permeabilized and fixed cells. Isotype controls for GFP and API5 are
used as negative controls. DAPI was used to stain the nuclei. (B) MCF-7 cells were seeded and
stained after 48h, with a rabbit API5 antibody together with a secondary antibody coupled to
Alexa-rabbit 488 (in green) or with the mouse NUR77 antibody together with a secondary antibody
coupled to Alexa-mouse 555 (in orange) were used. Isotype controls are used as negative controls.
DAPI was used to stain the nuclei. (A) and (B) Image acquisition was performed with a Leica TCS
SP8 confocal microscope (scale bars are located at lower panels bottom right corners and

represent 9.49um).
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Figure S12 - APIS knockdown increases NUR77 transcriptional activity.

(A) MCF-7 cells were transfected either with siRNA targeting API5 or scrambled siRNA (20nM).
Cells were lysed 72h after transfection. Total extracts were migrated in SDS-PAGE and Western
blotting performed with anti-API5 antibody and anti-GAPDH antibody used as load control (a).
Densitometric quantification of API5 protein expression in (a) is represented in (b) (N=3). (B)
HEK293 cells were transiently transfected with 3xNBRE-Rluc (300 ng), human NUR77 (100 ng)
constructs and siRNA targeting API5 or scrambled siRNA (20nM) constructs. Cells were either
treated with DMSO (control) or TSA (500nM, 16h). Seventy-two hours post-transfection cells were
harvested and lysed. Samples were then assayed for luciferase activity. Histogram bars represent
mean = SD of 3 experiments performed independently with 3 technical replicates in each
experiment = SD. A one-way ANOVA analysis followed by a Tukey's multiple comparison post-hoc
test was applied to determine statistical significance for the comparison between 3xNBRE +

NUR?77 (siRNA APIS5 or scrambled siRNA + TSA or siRNA API5 + TSA) vs 3SNBRE + NUR77
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(scrambled siRNA) (** p < 0.01). Western blot evaluating protein detection in (a) is represented

in (b).
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Genomic profiles of APIS and NUR77 mRNA expression breast invasive

carcinoma

Representation of API5 (A) and NUR77 (B) mRNA expression levels (RNA Seq V2 RSEM) as a

function of copy-number variation (from GISTIC) generated with the cBioPortal genomic online.
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Chapitre 4 - Discussion générale et perspectives

4.1 La SUMUOylation, une MPT importante et complexe pour
Pactivité de NUR77

4.1.1- Une modulation de ’activité de NUR77 par SUMO2 et PIASy

L’activité des RN est modulée par un large nombre de corégulateurs qui modulent leurs
propriétés fonctionnelles dont la régulation de la transcription, leur demi-vie et leur localisation
sub-cellulaire. Leurs interacteurs incluent les protéines PIAS, qui induisent la SUMOylation des
récepteurs et possiblement aussi celle de leurs cofacteurs (Kurakula et al., 2014; Rytinki, 2009;
Zhang et al., 2017). Jusqu’a présent, deux études ont mis en évidence la SUMOylation de NUR77
dans des lignées cellulaires HEK293 et HeLa (Zarraga-Granados G, 2020; Zhang et al., 2017).
Néanmoins, ces deux études se basent sur des double ou triple mutations des sites potentiels de
SUMOylation pour évaluer I’effet de la SUMOylation chez NUR77. L’effet d’un seul site de
SUMOylation sur I’activité de NUR77 n’avait pas été caractérisé jusqu’a présent. Comme les sites
potentiels individuels de SUMOylation K91 et K577 se sont révélés cruciaux chez NURRI1
(Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004), avec des effets opposés sur son activité transcriptionnelle,
il nous est apparu essentiel de se pencher sur I’effet des sites homologues chez NUR77. Par ailleurs,
une augmentation de la SUMOylation de NUR77 par la surexpression de la E3 ligase PIAS3 a été
mise en évidence dans une étude (Zhang et al., 2017), mais ’effet de la E3 ligase PIASy (PIAS4),
ayant un role répresseur sur NURR1 (Galleguillos, 2004), n’a jusqu’alors pas été étudiée chez

NURT77.

Nos travaux ont mis en lumicre que les protéines PIASy et SUMO2 exercent une répression
coopérative sur 1’activité transcriptionnelle de NUR77. La sensibilité de la répression engendrée
par PIASy a la protéine SENP-1 appuie un mécanisme d’action impliquant la SUMOylation, ce qui
fait écho aux études ayant démontré ce phénomene sur I’activité transcriptionnelle de NURRI
(Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004). Comme des courbes de titration en faisant varier les
concentrations de la SUMO2 et de PIASy n’ont pas été réalisées, il n’est pas possible de conclure

si cet effet est additif ou synergique.
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Comme la répression exercée par PIASy sur NUR77 est plus faible une fois le site potentiel
accepteur de SUMOylation K577 mutg, il semble que cette régulation nécessite — du moins en
partie — I’intégrité de ce site. Par ailleurs, la surexpression de la SUMO2 semble potentialiser cette
répression, dont 1’effet est réduit avec la mutation de la lysine 577. Cette diminution significative
de I’activité transcriptionnelle de NUR77 est compatible avec I’effet répresseur de la SUMOylation
sur I’activité d’autres RN tels que ER, GR et AR (Hua et al., 2016; Poukka et al., 2000; Traboulsi,
2019). Lalysine 577 est située dans 1’hélice 11, qui stabilise I’activit¢ de NURR1 et NUR77 (Flaig
et al., 2005; Volakakis et al., 2006; Wang, 2003). Cette hélice sert notamment d’interface de
recrutement a des corépresseurs comme HDACI et TIM-1, qui limitent I’interaction entre NUR77
et la machinerie transcriptionnelle (Balasubramanian et al., 2012; Kang, 2010). Une explication
logique serait que la SUMOylation de la lysine 577 augmenterait le recrutement des corépresseurs
de NUR?77. Pour tester cette hypothese, une premiere étape serait de confirmer que NUR77 est
SUMOylée par la SUMO?2 en surexprimant NUR77 et la SUMO2 dans des cellules HEK293 et en
vérifiant qu’elles interagissent physiquement par la technique de co-immunoprécipitation (co-IP).
Par la suite, I’interaction physique entre la SUMO2 et NUR77 pourrait étre comparée avec celle de
la SUMO2 et NUR77-mK577R. Cette étape permettrait de confirmer que la SUMOylation de
NUR?77 opere par un mécanisme nécessitant I’intégrité de la lysine 577. Par la suite, le recrutement
des corépresseurs par NUR77 au niveau la lysine 577 pourra étre évaluée a partir d’essais
comparant ’interaction entre les corépresseurs cités précédemment avec NUR77 WT et NUR77-
mKS577R a I’aide de la co-IP ou de la technique Bioluminescence Resonance Energy Transfer
(BRET). Les niveaux de SUMOylation de NUR77 WT et NUR77-mK577R pourraient étre évalués
en parallele par co-IP. Cette approche comporte tout de méme des limites car méme si I’interaction
entre ces corépresseurs et le mutant 577 est diminuée en comparaison avec NUR77 WT, elle ne
permettra pas de conclure que ’interaction opéere réellement sur ce site, mais plutdt qu’elle
nécessite son intégrité. En effet, la mutation en lysine 577 peut affecter la conformation de la
protéine qui recruterait alors différemment les corépresseurs. Des études crystallographiques
permettraient de confirmer que le site K577 est bien impliqué dans la surface d’interaction avec
le/les corépresseurs, comme utilisé¢ pour I’identification de corégulateurs d’autres RN orphelins

(Kallen et al., 2004).

Par ailleurs, la surexpression du mutant K577R induit une augmentation significative de

I’expression du geéne cible de NUR77 transporteur de glucose 4 (GLUT4) dans les cellules
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HEK?293, en comparaison avec la surexpression de NUR77 WT. Glut4 étant un geéne induit par
I’expression de NUR77 (Chao, 2007b), cette observation confirme que la mutation du résidu lysine
577 en arginine induit ’activation d’un geéne cible de NUR77 et que les résultats observés dans le
contexte plus artificiel des essais rapporteurs pourraient étre pertinents a 1’activité de NUR77 dans
des conditions physiologiques. Néanmoins, cette observation ne permet pas de conclure que la
régulation de GLUT4 par NUR77 est directe car I’expression de GLUT4 peut étre modulée par
d’autres facteurs qui seraient influencés par les conditions de 1’étude, comme la surexpression, les
autres facteurs ou voies de signalisation modulés par la surexpression de NUR77 et/ou des mutants.
Afin de d’assurer que GLUT4 est modulé directement ou non par NUR77, une expérience de ChIP-
qPCR apres surexpression de NUR77 dans les cellules HEK293, évaluant la liaison de NUR77 au
niveau du promoteur de GLUT4 pourrait étre conduite par la suite. L’expression en ARNm d’autres
genes cibles ont également été évalués en paralléle, a savoir ’expression de GLUT? et du Glucose-
6-Phosphatase Catalytic (G6PC), qui sont également des geénes cibles de NUR77 dans les HEK293
comme il a été revu dans (To, Zeng et Wong, 2012). Néanmoins, aucune modification de leur
expression n’a été observée entre les conditions de surexpression de Nur77 WT et des mutants.
Pour renforcer notre observation, une autre approche serait d’utiliser le promoteur endogene natif
de GLUT4 comme promoteur de la Renilla Luciferase exprimée dans notre vecteur d’expression
(qui a été génére lors de notre étude) et d’évaluer les effets de la surexpression de NUR77 WT et
des mutants, en combinaison avec ce vecteur rapporteur, sur I’activité de la Renilla Luciferase — et

donc de I’activité transcriptionnelle de NUR77.

A P’inverse, la mutation sur le site K102 engendre une diminution significative de ’activité
transcriptionnelle de NUR77, qui n’a pas été modifiée par la surexpression de la SUMO2. Cette
lysine est située dans le domaine AF-1 de NUR77, principale interface de recrutement des
coactivateurs de la transcription comme CBP/P300, PCAF ou SRC-1 (Kang, 2010; Kelly et al.,
2005; Wansa, 2002), qui permettent d’augmenter les interactions entre NUR77 et la machinerie
transcriptionnelle revue dans (Kurakula et al., 2014). II est donc tentant de proposer que la lysine
102 serait impliquée dans le recrutement de 1’'un des coactivateurs cités. La méme stratégie que
celle expliquée précédemment pour évaluer I’implication de la lysine 577 dans le recrutement des
corépresseurs pourrait étre utilisée ici pour déterminer 1’effet de la lysine 102 dans le recrutement

des coactivateurs.
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Les effets opposés des mutations des sites potentiels de SUMOylation sur l’activité
transcriptionnelle de NUR77 observés dans notre étude, en comparaison a NURRI, sont
particuliérement intéressants a souligner (Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004). En raison de
I’homologie de ces deux récepteurs et de I’effet répresseur similaire de PIASy sur leur activité
(Dodat et al., 2021; Galleguillos, 2004), des effets similaires des mutations des sites potentiels de
SUMOylation sur 1’activité transcriptionnelle étaient attendus. Méme si NURR1 et NUR77
appartiennent a la sous-famille des NR4As, leur structure est néanmoins différente - notamment au
niveau de leur domaine N-terminal qui ne comprend que 27% d’identité de séquence - ce qui
suggere une diversité dans leurs fonctions. Par ailleurs, les activités respectives des domaines AF-
1 de ces récepteurs pourraient varier selon le contexte cellulaire et les MPT auxquels ils sont

soumis.

4.1.2- Limites de I’étude et perspectives a moyen terme

4.1.2.1. La caractérisation de la SUMOylation chez NUR77

Les résultats de notre étude soutiennent I’hypotheése que PIASy et SUMO2 exercent un effet
répresseur sur 1’activité transcriptionnelle de NUR77, d’une part engendrée par la SUMOylation a
travers le site K577, alors que le site K102 contribuerait a 1’activité du récepteur par un mécanisme
indépendant de la SUMOylation. Des essais de BRET et d’IP ont été entrepris lors de cette these
afin de valider I’interaction entre NUR77 et la SUMO2, mais n’ont pas €té concluants dans nos
conditions expérimentales. Différentes conditions expérimentales ont été évaluées selon les
informations des protocoles qui étaient disponibles dans les études ayant évalué la SUMOylation
des NR4As (Arredondo, 2013; Zarraga-Granados G, 2020; Zhang et al., 2017). Ainsi, I’évaluation
de la SUMOylation de NUR77 sans traitement préalable des cellules (Arredondo, 2013) et apres
traitement avec I’inhibiteur de protéasome MG132 (Zhang et al., 2017), comme il a été expérimenté
pour NURRI et NUR77 respectivement, ont été testés. Par ailleurs, I’homologue de NUR77,
NURRI, dont la SUMOylation a été mise en évidence dans des travaux antérieurs (Arredondo,
2013), a été utilis¢ comme controle positif. Néanmoins, le recrutement de la SUMO?2 par ce RN
n’apas €été mise en évidence dans nos essais, suggérant que les conditions expérimentales n’étaient
pas adéquates. Il est a noter que des informations cruciales telles que la quantité de plasmides

transfectés ou encore la concentration des anticorps utilisés pour I'immunoprécipitation et
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I’immunobuvardage n’était pas disponibles dans les protocoles sur lesquels nos travaux se sont
basés. Ceci pourrait expliquer 1’infructuosité de nos essais. Des conditions de stress, telle que
I’administration de la substance P, qui est un neuropeptide se liant au récepteur de la neurokinine
1 et induisant I’autophagie cellulaire, qui a été testée dans la derniére étude de la caractérisation de
la SUMOylation de NUR77 (Zarraga-Granados G, 2020) et décrit dans la section 1.2.3.2 de

I’introduction, pourraient cependant étre testées dans la suite de nos travaux.

Afin d’évaluer si le contexte cellulaire influence le recrutement de la SUMOylation et
comme cette MPT a été mise en évidence dans des modeles cellulaires de la maladie de Parkinson
(Luo et al., 2017; Zhu et al., 2018), il serait possible d’évaluer la SUMOylation de NUR77
endogéne dans des lignées cellulaires présentant un phénotype catécholaminergique - la dopamine
étant une catécholamine - a savoir dans les cellules PC12 qui proviennent d’un phéochromocytome
de rat et les cellules SH-SYSY qui sont dérivées d’un neuroblastome (Das, Freudenrich et Mundy,

2004; Kovalevich et Langford, 2013; Xicoy, Wieringa et Martens, 2017).

Nos efforts se sont surtout concentrés sur I’isoforme 2 de la SUMO, dont I’interaction a été
mise en évidence avec NURR1 (Arredondo, 2013) et vers lequel les données préliminaires du
laboratoire pointaient (Giner X., Thése 2015). Nos expériences ont cependant ét¢ menées en
conditions basales - sans stimuli de stress - et des études suggerent que les SUMO2/3 seraient
principalement actives lors d’un stress (Flotho et Melchior, 2013). Nos travaux se sont
majoritairement basés sur ceux de NURR1, homologue de NUR77, dont les protocoles étaient
disponibles au moment de I’initiation de ce projet. Les essais pour évaluer la SUMOylation de
NURRI ont été évalués sans stimuli de stress. Aussi, méme s’il a été démontré que NUR77 étaient
induit apres traitement des cellules HEK293 avec des esters de phorbol et que NUR77 peut étre
stimulé par la TSA dans les cellules HeLa (Kang, 2010), aucune modification des quantités de

protéine de NUR77 dans les HEK293 n’a été observée dans nos essais (Annexe 1).

Les surexpressions utilisées pour nos essais rapporteurs ont pu stresser les cellules, en
raison d’une saturation du réticulum endoplasmique dans la production de protéines et de la
capacité de la cellule a replier correctement les protéines (Raden et al., 2005), ce qui n’aurait pas
été visible lors des essais d’IP. La lyse cellulaire pour les essais rapporteurs a été faite apres 48h
de surexpression, contrairement aux IP ou les cellules ont été lysées au bout de 36h. Comme le

turn-over de NUR77 et de la SUMOylation est tres rapide, il se peut que ces 12h de différence ait
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influencé nos observations. Des travaux ultérieurs ou les essais rapporteurs et d’IP sont réalisés en
parall¢le et dans les mémes conditions (de surexpression et de lyse cellulaire) apparaissent donc
nécessaires pour caractériser la SUMOylation de NUR77. Une alternative pour évaluer la fonction
d’un géne est de diminuer ou supprimer son expression et d’observer les conséquences. Des essais
de siRNA ou de CRISPR-cas9, permettant la diminution de I’ARNm de PIASy et la délétion du
gene codant pour PIASy par CRISPR-cas9, de maniére respective, pourraient étre envisagées.
Comme la délétion d’un geéne n’est envisageable que si le géne n’interfére pas avec des processus
biologiques essentiels du modéle utilisé (cellule ou animal) et que des souris KO en PIASy
présentent un phénotype normal (Wong et al., 2004), I’approche CRISPR-cas9 peut étre également
envisagée dans ce cas-ci. Une fois le KD ou la délétion de PIASy, réalisées, une expérience de
RNAse-seq pourra étre menée en vue d’évaluer les quantités en ARNm modulés par cette
modification. Si des niveaux en ARNm de génes modulés par NUR77 comme GLUT4 dans les
HEK?293 sont modifiés, des expériences de ChIP-qPCR ou de retard sur gel pourront étre utilisées
ensuite pour valider I’effet de ce KD ou délétion sur la liaison de NUR77 sur ses genes cibles. Cette
approche ne pourrait étre utilisée pour un KO de SUMO2 car I’expression de ce gene est

indispensable pour la survie du développement embryonnaire de souris (Wang et al., 2014).

Par ailleurs, I’effet différentiel de PIASy observé pourrait également découler du
recrutement différentiel de corégulateurs entre NUR77 WT et les mutants. Afin d’explorer cette
hypothese, une approche basée sur la technologie APEX2 développée dans I’étude décrite au
chapitre 3 pourrait étre utilisée. Des protéines de fusion des mutants de NUR77 fusionnée avec la
peroxydase APEX2 pourraient €tre générées et les différents interactomes de NUR77 WT et des
mutants pourraient étre comparés apres surexpression dans les HEK293. Néanmoins, cette
approche serait laborieuse et nécessiterait de plus amples validations des partenaires potentiels

identifiés par des co-IP et/ou de GST-pull down par la suite.

D’autres sites accepteurs de la SUMOylation et des motifs alternatifs de liaison de la
SUMO, comme les sites SIM (Kaur et al., 2017) et/ou PDSM (Hietakangas, 2006) (voir section
1.2.3.1), pourraient également participer a 1’effet répresseur induit par la surexpression de PIASy
et seraient pertinents a caractériser dans la poursuite de ce projet. Des travaux suggerent que le
résidu K91 chez NURRI se trouve dans un motif de controle synergique (G85-X4-IKVE)

(Arredondo, 2013). Ce motif présente une séquence consensus de recrutement de la SUMO
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(VKXD/E) flanquée de résidus proline ou glycine (Iniguez-Lluhi et Pearce, 2000) et restreint
I’activation transcriptionnelle du facteur de transcription au niveau des sites de liaison d’un geéne
qui présente plus d’un élément de réponse pour ce facteur de transcription. L’homologue K102 de
NUR77 pourrait également se trouver dans un motif similaire (P96-X4-FKFE) (Iniguez-Lluhi et
Pearce, 2000). La proline 96 succéde a la sérine 95, ciblée par la kinase JNK et 1’isomérase Pinl
chez NUR77 (Chen, 2012; Liu, 2007). Par conséquent, la mutation de la lysine 102 pourrait
interférer avec des processus de régulation dépendant de la phosphorylation. De maniére inverse,
la SUMOylation sur le site K102 pourrait étre régulée par le niveau de phosphorylation sur le résidu

S95, comme il a été observé pour d’autres motifs de contrdles synergiques (Hietakangas, 2006).

Afin d’évaluer la possibilit¢ d’une action synergique entre la SUMOylation et la
phosphorylation, nous avons examiné 1’effet qui découle de la mutation de la sérine 95 en alanine
et en acide aspartique (S95A et S95D respectivement), ce qui empéche la phosphorylation et mime
une partie des charges négatives qui surviennent lors de la phosphorylation de maniére respective,
chez NUR77 WT et le mutant K102. Apres la génération de ces mutants et la surexpression de ces
protéines de fusion dans les cellules HEK293, I’activité transcriptionnelle des mutants NUR77-
S95D et NUR77-K102R/S95D est significativement réduite sur 1I’¢lément de réponse en monomere
NBRE en comparaison a celle des controles NUR77 et NUR77-K102R respectivement — et a
I’inverse de celle des mutants NUR77-S95A et NUR77-K102R/S95A ou aucun effet n’est observé
(Annexe 3). L’évaluation des quantités de protéines en immunobuvardage a confirmé que leurs
niveaux ¢étaient similaires dans les différentes conditions, ce qui permet de s’assurer que les
modifications de I’activité transcriptionnelle observée ne proviennent pas d’une modification de la
quantité de protéines. Ces résultats préliminaires suggerent que les mutations concomitantes du site
potentiel de SUMOylation de la lysine 102 en arginine et du site potentiel de phosphorylation de
la sérine 95 en alanine, ont un effet répressif qui semble coopératif sur I’activité transcriptionnelle
de NUR77. Afin de documenter ce mécanisme, il faudrait confirmer que la lysine 102 est bien
SUMOylée — pas la stratégie présentée en 4.1.a - et que la sérine 95 est phosphorylée. Pour cette
derniére démonstration, 1’évaluation de la phosphorylation par des expériences
d’immunobuvardage apres la surexpression de kinases, et plus spécifiquement de la kinase JNK
(Wu et al., 2020) qui phosphoryle la sérine 95 de NUR77 dans les cellules HEK293 (Chen, 2012)
(voir section 1.2.2.2), pourrait étre réalisée en comparant les niveaux de phosphorylation lorsque

la sérine 95 est inteégre et lorsqu’elle est mutée en alanine — ce qui prévient la phosphorylation sur
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ce site. Une fois ces MPTs et la nécessité de I’intégrité de ces sites dans ce contexte confirmés, il
sera possible d’évaluer s’ils sont modulés par les mutations des sites K102 (en arginine) et S95 (en
alanine et acide aspartique) de manie¢re individuelle et combinée. Une action synergique de la
SUMOylation et de la phosphorylation a déja été observée dans la régulation de 1’activité d’autres
RN, tels que le récepteur de la progestérone et le récepteur de I’hormone thyroidienne (Abdel-
Hafiz, Dudevoir et Horwitz, 2009; Liu et Brent, 2018). Pour évaluer si une méme coopération opére
dans notre contexte d’étude, I’activité de NUR77 et de NUR77-K102R pourraient étre évaluées a
la suite du traitement des cellules par des inhibiteurs de la phosphorylation et plus spécifiquement
de la kinase JNK (Chen, 2012; Wu et al., 2020). Si I’effet engendré par ces inhibiteurs est similaire
a celui observé avec les mutants, ce serait une indication supplémentaire de 1’implication de la
phosphorylation dans ce processus. En paralléle, il serait nécessaire de vérifier les niveaux

protéiques de NUR77 et de ces mutants, ainsi que I’effet des inhibiteurs sur ces niveaux.

4.1.2.2. Les outils utilisés

L’une des techniques couramment utilisées pour identifier I’effet d’une protéine et/ou d’une
MPT sur I’activité des récepteurs nucléaires est de réduire 1’expression du géne codant pour cette
protéine et d’évaluer ensuite ses répercussions. Pour se faire, la méthode des petits ARN
interférents (small interfering RNA — siRNA) pourrait étre utilisée (Curtis et Nardulli, 2009).
Néanmoins, pour déterminer I’effet de la SUMOylation sur ’activité d’un RN, il faudrait utiliser
des siRNA dirigés contre chacune des protéines de SUMOylation (SUMOI, 2, 3), la suppression
combinée des trois isoformes pouvant €tre difficile a réaliser (Gavrilov et Saltzman, 2012). Par
ailleurs, la SUMOylation étant connue pour réguler ’homéostasie cellulaire, la suppression des
genes codant pour les protéines SUMO ou pour les SUMO E1 ou E2 ligases pourrait engendrer des
effets majeurs sur la physiologie cellulaire (Enserink, 2015). 11 serait donc difficile de déterminer

si ’effet observé sur le RN résulte d’une conséquence directe ou indirecte de cette suppression.

Une autre stratégie serait d’utiliser des inhibiteurs chimiques qui empéchent la poursuite du
cycle de SUMOylation (Cohen, 2009). Cependant, cette stratégie peut se révéler difficile a
optimiser selon les inhibiteurs disponibles. L’inhibiteur de la SUMOylation 2-D08 (Sigma,
#SML1052), qui empéche le transfert de la protéine SUMO de I’enzyme E2 au substrat (Kim,

Keyser et Schneekloth, 2014), a été testé dans nos travaux pour évaluer son effet (10uM) sur
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I’activité transcriptionnelle de NUR77 dans les essais rapporteurs. Son effet n’a néanmoins pas été
concluant dans nos conditions expérimentales (Annexe 4) mais son efficacité¢ a supprimer la
SUMOylation n’a pas pu €tre démontrée car les résultats de notre controle positif NURR1 n’était
pas concluant dans nos conditions expérimentales, comme mentionné précédemment. L’effet du
composé synthétique ML-792, qui inhibe ’activité de ’enzyme E1 activatrice en se liant a la
SUMO en C-terminal et qui a été testé dans différentes lignées cancéreuses a une concentration de

30nM (He, 2017), pourrait étre exploré dans de futurs essais.

Comme différents outils bio-informatiques existent pour identifier les sites potentiels de
SUMOylation (Da Silva-Ferrada, Lopitz-Otsoa, Lang, Rodriguez et Matthiesen, 2012), des
délétions des régions contenant ces sites consensus de SUMOylation aurait également pu étre
menées (Ebert, 2009; Hug et al., 1996). Cependant, 1’effet sur ’activité du RN observé pourrait
alors résulter d’une modification de la conformation de la protéine, de délétions d’autres sites de
MPTs, et/ou des modifications des régions d’interaction avec des corégulateurs (Cox, Platt et

Zhang, 2015).

Pour pallier ces limites, la stratégie utilisée ici a été d’introduire des mutations individuelles
des sites potentiels de SUMOylation qui ont le plus de probabilité¢ d’étre SUMOYylés et d’évaluer
’effet de la mutation de ces sites potentiels de SUMOylation sur I’activité de NUR77 a travers le
développement d’un essai rapporteur (Karimi, Goldie, Cruickshank, Moses et Abraham, 2009; Li,
2018; Li S, 2018). Ainsi, les conséquences de ces mutations sur ’activité transcriptionnelle de
NURT77 ont pu étre étudiées. En parallele, I’expression en ARNm et les quantités de protéines, ainsi
que la localisation cellulaire de NUR77 ont été évaluées. Malgré les techniques complémentaires
utilisées pour caractériser 1’activité de NUR77, des limites existent au niveau de 1’interprétation
des résultats. Tout d’abord, toutes ces €valuations ont été faites apres surexpression de NUR77, ce
qui peut engendrer une modification du contexte cellulaire (Prelich, 2012). Comme mentionné
précédemment, une alternative intéressante a la surexpression aurait été¢ de diminuer les niveaux
protéiques en réalisant un KD de PIASy ou SUMO2 par siRNA. Ensuite, ’essai rapporteur utilisé
pour évaluer I’activité transcriptionnelle de NUR77 ne permet pas de caractériser si I’effet observé
résulte de I’action directe de la protéine surexprimée ou d’une action indirecte qui agirait sur
d’autres voies de signalisation (Li, 2018; Li S, 2018). Dans chacune des expériences, des conditions

avec I’élément de réponse seul et/ou avec les différentes protéines testées ont été réalisées afin de
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s’assurer que I’effet observé était engendré par la surexpression des protéines. On a également
vérifié que la surexpression des différentes protéines était efficace et qu’elle ne diminuait pas

I’expression de NUR77.

4.1.3- Perspectives a long terme

Comme mentionné en introduction, aucun ligand endogéne de NUR77 n’a été identifi¢ a ce
jour. Moduler NUR77 a travers ses régulateurs apparait donc comme une alternative intéressante
dans différentes pathologies, dont la maladie de Parkinson. Nos travaux ont mis en évidence que
I’activité transcriptionnelle de NUR77 était réprimée par la SUMO E3 ligase PIASy et I’isoforme
2 de la SUMO. Méme si des études ultérieures sont nécessaires afin d’évaluer les mécanismes sous-
jacents a cet effet, cette découverte offre un moyen de moduler NUR77 et peut guider les efforts
afin de le cibler au niveau physiologique. L’implication de NUR77 dans la maladie de Parkinson
suggere que ce RN joue un role dans la perte des neurones dopaminergiques (Rouillard, 2018). Si
ce lien est avéré, 1’activation des protéines PIASy ou SUMO?2 permettrait de réprimer I’activité de

ce RN et de réduire la mort cellulaire dans cette maladie.

Aucune molécule permettant de stimuler la SUMO2 ou PIASy n’est actuellement
disponible (Cox et Huber, 2019; Woo et Abe, 2010). Comme la SUMOylation régule un grand
nombre de processus biologiques (Wilkinson et Henley, 2010; Woo et Abe, 2010; Yau, Molina et
Courey, 2020) et que des modifications de son activité — augmentation ou diminution — peuvent
causer le développement de différentes maladies ou cancers, perturber son fonctionnement pourrait
avoir des conséquences négatives (Wilkinson, Nakamura et Henley, 2010). Néanmoins,
’utilisation d’inhibiteurs ou d’activateurs généraux de la SUMOylation a déja ét€ envisagée dans
le cas ou la mort de certaines cellules est reliée a un état d’hyper- ou d’hypo-SUMOylation (Cox
et Huber, 2019). Cette stratégie thérapeutique reposerait sur un dosage spécifique, ou I’activité de
la SUMOylation des cellules normales serait inchangée, mais serait modifiée dans les cellules
pathologiques. Dans le cas discuté ici, la SUMOylation pourrait étre augmentée dans les cellules
dopaminergiques pathologiques en délivrant directement un activateur de la machinerie de la
SUMOylation (Cox et Huber, 2019). Bien entendu, de nombreux défis quant a la délivrance de
molécules a travers la barriére-hématoencéphalique seraient a résoudre au préalable (Pardridge,

2012).
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Cibler la SUMOylation afin de moduler des protéines impliquées dans la maladie de
Parkinson est une stratégie ambitieuse, qui a déja été suggérée dans d’autres travaux (Princz et
Tavernarakis, 2020; Verma, 2020; Yau et al., 2020). La protéine a-synucléine, dont les mutations
sont associées aux formes familiales de la maladie de Parkinson, est également modifiée par les
SUMOL et 2. Cette protéine présynaptique est retrouvée sous forme non repliée dans le cytoplasme
ou liée aux vésicules synaptiques en condition normale, tandis qu’elle forme des oligomeres qui
peuvent s’agglomérer en condition pathologique (Verma, 2020). L addition de la SUMO?2 a ’a-
synucléine sur les lysines 96 et 102 augmente la solubilit¢ de la protéine, alors que celle de la
SUMOL1 favorise la formation d’oligomeéres. Ces observations soutiennent le fait que 1’on ne trouve
que de la SUMOI et non la SUMO?2 dans les corps de Lewy (Rott, 2017), qui correspondent a
I’agglomération de la protéine a-synucléine, et que I'effet de la SUMOylation differe selon

I’isoforme ¢étudié et les conditions de stress (Celen et Sahin, 2020; Enserink, 2015).

De maniere plus globale, la stratégie consistant a cibler les MPT s’est déja avérée fructueuse
pour d’autres pathologies comme le cancer (Deng, Meng, Chen, Wei et Wang, 2020). Différentes
molécules existent en effet, validées en clinique ou étudiées en études pré-cliniques, pour cibler
I’ubiquitination et la voie ubiquitine-protéasome, dont la suractivation ou la sous-activation peut
induire le développement de maladies (Wertz et Wang, 2019). Ces molécules visent les E3 ligase,
les dé-ubiquitinases ou le protéasome. La stratégie novatrice PROTAC (Proteolysis Targeting
Chimeric Molecule), basée sur une molécule chimérique qui sert de pont entre une E3 Ubiquitine
ligase et une protéine cible afin que celle-ci soit ubiquitinée et ensuite dégradée par le protéasome,
offre ’opportunité de cibler des acteurs cruciaux dans le cancer (Wang, Jiang, Feng, Liu et Sun,
2020). Ce procédé a par ailleurs été suggéré comme une stratégie pour inhiber des protéines
complexes a cibler comme les facteurs de transcription (Gu, Cui, Chen, Xiong et Zhao, 2018). Une
approche similaire pourrait €tre utilisée pour cibler une protéine a travers la SUMOylation, en
utilisant une molécule chimérique qui recruterait une SUMO E3 ligase ou une SENP (Ovaa et
Vertegaal, 2018). Cette technologie permettrait de moduler 1’activité de la protéine cible a travers
les fonctions de la SUMOylation — a savoir la stabilité, la localisation cellulaire ou encore les
interactions protéines-protéines (Celen et Sahin, 2020). Les différents isoformes de SUMO et leurs
effets distincts constituent une limite qui pourrait €tre résolue si les E3 SUMO ligases ou les SENPs
utilisées présentent des spécificités pour ces isoformes. A cet effet, la SENP2 hydrolyse

préférentiellement la SUMO2 tandis que la SENP1 hydrolyse la SUMO1 (Kunz, 2018). Une autre
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stratégie chimérique ou I’enzyme E2 (Ubc9) est directement liée a la protéine cible pour induire la

SUMOylation existe ¢galement (Jakobs et al., 2007).

4.2 Une approche de marquage de proximité pour caractériser

Pactivité de NUR77

4.2.1- APIS, un nouveau corégulateur de NUR77

Afin de mieux comprendre la modulation de 1’activit¢ de NUR77, nous avons opté pour la
caractérisation de ses protéines d’interaction et de leur contribution a 1’activit¢ de NUR77. Nous
avons développé et optimisé une approche basée sur la technologie APEX2 pour identifier les
protéines situées a proximité de NUR77 dans des cellules vivantes HEK293. Cette lignée cellulaire,
qui n’est pas représentative de la pathophysiologie du cancer du sein qui nous intéresse, permet
néanmoins une optimisation facile et rapide de 1’essai APEX2. Comme détaillé en introduction
dans la section 1.6.1., cette lignée cellulaire permet une grande production de protéines
recombinantes et représente un modéle intéressant pour identifier des partenaires potentiels et les

valider par la suite dans des modeles cellulaires pertinents au niveau physiologique.

L’analyse bio-informatique des jeux de données générés a permis d’identifier 336 protéines
enrichies de maniere significative (FC>2 and adjusted p-value <0.05) dans la condition
expérimentale (APEX2-NUR77-T2A-ametrine), parmi lesquelles la protéine APIS (Apoptosis
Inhibitor 5). Nos travaux ont permis de valider que les protéines NUR77 et APIS pouvaient étre
extraites du méme complexe protéique par co-immunoprécipitation et nous avons démontré leur
colocalisation dans le noyau par microscopie confocale dans les lignées cellulaires HEK293 et
MCF-7 (ER+ BC). La protéine TP53BP1 (Tumor Protein P53 Binding Protein 1) est un interacteur
de APIS selon la base de données BioGrid (Stark et al., 2006). Cette protéine a été enrichie de
maniere significative dans la condition expérimentale APEX-NUR77-T2A-ametrine en
comparaison aux contrdles et mentionnée dans la discussion dans la section 3.8. Ceci renforce la
possibilité d’un complexe protéique entre APIS et NUR77 et suggére que TP53BP1 pourrait

appartenir a ce complexe.
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Le KD de API5 par siRNA a conduit a une augmentation des niveaux de protéines de
NURT77, ce qui a été potentialisé par la privation de sérum dans les cellules MCF-7. Ce KD a
également est associé¢ a une diminution de la survie des cellules en privation de sérum. En parall¢le,
une augmentation de [’activité transcriptionnelle de NUR77 sur ses ¢éléments de réponse
monomérique et homodimérique dans la lignée cellulaire HEK293 a été observée. Enfin,
I’inhibition du protéasome par le traitement de MG132 révele une stabilisation de NUR77, et la
forte réduction de I’induction de NUR77 par la suppression d’API5 en présence de cet inhibiteur
suggere que I’interaction NUR77-APIS pourrait moduler la stabilit¢ de NUR77. Ces résultats
indiquent que APIS agit comme un répresseur de NUR77 a la fois sur ses niveaux protéiques et sur
son activité, les deux étant possiblement liés. En effet, les niveaux d’expression des RN ou leur
stabilité protéique sont souvent reliés a I’induction de leur dégradation (Alarid, 2006; Dennis, Haq

et Nawaz, 2001).

Ces découvertes sont intéressantes a mettre en parallele avec les associations entre
I’expression de API5 et de NUR77 et les pronostics du cancer du sein (Gyorffy et al., 2010). En
effet, NUR77 est considéré comme un marqueur de bon pronostic dans le cancer du sein tandis que
API5 est un marqueur de mauvais pronostic selon les données de KM plotter. De plus, I’expression
de API5 est positivement corrélée avec la variation du nombre de copies dans le BC, ce qui suggere
que ’amplification génétique d’4PI5 pourrait moduler la survie dans le BC, possiblement en partie
a travers une régulation des fonctions de NUR77. Une étude ayant évalué les niveaux protéiques
de APIS5 par marquage a la peroxydase révele que ses niveaux sont significativement augmentés
dans les cellules endothéliales provenant de biopsies de patientes BC ER- qui ne répondent pas aux
traitements de chimiothérapie (Bousquet, 2019). Cette observation est compatible avec
I’association négative entre AP/5 et la survie des patientes présentée dans nos travaux, bien qu’il
s’agisse ici de I’expression dans les cellules endothéliales et non tumorales. Ces travaux, décrits en
introduction dans la section 1.5.3, combinés aux ndtres, soulignent I’intérét de cibler API5 dans
les mécanismes associés a I’apoptose dans le cancer. IIs renforcent la conviction qu’il est nécessaire
de caractériser I’interaction entre ce facteur nucléaire et NUR77 afin de mieux comprendre les

mécanismes reliés a 1’apoptose dans le cancer du sein.

Une autre construction expérimentale a été utilisée en parallele, avec APEX2 située en C-

terminale mais le nombre de protéines significativement enrichies était considérablement diminué
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lorsqu’elle était intégrée dans les analyses. Comme 1’activité transcriptionnelle de NUR77 et
I’activité enzymatique de APEX2 ¢étaient également diminuées aprés surexpression de cette
protéine de fusion (Annexe 8), une explication serait que cette protéine de fusion est moins active.
Par ailleurs, une autre analyse a été effectuée en paralléle en analysant les comptes de peptides pour
identifier I’interactome de NUR77, aboutissant a une cartographie différente. Ces résultats sont

davantage décrits dans la partie 2 des annexes (Approche APEX2. Données supplémentaires).

4.2.2- Limites de I’étude et perspectives a moyen terme

4.2.2.1 L’implication de ’interaction entre NUR77 et API5 dans la mort cellulaire

D’aprés nos travaux, I’interaction entre NUR77 et APIS pourrait jouer un réle important
dans la régulation de I’apoptose dans la lignée cellulaire du cancer du sein ER+ MCF-7. Toutefois,
de nombreuses interrogations quant aux mécanismes et a la physiologie sous-jacents demeurent a
I’heure actuelle. S’il est clairement établi que les niveaux protéiques de NUR77 sont augmentés
dans les cellules MCF-7 a la suite de la diminution de I’expression de APIS, il n’a pas été démontré
que cette expression est reliée aux mécanismes apoptotiques. Ceci est suggéré par 1’implication
connue de NUR77 dans les mécanismes associés a ce processus (Kim et al., 2003; Pawlak,
Strzadala et Kalas, 2015). Afin de démontrer cette implication, il faudrait évaluer la
prolifération/survie cellulaire aprés la diminution des niveaux en ARNm de NUR?77 par "utilisation
d’un siRNA spécifique, ainsi qu’évaluer les niveaux protéiques de API5 et de la protéine PARP-1
clivée, marqueur d’apoptose, en conditions normales et en déprivation de sérum. Des essais
préliminaires de quantification des niveaux protéiques de PARP-1 clivés ont été évalués en deux
réplicas biologiques. La quantité de PARP-1 clivée ne semble pas différer apres le KD de API5
(Annexe 5). Néanmoins, un troisieme réplica permettrait de valider cette observation. Aussi, il est
possible que cette observation résulte d’un probléme technique (probléme de transfert, de la

diffusion homogene de la solution contenant 1’anticorps PARP sur la nuit, etc).

Des essais préliminaires d’optimisation des conditions de surexpression d’un siRNA dirigé
contre NUR77 (Dharmacon, #J-003426-08-0050) dans les cellules MCF-7 ont été initiés durant
cette these. Pour s’assurer que les siRNA sont valides et ciblent le gene désiré, il est préférable de

comparer le KD a la suite du traitement des cellules par deux siRNA dirigés contre le méme gene,
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mais ciblant des séquences distinctes (Jackson et Linsley, 2010). Un siRNA dirigé contre API5
commercialisé par Sigma (#NM_006595) a été évalu¢ en parallele du siRNA utilisé dans le chapitre
3 commercialisé¢ par Thermofisher afin de confirmer les résultats, mais aucune diminution des
niveaux protéiques de APIS n’a été observée en immunobuvardage. Les transfections ayant été
réalisées en parall¢le, il est peu probable que le probléme provienne d’un probléme technique a ce
niveau. Le siRNA a été commandé en deux fois et I’hypothése d’une déficience du lot a également
¢été écartée. L explication la plus pertinente serait donc que ce siRNA ne fonctionne pas et que pour
la suite du projet, d’autres siRNA commercialisés par d’autres compagnies pourraient étre testés

afin de s’assurer de la validité des résultats.

En parallele, une approche intéressante serait d’évaluer les genes cibles de NUR77 qui
pourraient &tre modulés par APIS, afin de confirmer que ce sont des geénes dont les produits sont
impliqués dans la régulation de I’apoptose. Une premicre étape serait de faire un séquencage de
I’ARN (RNAse-seq) afin d’identifier les génes cibles de NUR77 et ceux qui sont également
modulés par API5 a1’aide des siRNA dirigés respectivement contre ces genes. Ensuite, la technique
de Chromatin Immunoprecipitation quantitative real-time PCR (ChIP-qPCR) permettrait de
confirmer que ces génes sont bien directement modulés par NUR77 et APIS. Par la méme occasion,
cette stratégie offrirait une meilleure compréhension du réle de APIS dans le noyau, qui reste peu

caractérisé a ce jour.

Une autre stratégie pour caractériser 1’interaction entre NUR77 et APIS serait d’identifier
la région d’interaction entre APIS et NUR77. APIS possede une séquence LXXLL, motif de
prédilection de liaison des corégulateurs avec les récepteurs nucléaires décrit dans la section 1.1.2
(Savkur et Burris, 2004), qui est notamment impliquée dans son interaction avec ERa (Basset,
2017). La protéine TRAF2 (Tumor necrosis factor receptor-associated factor 2), protéine
d'échafaudage et E3 ubiquitine ligase impliquée dans la signalisation inflammatoire, interagit avec
NUR?77 par ce méme motif (Hu, 2017). Il est donc pertinent de s’interroger si cette séquence est
impliquée dans I’interaction avec NUR77. Une approche évidente serait de muter le motif LXXLL
en LXXAA et d’évaluer s’il est toujours possible d’extraire les protéines du méme complexe par
des essais d’immunoprécipitation. En parallele, comme la protéine APIS a été enrichie dans la
condition expérimentale APEX2-NUR77-T2A-ametrine (fusion en N-terminale) basée sur

I’intensité de peptides, mais pas dans la condition NUR77-APEX2-T2A-ametrine (fusion en C-
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terminale) (données supplémentaires dans la_partie 2 des annexes), il est légitime de se

questionner si I’ajout de la protéine de fusion en C-terminale pourrait interférer avec sa capacité a
interagir avec API5. Une mutagénese de délétion de NUR77, ou les différentes régions de NUR77
seraient tronquées, serait une stratégie envisageable afin d’identifier la régions d’interaction de
NUR?77 avec API5. La méme approche peut étre utilisée avec APIS afin d’identifier la région

d’interaction de cette protéine avec NUR77.

Comme souligné en introduction dans la section 1.1.6.3, les membres de la famille NR4A
posseédent une redondance fonctionnelle, notamment dans la régulation de I’apoptose (Campos-

Melo et al., 2013). Par ailleurs, NUR77 partage des partenaires d’interaction communs avec
NURRI tels que NF- kB, P53 et RXRa et avec NOR-1 comme BCL-2, CPB/P300 et TRIM2S tel

qu’il a été revu dans (Kurakula et al., 2014). Il serait donc pertinent d’évaluer si API5 interagirait
également avec les autres membres des NR4As et quels seraient les mécanismes sous-jacents a ces

interactions.

4.2.2.2. Identification d’autres interacteurs de NUR77

Une ¢étude récente évaluant 1’interactome de NUR77 dans les cellules MCF-7 a ’aide d’une
immunoprécipitation suivie d’une spectrométriec de masse confirme certains des interacteurs
identifiés dans notre essai, comme HDAC1 et SMARCA4 (Yang PB, 2020). Comme NUR77 et
RXRa peuvent interagir a travers leur DBDs en ’absence du ligand de RXRa, le 9-cis-retinoic
acid (9-cis-RA) (Perlmann et Wallen-Mackenzie, 2004), et que les niveaux protéiques de RXRa
sont détectés dans les cellules HEK293 (Fadel et al., 2020), il aurait ét¢ attendu d’identifier RXRa
dans notre cartographie. Néanmoins, cette protéine n’a pas €té enrichie a la suite de nos analyses,
ce qui pourrait étre expliqué par la surexpression de NUR77 qui favoriserait la formation

d’homodimeres et non d’hétérodimeres (Rastinejad, Huang, Chandra et Khorasanizadeh, 2013).

Bien que la protéine PIASy, qui interagit avec I’homologue de NUR77 (NURR1) dans les
cellules HEK293 (Galleguillos, 2004), n’ait pas été identifiée a I’issue de nos analyses, la protéine
SUMO E3 Ligase RBP2 (RanBP2) a été enrichie de manicre significative (log2(FC)=3,63 ; -
log10(adjusted p-value) = 3,15) dans la quantification basée sur le comptage spectral (Annexes 10

et 11). Il serait donc pertinent d’évaluer si cette E3 ligase influencerait I’activité transcriptionnelle
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de NUR77 et des mutants générés dans le chapitre 2 et plus généralement, la SUMOylation de ce
RN.

La caractérisation de I’interactome de NUR77 a partir de cette quantification et de la

quantification par compte de peptide (Partie 2 de I’annexe) a mis en lumiére la protéine BCLAF1

(BCL-2 Associated Transcription Factor 1) comme potentiel interacteur de NUR77. Comme
NUR77 interagit avec BCL-2 et d’autres protéines associées a BCL-2 qui sont des protéines
impliquées dans la mort cellulaire (Lin, 2004; Luciano F, 2007; Shao, 2016), il est 1égitime de
s’interroger si BCLAF1 appartiendrait a un complexe d’interaction avec BCL-2 et serait impliqué
dans ce phénomene. Des essais préliminaires afin de valider I’interaction entre NUR77 et BCLAF1
ont ¢ét¢ menés lors de cette thése mais ils n’ont pas été concluants, principalement en raison du
manque de spécificité de 1’anticorps utilisé pour reconnaitre la protéine BCLAF1 (Sigma,
#HPA006484) en analyse Western. Pour la poursuite de ce projet, il serait pertinent d’optimiser les
conditions expérimentales et de confirmer 1’interaction entre NUR77 et BCLAF1. Si des anticorps
dirigés contre BCLAF1 ne permettent pas d’évaluer I'interaction endogene entre NUR77 et
BCLAFI, il pourrait étre envisagé de générer une protéine de fusion avec BCLAF1 et une petite
étiquette (comme FLAG ou HA), afin d’utiliser les anticorps spécifiques dirigés contre cette petite

étiquette.

Quelle que soit I’approche utilisée, I’identification d’un interacteur potentiel par spectrométrie
de masse requiert une confirmation par des techniques complémentaires permettant de valider ce

partenaire d’interaction (Sable et al., 2018; ten Have et al., 2011).

4.2.2.3. Validation des interacteurs

L’une des techniques couramment utilisée pour évaluer la présence de deux protéines dans
un méme complexe est la co-immunoprécipitation, réalisée a partir d’un extrait cellulaire entier ou
les protéines sont présentes sous leur forme native (Rao et al., 2014). D’un point de vue technique,
la spécificité et I’affinité des anticorps sont des critéres essentiels a optimiser lors de 1’utilisation
de cette technique (ten Have et al., 2011). Dans notre étude, les anticorps ont été validés en
comparant les résultats de Western blot des complexes protéiques immunoprécipités avec les

anticorps d’intéréts ou avec des anticorps controles IgG. Différents anticorps de NUR77 et de APIS
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de différentes compagnies ont été testés pour sélectionner celui qui permettait de détecter

optimalement ces protéines.

Lors de I’immunoprécipitation, 1’extraction de protéine issus d’un méme complexe est
évaluée a la suite d’une lyse cellulaire, ce qui peut influencer les interaction mesurées au sein du
complexe. Cette technique nécessite de collecter un ensemble de protéines, ce qui ne permet pas
de différencier les partenaires protéiques intermédiaires des partenaires directs d’une protéine
donnée. La validation de I’extraction de NUR77 et APIS du méme complexe protéique par cette
technique seule ne permet pas de s’assurer qu’il s’agisse d’une interaction directe. De plus, la lyse
cellulaire pourrait permettre a des protéines localisées dans des compartiments cellulaires différents
d’interagir de facon artéfactuelle. Apres avoir confirmé que APIS et NUR77 pouvaient étre extraits
du méme complexe par co-immunoprécipitation, les essais de co-immunofluorescence indirecte
ont révélé que APIS et NUR77 co-localisent dans le noyau, ce qui indique que leur interaction est
possible dans ce compartiment. Pour soutenir I’interaction potentielle entre APIS et NUR77,
d’autres approches peuvent étre utilisées telles que les techniques de double-hybride et de GST
pull-down décrites dans la section 1.3.2 ou encore des approches basées sur la Protein Fragment
Complementation (PCA), ou les protéines d’intérét sont fusionnées a une partiec complémentaire
d’une protéine rapporteur sélectionnée (Michnick, Ear, Landry, Malleshaiah et Messier, 2011;
Stynen, Tournu, Tavernier et Van Dijck, 2012). L’utilisation de la technologie Résonnance
Plasmon de Surface (SPR), basée sur I’optique, a été utilisée pour caractériser ’interaction directe
entre le RN orphelin ERRa et 1a calmoduline, et pourrait ¢galement étre envisagée ici (Hentschke,

Schulze, Susens et Borgmeyer, 2003).

4.2.3- Perspectives a long terme

APIS est connu pour ses fonctions de régulation de la mort cellulaire dans différents types
de cancers, dont le cancer du sein (Basset, 2017; Bousquet, 2019; Cho, 2014). Si nos expériences
confirment que I’interaction protéique entre NUR77 et APIS est importante pour réprimer 1’activité
pro-apoptotique de NUR77, cela représenterait le premier pas vers une potentielle modulation de
I’activité de NUR77 dans la mort cellulaire a plus long terme. Une modulation de cette interaction
par des petites molécules pourrait constituer une opportunité thérapeutique pour induire la mort

cellulaire ou sensibiliser les cellules aux traitements de chimiothérapie (Makin et Hickman, 2000;
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Matsuno, Hyodo, Fujimori, Shimizu et Yoshioka, 2018). Afin de développer des drogues efficaces
contre cette interaction, différentes étapes seraient a poursuivre (Fry, 2015; Goncearenco, Li,
Simonetti, Shoemaker et Panchenko, 2017; Mabonga et Kappo, 2019). La premicre est d’identifier
la région impliquée dans I’interaction entre NUR77 et APIS au niveau moléculaire. En combinant
les structures tridimensionnelles de ces protéines déja disponibles (Bong, 2020; Zhan Y'Y, 2012)
et des outils computationnels, la possibilité de cibler le site d’interaction par des petites molécules
sera évaluée. A I’heure actuelle, notre laboratoire travaille a développer et optimiser des molécules
modulant indirectement [D’activit¢ de NUR77 par [Dintermédiaire de son partenaire
d’hétérodimérisation, la protéine RXR (Perlmann et Jansson, 1995). Une fois ces molécules
disponibles, des études seront menées pour évaluer leur effet sur la liaison entre APIS et NUR77.
Si ces molécules interférent avec la liaison, empéchant ainsi APIS et NUR77 d’interagir, leur
potentiel thérapeutique pourra étre évalué¢ dans les cellules MCF-7 du cancer du sein ER+. L’un
des enjeux thérapeutiques dans le cancer du sein ER+ réside dans la résistance aux traitements, tels
que souligné dans la section 1.1.6.6.1. Il serait intéressant d’évaluer 1’activité de APIS et NUR77
dans des cellules MCF-7 résistantes aux tamoxiféene. Une étude montre notamment une
augmentation de la dégradation de NUR77 dans des cellules MCF-7 résistantes aux tamoxifeéne et
que I’administration d’un potentiel ligand synthétique de NUR77, le Z-ligustilide, restaurerait les
niveaux protéiques de NUR77 et augmenterait les dommages a I’ADN — marqueurs de la mort
cellulaire (Qi, 2017). Ces travaux corroborent notre hypothése dans laquelle NUR77 serait un
inducteur de la mort cellulaire dans les MCF-7 tandis que APIS inhiberait son activité. Il serait
intéressant de caractériser la relation entre APIS et NUR77 dans un modele de cellules MCF-7
résistantes au tamoxifene, générées par exposition chronique et croissante a ce traitement hormonal

tel qu’il a été revu dans (Wang, Gun et Hong, 2019).

La stratégie reposant sur le ciblage d’une interaction protéine-protéine a déja abouti au
développement de molécules évaluées en clinique pour leur potentiel thérapeutique. En effet, des
molécules ciblant I’interaction entre les protéines MDM?2 et P53 ont présenté¢ des résultats
prometteurs dans les premiéres phases des essais cliniques (Khurana et Shafer, 2019). La
surexpression de la protéine MDM?2 est fréquente dans de nombreux cancers et elle empéche la
fonction du suppresseur de tumeur P53 en interagissant avec cette protéine (Vassilev, 2004). A
travers le criblage et ’identification de petites molécules qui inhibent 1’activit¢é de MDM2, des

travaux ont ainsi mis en évidence des composés qui se lient 8 MDM?2, au niveau de sa poche de
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liaison a P53. Cette liaison permet 1’activation de la voie de signalisation de P53 dans le cancer et
conduit a ’arrét du cycle cellulaire et au déclenchement de I’apoptose. Différentes classes de
molécules sont en cours d’évaluation en clinique et celles dont les travaux sont le plus avancés

appartiennent a la classe des Nutlins (Andreeft, 2016; Khurana et Shafer, 2019).

Un schéma-bilan de cette thése est proposé en Figure 24. En se basant sur I’hypothése que
NUR77 régule la mort cellulaire a travers la modulation de génes cibles spécifiques dans le noyau
et engendre I’apoptose par sa délocalisation a la mitochondrie ou il active des voies de signalisation
pro-apoptotiques, I’activité de NUR77 peut étre modulée a travers la SUMOylation et son

interaction avec APIS afin de réguler la survie et/ou la mort cellulaire.

QD D

PPI inhibitor PPI activator

l SUMQylation :>

Activation of target genes No activation of

inducing cell death apoptosis pathways inducing cell survival apoptosis pathways

L ; \ through Nur77
T I

Activation of target genes Activation of

Figure 24 — Schéma résumé et hypothétique des modulations de la SUMOylation et de

P’interaction entre APIS et NUR77 pour réguler la survie et la mort cellulaire

Le schéma-bilan de nos travaux proposé ici se base sur [’hypothése que I’activité de NUR77 régule
la mort cellulaire, a travers la modulation de genes cibles spécifiques et engendre I’apoptose par
sa délocalisation a la mitochondrie ou il active des voies de signalisation pro-apoptotiques (PPI :

Protein-Protein Interaction).

A) Une diminution de la SUMOylation chez NUR77 et/ou [’utilisation d’un inhibiteur de
linteraction entre API5 et NUR77 peut entrainer [’activation de genes cibles impliqués

dans la mort cellulaire ou la délocalisation de NUR77 a la mitochondrie, responsable de
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B)

l’activation des voies de signalisation apoptotiques. Ce scénario conduit a I’activation de
NUR77 et a la mort cellulaire.

Une augmentation de la SUMOylation chez NUR77 et/ou un activateur de l’interaction
entre API5 et NUR77 peut entrainer [’activation de genes cibles impliqués dans la survie
cellulaire ou empécher la délocalisation de NUR77 a la mitochondrie, ce qui n’induit pas
les voies de signalisation apoptotiques qu’il module. Cette voie conduit a [’inhibition de

NURY77 et a la survie cellulaire.
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Conclusion

Les travaux effectués dans le cadre de cette thése nous ont permis de développer des outils
moléculaires afin d’évaluer I’activité de NUR77 dans des mod¢le cellulaires et d’identifier des
régulateurs cruciaux de I’activité de NUR77, permettant de mieux comprendre son mode d’action,
a savoir les protéines PIASy, SUMO2 et APIS. Cette étude suggere que cibler la SUMOylation et
les interactions protéine-protéine de NUR77 pourraient constituer des approches thérapeutiques
novatrices et intéressantes pour moduler la mort cellulaire médiée par ce RN dans différentes

pathologies.
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Annexes

1. Figures supplémentaires
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Annexe 1 : Niveaux protéiques de NUR77 dans les cellules HEK293

Les niveaux de protéines de NUR77 ont été évalués en Western Blot apres la lyse des cellules
HEK?293. Le plasmide codant pour NUR77 a été transfecté (condition NUR77) ou non (NT : Non
transfecté). Les cellules ont été traitées ou non avec la TSA, qui induit NUR77 (Kang, 2010). Le

marqueur GAPDH a été utilisé comme controle de la quantité de protéines évaluée.

100

Nur77

37 — e ﬁ GAPDH

Annexe 2 — Niveaux protéiques de NUR77 dans 3 lignées cellulaires du cancer du sein

Les niveaux de protéines de NUR77 ont été évalués en Western Blot apres la lyse des cellules MDA-
MB-231, SKBR3 et MCF-7, représentatives du cancer du sein triple négatif, HER2+ et ER+
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respectivement. Le marqueur GAPDH a été utilisé comme contréle de la quantité de protéines

évaluée.

Fold induction

Annexe 3 — La mutation phospho-mimétique du résidu Sérine 95 (S95D) module P’activité

transcriptionnelle de NUR77

Des cellules HEK293T ont été transfectées de maniere transitoire avec des mutants 3xNBRE-Fluc
(300 ng) et NUR77 ou NUR77 (K102R, S95A4, S95D, K102R / §954 et KIO2R / S95D). Quarante-
huit heures apres la transfection, les cellules ont été récoltées et les extraits testés pour l'activité
luciférase. Les barres de [l'histogramme représentent la moyenne £ écart-type. Les données
présentées sont représentatives de 3 expériences indépendantes (N = 2 ou les résultats sont
représentatifs de 2 expériences réalisées indépendamment). L'analyse ANOVA a un facteur suivie
d'un test post-hoc de comparaison multiple de Tukey a été appliquée pour déterminer la
significativité statistique entre les groupes (*** p <0,001 vs NUR77; #p <0,05 vs mutant NUR77-
KI102R) (Dodat, Cotnoir-White, Mader and Lévesque - résultats non publiés).
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Annexe 4 — L’inhibiteur de la SUMOQOylation 2-D08 ne modifie pas I’activité
transcriptionnelle de NUR77

Les cellules HEK293T ont été transfectées de maniere transitoire avec 3xNBRE-Fluc (300 ng),
avec le vecteur de type sauvage NUR77 (100 ng) ou les mutants NUR77-K102R (200 ng), NUR77-
K577R (150 ng) ou NUR77-KI102R/K577R (150 ng). Les cellules ont été traitées 2h avec du 2-D08
(10uM) ou du DMSO (Contréle). Quarante-huit heures apres la transfection, les cellules ont été
récoltées et les extraits testés pour l'activité luciférase. La condition contréle contient la
construction NBRE seule. Les barres d'histogramme représentent la moyenne + écart-type (N = 3
expériences réalisées indépendamment avec 3 répétitions techniques dans chaque expérience).
Une analyse ANOVA a un facteur suivie du test post-hoc de comparaison multiple de Tukey a été

appliquée pour déterminer la significativité statistique entre le groupe traité versus non traité.
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Annexe 5 — Evaluation du clivage de PARP aprés KD de API5 et privation de sérum

(a) Le clivage du marqueur apoptotique PARPa été évalué apres KD de APIS5 et privation de sérum,
en parallele de [’évaluation de NUR77 et de API5 — voir Figure 21). La quantification de PARP
clivé/PARP intégral est présenté en (b).
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2. L’approche APEX2 : Données supplémentaires

Lors de notre étude décrite au chapitre 3, I’approche APEX2 a été développée en générant la
protéine de fusion APEX2-NUR77-T2A-ametrine, utilisée pour identifier les protéines situées a
proximité de NUR77. Deux protéines de fusion ont été générées au début du projet, APEX2 placée
du coté soit N-, soit C-terminal de NUR77 (APEX2-NUR77-T2A-ametrine et NUR77-APEX2-
T2A-ametrine) (Annexe 5). Ceci permettait d’optimiser nos chances d’identifier des protéines qui
interagiraient avec NUR77 par différentes régions, les protéines recombinantes pouvant influencer
la conformation et 1’activité d’une protéine donnée (Federici, 2003; Wingfield, 2015). Les
conditions expérimentales relatives aux deux protéines de fusion ont été optimisées. Dans les deux
cas, ’amétrine est clivée efficacement (~70%) mais pas entiérement (Annexe 6). Ceci pose des
limites dans I’identification des protéines d’interaction. En effet, des protéines interagissant avec
la protéine au compléte qui aurait une conformation différentes de celle de APEX2-NUR77 et

NUR77-APEX2 pourraient €tre capturées.

1- Generate experimental and control plasmids

Experimental Control

T2,
T2A T2A
-~ e @~ -0 @

Biotin-phenol + H202

5

Biatin-phenol + H202

2- Overexpression in HEK293 cells

Streptavidin
B
3- Biotin affinity capture

4- Purification and identification of Nur77 ‘
interactome by mass spectrometry I

Annexe S — Représentation schématique de ’approche APEX2 et protocole expérimental

199



Des cellules HEK293 ont été transfectées de maniere transitoire avec les plasmides NUR77,
APEX2-T2A-amétrine, NUR77-APEX2-T2A-ametrine et APEX2-NUR77-T2A-ametrine. Trente-
six heures apres la transfection, les cellules ont été traitées avec de la biotine-phénol pendant 30
min et du H2O2 pendant 1 min, puis lysées. La capture d'affinité de la biotine a été réalisée a l'aide

de billes de streptavidine et les protéines ont été analysées par LC-MS/MS apres le clivage par la

trypsine.
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Annexe 6 — Les protéines APEX2-NUR77-T2A-ametrine et NUR77-APEX2-T2A-ametrine

sont clivées de maniére efficaces dans les cellules HEK?293

Des cellules HEK293 ont été transfectées de maniere transitoire avec NUR77, NUR77-APEX2-
T2A-ametrine et APEX2-NUR77-T2A-ametrine. Trente-six heures apres la transfection, les
cellules ont été récoltées et lysées. (A) Les extraits totaux ont été migrés dans SDS-PAGE et le
transfert Western a été réalisé avec un anticorps anti-GFP. () Analyse densitométrique du
pourcentage de protéine clivée (ametrine) versus non clivée (APEX2-NUR77-T2A-ametrine et

NUR77-APEX2-T2A-ametrine).

Afin de transfecter la méme quantité de protéines pour le controle APEX2-T2A-ametrine et les

conditions expérimentales, une titration de ce plasmide a été réalisée avec 3 concentrations testées
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(10pg, Spg, 2.5 ng pour 5 millions de cellules ensemencées au Jour 1) (Annexe 7). Les niveaux de
protéines de APEX2-T2A-ametrine et le niveau de biotinylation sont sensiblement similaires quelle
que soit la concentration transfectée. Pour obtenir le moins de bruit de fond possible, la plus petite
quantit¢ (2.5ug) du contréle APEX2-T2A-ametrine a donc été utilisée pour les analyses de

spectrométrie de masse.

APEX2-T2A- v
) P .
APEX2-T2A- o NT amet o c@q@} .

APEX2-T2A- A NT A . g
NT . & o i & F¥ [+ _ ey &
a ametrine 1:‘@ e b ametrine N Q‘é # d\v“;gg, & o‘ﬂ‘i’é}h&&\"k&\‘
T G F o SO L T veh Bp 1 05 025w A
veh BP 1 0.5 0.25 % v%;,; ‘\‘,Z‘ o veh BP 1 0.5 025 p-‘\’\?: o RUAS
250 [ 250 =
150 4 150
—
100
100 -

75 75

50 - 50

37 37

Annexe 7 — Titration de APEX2-T2A-ametrine et comparaison des expressions protéiques

dans les cellules HEK?293

Les extraits protéiques ont été migrés sur SDS-PAGE et des transferts Western réalisés avec (a)
un anticorps anti-NUR77, (b) un anticorps anti-GFP et (¢) un anticorps streptavidine conjugué a

[’Alexa fluor4§8.

Les plasmides APEX2-NUR77-T2A-ametrine et NUR77-APEX2-T2A-ametrine ont été
transfectés dans les cellules HEK293 et les culots protéiques issus de la purification ont été envoyés
pour analyse de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) (Annexe 5). Les protéines ont été identifiés par la présence d’un ion détecté avec un
rapport masse sur charge (m/z) spécifique, dont I’intensité peut étre enregistrée (DeSouza et Siu,
2013). Comme souligné dans I’introduction, les technologies utilisant la biotine peuvent bénéficier
de procédés de marquages protéiques qui apportent plus de fiabilité aux résultats (Aggarwal et al.,
2006; Deng et al., 2019; DeSouza et Siu, 2013; Sinclair et Timms, 2011; Stewart et al., 2001).
Toutefois, les procédés de quantification nécessitent une plus grande concentration d’échantillons
et un colt supérieur en matériel, ainsi que des logiciels de quantifications spécifiques (DeSouza et
Siu, 2013). Pour notre étude, nous avons opté pour une quantification par spectrométrie de masse,

sans marquage, afin d’obtenir des résultats plus rapides (Zhu et al., 2010). En contrepartie, les
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expériences ont ét¢ menées a chaque fois avec réplicas biologiques et techniques, afin d’assurer la
reproductibilité et de détecter des différences significatives d’abondance entre protéines entre les

différentes conditions (DeSouza et Siu, 2013).

La mesure par LC-MS/MS nous a permis d’extraire deux types de données, a savoir la mesure
des changements d’intensité des protéines et le comptage spectral. Dans le chapitre 3, la mesure
des changements d’abondance des protéines situées a proximit¢é de NUR77 est issue de la
comparaison entre 1’intensité des protéines dans la condition APEX2-NUR77-T2A-ametrine et les
conditions contrdles (Zhang et al., 2018). La combinaison des conditions expérimentales NUR77-
APEX2-T2A-ametrine et APEX2-NUR77-T2A-ametrine diminuait en effet considérablement la
quantité de protéines identifiées de maniere significative dans les conditions tests en comparaison
avec les conditions controles. L’ajout de la protéine de fusion APEX2, susceptible d’engendrer des
modifications de la conformation de NUR77 et/ou de son interaction avec des protéines pourrait
expliquer en partie cette variabilité entre les deux constructions (Federici, 2003; Wingfield, 2015).
Cette hypothése est soutenue par les résultats des essais rapporteurs évaluant 1’activité
transcriptionnelle de NUR77 sur I’élément de réponse en monomere NBRE et les essais de
luminescence évaluant 1’activité de APEX2 (Annexe 8). Ces résultats révelent que les activités
transcriptionnelle et de luminescence de NUR77-APEX2-T2A-ametrine ont tendance a étre

diminuées, en comparaison a NUR77 et APEX2, de maniére respective.
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Annexe 8 — L’activité transcriptionnelle de NUR77 et I’activité de luminescence de APEX2
sont maintenues dans les cellules HEK293
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(a) Des cellules HEK293 ont été transfectées de maniere transitoire a l’aide du PEI avec les
plasmides 3xNBRE-Fluc (300 ng), NUR77, APEX2-T2A-ametrine, NUR77-APEX2-T2A-ametrine
et APEX2-NUR77T2A-ametrine (100 ng). Quarante-huit heures apres la transfection, les cellules
ont été recoltées et lysées, et les échantillons ont été testés pour l'activité luciférase. Les barres de
I'histogramme représentent la moyenne * écart-type (N = 3). Un résultat représentatif est
représenté ici. Une analyse ANOVA a un facteur suivie du test post-hoc de comparaison multiple
de Tukey a été appliquée pour déterminer la significativité statistique entre le controle 3xNBRE et
3xNBRE+NUR77 ou 3xNBRE+APEX2 ou 3xNBRE+APEX2-NUR77 ou 3xNBRE+NUR77-APEX?2
(** p <0,01 et ***p <0,001). (b) Des cellules HEK293 ont été transfectées de maniere transitoire
avec des plasmides NUR77, APEX2-T2A-amétrine, NUR77-APEX2-T2A-amétrine et APEX2-
NUR77-T24-amétrine (100 ng). Trente-six heures apres la transfection, les cellules ont été
récoltées et lysées, et les échantillons ont été dosés pour l'activité luminescente apres l'addition de
réactif peroxyde et de luminol. Les barres de ['histogramme représentent la moyenne + écart-type
(N = 3). Une analyse ANOVA a un facteur suivie du test post-hoc de comparaison multiple de
Tukey a été appliquée pour déterminer la significativité statistique entre le controle APEX?2 et

APEX2 ou NUR77 APEX2-NUR77 ou NUR77-APEX2 (** p <0,01 et *** p <0,001).

En parallele de notre étude menée dans le chapitre 3, nous avons mesuré les changements
d’abondance de I’interactome de NUR77 entre les conditions expérimentales combinées (APEX2-
NUR77-T2A-ametrine et NUR77-APEX2-T2A-ametrine) et les conditions controles combinées
basés sur le comptage spectral. Cette quantification a identifié 456 et 440 protéines communes aux
trois réplicas de spectrométries de masse dans les conditions expérimentales APEX2-NUR77-T2A-
ametrine et NUR77-APEX2-T2A-ametrine respectivement (Annexe 9). La comparaison des
conditions expérimentales et controles révelent 148 protéines qui présentent un FC > 2 et une p-
value <0.05 (Figure 30). Les 25 premiéres protéines de cette analyse sont présentées dans I’annexe

11.
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Annexe 9 - Nombre total de protéines enrichies dans les conditions expérimentales APEX2-

NUR77-T2A-ametrine et NUR77-APEX2-T2A-ametrine.

La superposition des trois expériences de spectrométrie de masse apparait en gras.
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Annexe 10 — Changements d’abondance de l'interactome de NUR77 entre les conditions
expérimentales combinées et les conditions controles combinées estimés par le nombre

Le graphique affiche les protéines en fonction de leur fold change et de leur p-value calculés par
une analyse différentielle entre les interactome de APEX2-NUR77-T2A-amétrine et de NUR77-
APEX2-T2A-amétrine combinés et de APEX2-T2A-amétrine et de NUR77 combinés. Les protéines
a droite de la barre rouge affichent un changement d'au moins 2 fois dans les trois réplicas des

conditions expérimentales par rapport aux controles. Les protéines affichant un log2 (FC) > 1 (FC

0 2 4
log2(FC)

spectral de protéine.
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> 2) et —logl0 (p-value) > 1,3 (p-value <0,05) ont été considérées comme significatives et sont
situées dans la partie supérieure droite du graphique. Certaines des protéines déja connues pour
interagir avec NUR77 sont symbolisées par un carré vert et la protéine BCLAF I est identifiée par

un losange rouge.

Protein name Gene Log2(FC) | -loglO(p- | Main cellular compartment
name value)
Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1 3,82 3,12 nucleus
Bcl-2-associated transcription factor BCLF1 3,66 2,24 nucleus
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 RBP2 3,63 3,15 nucleus, cytosol
Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A NR4A1 3,59 2,18 nucleus, cytosol
Member 1
Far upstream element-binding protein 2 FUBP2 3,50 2,23 nucleus, cytosol
Far upstream element-binding protein 1 FUBP1 3,49 3,57 nucleus
U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 U520 3,30 2,49 nucleus
kDa helicase
Thyroid Hormone Receptor Associated TR150 3,12 2,01 nucleus
Protein
Nuclear mitotic apparatus protein 1 NUMAI1 3,10 1,71 plasma membrane,

cytoskeleton, nucleus

rRNA biogenesis protein RRP5 RRP5 2,90 2,50 nucleus, cytosol
Serrate RNA effector molecule homolog SRRT 2,84 1,56 nucleus
Tubulin beta chain TBB5 2,83 2,74 cytoskeleton, nucleus
Filamin-A FLNA 2,79 2,90 plasma membrane,
cytoskeleton, nucleus
Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase SYEP 2,73 5,49 cytosol
116 kDa U5 small nuclear U5S1 2,69 3,37 nucleus, cytosol

ribonucleoprotein component

SWI/SNF Related, Matrix Associated, SMCA4 2,66 1,84 nucleus

Actin Dependent Regulator

Chromodomain-helicase-DNA-binding CHD4 2,60 1,90 cytoskeleton, nucleus
protein 4
RNA Binding Motif Protein 26 RBM26 2,60 1,90 nucleus
Heterogeneous Nuclear HNRPR 2,57 1,91 nucleus

Ribonucleoprotein R
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Tripartite Motif Containing 28 TIF1B 2,57 2,18 nucleus
Treacle Ribosome Biogenesis Factor 1 TCOF 2,53 2,06 nucleus, cytosol
SPT5 Homolog, DSIF Elongation Factor SPT5H 2,53 3,02 nucleus
Subunit
Polyadenylate-binding protein 1 PABP1 2,35 2,31 nucleus, cytosol
Structural maintenance of chromosomes SMC3 2,30 1,93 cytoskeleton, nucleus,
protein 3 cytosol
Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1 3,82 3,12 nucleus

Annexe 11 - Liste des 25 premiéres protéines affichant le plus grand fold change dans les
changements d’abondance de l'interactome de NUR77 entre les conditions expérimentales
combinées et les conditions controles combinées estimés par le nombre spectral de protéine.
Les 25 premieres protéines enrichies plus de 2 fois (fold change>2) de maniere significative (p-
value <0,05) dans les cellules HEK293 en comparant les conditions expérimentales combinées
(APEX2—NUR77-T2A-ametrine et NUR77-APEX2-T2A-ametrine) par rapport aux conditions
controles combinées (APEX2-T2A-ametrine et NUR77).

Méme si ces deux approches (intensité¢ de peptides et comptage spectral) ne permettent pas de
quantifier de maniere absolue la concentration d’une protéine, il est possible d’effectuer une
quantification relative et d’estimer I’expression différentielle de cette protéine en comparant
I’abondance d’une protéine donnée entre la ou les conditions tests (APEX2-NUR77 et NUR77-
APEX?2) et les conditions contrdles (APEX2-T2A-ametrine et NUR77) (DeSouza et Siu, 2013).
Ces approches sont notamment utilisées dans la détection des biomarqueurs pour certaines
maladies et cancers ou dans 1’évaluation des changement des protéomes dans certains processus
biologiques (Lai et al., 2013). Dans les deux quantifications, NUR77 et des protéines —
principalement nucléaires (Annexe 10 et 11) —identifiées dans la littérature comme interacteurs de
NUR77 ont été retrouvées abondamment et de maniere significative (Figure 19 et Annexe 10),
confirmant que nos essais ont fonctionné. Si certaines protéines identifiées sont similaires dans les
deux approches comme TRIM28, HDAC1 et SMARCA4 (Hamers, 2016; Kang, 2010; Rambaud,
2009), d’autres sont différentes selon la quantification utilisée. La quantification basée sur
I’intensité de peptides a identifi¢ I’interacteur de NUR77 déja connu SMARCC2 (Figure 19)
(Hamers, 2016) alors que celle basée sur le comptage spectral a identifi¢ P53 (Annexe 10) (Zhao,

2006).
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3. Revue de littérature: What is known about SUMOQOylation among
NR4A family members?

Statut: soumis a Journal of Molecular Biology
Auteurs: Fatéma Dodat?", Sylvie Mader? and Daniel Lévesque!

Affiliations: 'Faculté de Pharmacie, Université de Montréal and “Institut de Recherche en

Immunologie et Cancérologie (IRIC), Université de Montréal, Montréal, Oc, Canada

*: Auteur correspondant de I’article

3.1 Abstract
NR4A receptors, including Nur77 (NR4AT), Nurrl (NR4A2) and NOR-1 (NR4A3), form a family
of nuclear receptors that act as transcription factors to regulate many physiological and pathological
processes such as cell cycle and apoptosis, lipid metabolism, inflammation, carcinogenesis,
vascular and neuronal functions. In the absence of known endogenous ligand modulating their
physiological functions, the NR4A family of receptors still remains a class of orphan receptors.
However, several post-translational modifications (PTMs), including SUMOylation, regulate the
expression and/or activity of these receptors. Addition of small ubiquitin-like Modifier (SUMO)
proteins is a dynamic and reversible enzymatic process that regulates multiple essential functions
of proteins, including nuclear receptors. This review aims at summarizing what is known about the
impact of SUMOylation on NR4A family member transcriptional activities and physiological

functions.

Key words: Post-translational modification, Small ubiquitin-like modifier protein, NUR77,

NURRI, NOR-1.

3.2Introduction

NUR77 (NR4A1, NGFI-B, TR3), NURR1 (NR4A2) and NOR-1 (NR4A3), members of the NR4A
subfamily of nuclear receptors (Davis, 1994; Milbrandt, 1988; Ohkubo et al., 2002), are

transcription factors that participate in multiple essential cellular functions such as cell cycle and
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apoptosis, lipid metabolism, inflammation, carcinogenesis, vascular and neuronal functions,
among others (Boylan, 1996; Ke, 2004; Koenis, 2018; Martinez-Gonzalez, 2005; Zou Z, 2014).
Due to their key roles in physiology and disease, they have been suggested as potential therapeutic
targets in several pathologies (Deutsch, 2012; Herring et al., 2019; Liu, Gao et Chang, 2017; Pols
et de Vries, 2008; Ranhotra, 2015b; Rodriguez-Calvo, 2017; Safe, 2014). NR4A receptors are
thought to function without a functional canonical ligand binding pocket since structural studies
revealed that NUR77 and NURRI1 ligand binding pockets lack a cavity to accommodate a ligand
(Flaig et al., 2005; Wang, 2003). Some groups have identified potential ligand-induced Nr4a
activities (Munoz-Tello et al., 2020; Rajan et al., 2020; Safe, 2014; Zhan, 2008) but the mechanism
of action of these ligands remains unclear. Therefore, understanding the impact of post-
translational modifications (PTMs) such as SUMOylation in this particular nuclear receptor
subfamily is important to better understand their physiological regulation and, potentially, how to

target them in specific pathological contexts.

PTMs play crucial roles in regulating levels and activity of multiple proteins, including nuclear
receptors (Anbalagan, 2012). They can modify protein-protein interactions, impacting subcellular
localization, functional properties or protein stability (Stram, 2016; Tolsma, 2019; Venne, 2014).
Importantly, physiological consequences can vary depending not only on the nature, but also on
the localization of the PTMs on the target protein (Lalevée, 2010). To date more than 450 different
types of protein modifications have been identified (Venne, 2014). PTMs include phosphorylation,
acetylation, methylation, ubiquitination and SUMOylation (addition of Small Ubiquitin-like
MOdifier (SUMO) proteins), among many others (Hunter, 2007).

PTMs can be divided into two main classes. The first class includes PTMs that add or remove a
functional group on specific amino acid residues of target proteins. The second class of
modifications involves the addition of a protein or peptide (Rochette-Egly, 2003a). SUMOylation,
which belongs to the second class, has increasingly gained attention since its initial discovery in
1995 in Saccharomyces cerevisiae by Meluh and Koshland (Meluh et Koshland, 1995).
SUMOylation can interfere with multiple aspects of the protein, including its stability, subcellular
localization and functional properties (Wilkinson et Henley, 2010). This pathway exists in all
eukaryotes and has been identified as essential for the regulation of signal transduction,

transcriptional regulation, chromatin structure and DNA repair (Zhao, 2007). Also, mutations

208



affecting components of the SUMO pathway were revealed to be either lethal or to have strong
pleiotropic phenotypes (Geiss-Friedlander et Melchior, 2007). SUMOylation is therefore an
important process in protein regulation and its perturbation contributes to the development of
multiple diseases (Zhao, 2007) such as cancer (Bergink et Jentsch, 2009; Han, Feng, Gu, Li et
Chen, 2018), diabetes (Davey, Carmichael et Craig, 2019; Gao, Huang, Kanasaki et Xu, 2014) and
neurodegenerative disorders (Alzheimer, Parkinson and Huntington diseases) (Henley et al., 2014),
among others. SUMOylation has specially been revealed as an essential regulatory mechanism for

different nuclear receptors (Anbalagan, 2012; Le Drean, 2002; Traboulsi, 2019).

3.3. The SUMOylation process

SUMOylation consists of the reversible covalent attachment of one or multiple SUMO proteins to
one or several lysine residues of a target protein (Dohmen, 2004). Four SUMO proteins have been
studied to date, named as SUMO-1 to -4. The first three types are present in mammals and widely
expressed in human tissues, SUMO-4 being less characterized (Owerbach, 2005; Wang, 2009).
Recently, a novel SUMO isoform, SUMO-5 present in primates has been described (Liang et al.,
2016). Since the sequences of SUMO-2 and SUMO-3 are very similar, they are not easily
distinguished by antibodies and often described together as SUMO-2/3 (Ayaydin, 2004). SUMO-
1 seems to be the most active isoform in basal conditions, whereas SUMO-2/3 conjugation appears
to be induced by triggering events such as cellular stresses (Saitoh, 2000). For example, exposing
COS-7 cells to a heat shock stress induces a decrease of the pool of free SUMO-2/3 and an
accumulation of high molecular mass SUMO-2/3 signals, suggesting that SUMO-2/3 conjugate to
proteins after heat elevation. In addition, the ratio between free SUMO-2/3 and high molecular
mass conjugates was returned to the basal state after 60 min when cells were switched back to the
regular culture temperature (37°C), implying a dynamic and fast modification process (Saitoh,

2000).

3.3.1 Reversible SUMOvlation cycle

There are five main steps in the SUMOylation cycle, every one of them being enzymatically
controlled (Figure 1). The first step is a maturation step in which SUMO proteins are cleaved by
Sentrin-Specific Proteases (SENP). These enzymes remove the last four amino acids at the C-

terminus of SUMO proteins, revealing the diglycine (GG) motif (Desterro et al., 1999). The second
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step, called activation, is catalyzed by a unique E1 activating enzyme, a heterodimer of SAE1 and
SAE2 subunits (SUMO-activating enzyme subunits 1 and 2 respectively) in mammals (Fig. 1).
This activation is ATP-dependent and connects the C-terminal carboxyl group of the SUMO
protein to the cysteine residue of SAE2 through a thioester bond (Desterro et al., 1999). SUMO
conjugation is the third step and is mediated by the E2 enzyme, the only one characterized in
mammals so far being Ubc9 (Fig. 1). The SUMO protein is transferred first to cysteine 93 of Ubc9,
which results in an E2-SUMO thioester complex (Bernier-Villamor, 2002). Ubc9 can then directly
conjugate the SUMO protein to the lysine residue of a target protein through an isopeptide bond.
In addition, an E3 ligase can also intervene to promote SUMO conjugation to target proteins (Fig.
1). This ligation step stabilizes the substrate and SUMO-E2 complex interaction, facilitating the
transfer of the SUMO protein to the substrate. They also reduce the distance between the E2
enzyme-SUMO complex and the lysine of the substrate. The better characterized E3 ligases so far
are the Protein inhibitors of activated STAT (PIAS 1, 2, 3 and 4 or y) and Ran binding protein 2
(RanBP2) in mammals (Rytinki, 2009; Tatham et al., 2005). Other less characterized SUMO E3
ligases have been identified in mammals and other species (Table 1) (Hochstrasser, 2001; Johnson
et Gupta, 2001; Liang et al., 2018; Pichler, Gast, Seeler, Dejean et Melchior, 2002; Pungaliya,
2007; Subramaniam et al., 2010; Varejao et al., 2018; Yang, 2010; Zhao, Sternsdorf, Bolger, Evans
et Yao, 2005). Finally, a deconjugation step, catalyzed by one of the 6 SENPs (SENP1, SENP2,
SENP3, SENP5, SENP6, SENP7), removes SUMO tags from the lysine residue(s) of the target
protein (Fig. 1). Thus, SENPs exert two important roles in the cycle, maturation and deconjugation.
Each SENP has its own specificity for different SUMO protein isoforms, with SENP1 preferring
SUMOI1 over SUMO2, and SUMO3 and SENP2 being most active on SUMO?2. Data are still
lacking for SENP3 processing activity, but SENPS seems to have a pronounced preference for
SUMO?2 cleavage and SENP6 and SENP7 to be almost inactive during SUMO maturation step
(Kunz, 2018; Nayak, 2014).

3.3.2 SUMO attachments sites

Typically, lysine residue subjects to SUMO modification are located within a SUMO consensus
YKX(E/D) motif (where ¥ is a hydrophobic residue, K a lysine residue, X any residue and E/D

are either a glutamic acid or an aspartic acid respectively). To note, not all proteins containing this
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consensus sequence is conjugated by SUMO, suggesting the involvement of other factors that can
modulate protein structure and thus facilitate the presentation of the sequence to the substrate

protein (Hay, 2005).

Proteomic studies have also revealed alternative motifs, including the PDSM (Phosphorylation
Dependent SUMOylation Motif) and the V/I-X-V/I-V/I (Hay, 2005; Hietakangas, 2006; Song,
Durrin, Wilkinson, Krontiris et Chen, 2004). In addition, SUMO proteins can non-covalently
interact with other proteins through targeting specific SUMO-interacting motifs (SIMs) which can
be crucial for regulating their activity (Zhao, 2014). Indeed, SIM within Daxx receptor revealed to
be essential for trans-repression of several SUMOylated transcription factors, including
glucocorticoid receptor (Lin DY, 2006) and the non-covalent binding of SUMO2 and CoREST1,
but not the SUMOylation, is necessary for organizing the transcriptional corepressor complex of

LSD1/CoREST1/HDAC (Ouyang, Shi, Valin, Xuan et Gill, 2009).

3.3.3 SUMOylation and protein group modification

Another striking difference between SUMOylation and other PTMs lies in its operating system.
Whereas most PTMs provide new properties to selected individual proteins through specificity,
SUMOylation appears to target a protein group rather than an individual protein. Initially shown
for DNA repair like homologous recombination proteins, multiple repair proteins are
synchronously modified by a SUMOylation wave (Psakhye et Jentsch, 2012). Besides, these
proteins are SUMOylated at multiple sites. Similar results were observed for protein groups
involved in nucleotide excision repair (Silver, Nissley, Reed, Hou et Johnson, 2011), ribosomal
proteins (Finkbeiner, Haindl et Muller, 2011; Panse et al., 2006), proteins of small nucleolar RNPs
(Westman et Lamond, 2011) and yeast septins (Johnson et Blobel, 1999; Johnson et Gupta, 2001;
Takahashi, Kahyo, Toh, Yasuda et Kikuchi, 2001). Taking together, this suggest that modifying
protein group is a typical feature of the SUMO pathway.

As NR4A members belong to same protein family and are involved in DNA repair (Munnur, 2019;
Pols et de Vries, 2008; Yin K, 2017; Yin, Sturm et Smith, 2014), it is legitimate to interrogate if

similar process could be observed in these nuclear receptors and how it would affect their activity.
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Figure 1: The SUMOylation enzymatic cycle
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The process of SUMOylation occurs in 5 enzymatically controlled steps. The first step consists in

the maturation of the SUMO protein by the SENPs (Sentrin-Specific Protease protein), revealing

the C-terminal diglycine motif. The second step, which is ATP dependent, activates the SUMO

protein by the E1 enzymatic complex SAE1/SAE2. The third step transfers the SUMO to the E2

Ubc9 enzyme, which leads to the conjugation of SUMO to the target protein. Another class of

enzymes, the E3 ligases (including RanBP2 and PIAS proteins) can increase the efficacy of the

conjugation step and/or the diversity of target sites. The SUMO tags are ultimately deconjugated

from the target protein by SENP proteins, regenerating the pool of unconjugated SUMO proteins

(Inspired from Hay et al, 2005 (Hay, 2005)).

Species SUMO E3 ligase Subcellular localization

References

Fruit fly Siz/PIAS RING

(Hochstrasser, 2001;
Rytinki et al., 2012)

C. elegans  Siz/PIAS RING

(Hochstrasser, 2001;
Rytinki et al., 2012)
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Yeast Nse2, plil - (Hochstrasser, 2001;
SIZ1, SIZ2/NFII, MMS21 Liang et al., 2018; Rytinki
etal.,2012; Varejao et al.,
2018)
Mammals Protein Inhibitor of STAT Nucleoplasm, nuclear (Rytinki et al., 2012)
(PIAS): PIASI1, PIAS2a, bodies
PIAS2b, PIAS3, PIAS4 Polycomb body (Pichler et al., 2002)
Ran Binding Protein 2 Nuclear pore (Yang, 2010)

(RanBP2)

Human  Polycomb 2
homolog (PC2)

Histone Deacetylase 4
(HDAC4)
Topoisomerase [-binding
RING finger protein
(TOPORS)

Ras homolog enriched in

striatum (RHES)

Nucleus, cytoplasm

Nucleus

Cytoplasm

(Zhao et al., 2005)
(Pungaliya, 2007)

(Subramaniam et

2010)

al.,

Table 1: SUMO E3-ligase identified among species and their subcellular localization

3.4SUMQOQylation in NR4As family members

As NR4A members are orphan nuclear receptors with no endogenous ligands discovered so far,

PTMs and in particular SUMOylation, could be of crucial importance for the regulation and activity

of these NR. Since NR4As often exert redundant activities (Lee, 1995), it is legitimate to

interrogate if these nuclear receptors are targeted and regulated by SUMOylation in a similar

manner.
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3.4.1 NURR1 SUMOylation
The first evidence of SUMOylation in NR4A members was obtained in NURR1 (NR4A2). The

isoform 4 of PIAS (PIASy) has been shown to interact with NURR1 in COS-1 and HEK293 cells
using GST pulldown assay and immunoprecipitation, respectively. This interaction decreased
NURRI transcriptional activity on the monomer response element of the NR4A subfamily (NBRE,
5’-AAAGGTCA-3’). Moreover, two putative consensus SUMOylation sites have been
investigated in NURRI, lysine 91 and 577 (Arredondo, 2013). Mutations of lysine 91 or 577 into
arginine - abrogating the ability to be modified by SUMO proteins — increased or decreased
NURRI transcriptional activity, respectively. Modulation of SUMOylation has therefore a crucial
impact on the activity of this transcription factor (Galleguillos, 2004). However, PIASy repression
of NURRI transcriptional activity did not involve its E3 activity on those sites (Arredondo, 2013).
These authors showed that PIASy could repress NURR1 by two different mechanisms. Indeed,
NURRI1 is SUMOylated by SUMO2 on lysine 91 in COS-7 cells (Galleguillos, 2004).
Interestingly, PIASy increased the addition of SUMO?2 protein on NURR1, but a mutant of PIASy
lacking the SUMO ligase activity was not able to do so, suggesting that PIASy is important for
SUMOylation on this residue (Arredondo, 2013). In addition, this mutant could still repress
NURRI transcriptional activity and interacts with the receptor through its LXXLL motif, a well
characterized interaction motif with NR (Chang, 1999; Heery et al., 1997). These observations
reveal a dual role for PIASy as a NURR1 modulator, one through its E3 ligase activity and another
that still needs to be further characterized, but most likely as a transcriptional corepressor.
SUMOylation on lysine 91 of NURR1 did not change NURRI1 localization in the cell nor its

stability (Arredondo, 2013).

However, NURR1 SUMOylation can have other physiological consequences (Saijo, 2009). As

previously demonstrated (Galleguillos, 2004), NURRI1 can also be SUMOylated in its C-terminal
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part by SUMO-2/3 in HeLa cells. Mutations of lysine 558 (belonging to a putative SUMOQylation
site) and 576 in mouse (equivalent of lysine 577 in human) of NURRI1 induce a decrease and an
increase in NURRI transcriptional activity when it binds, respectively, to the monomer response
element NBRE and to the direct response element 5 (DR-5). NURRI can bind to DRS in
heterodimer with its partner Retinoid X Receptor (RXR) (Perlmann, 1995b), supporting a role for
SUMOylation in NURRT1 activity in a response element-specific manner. This SUMOylation event
is necessary for NURRI1 to recruit the corepressor COREST to NF-«kB target genes, which reduces
the expression of proinflammatory genes such as the one encoding Tumor Necrosis Factor alpha
(TNFa) (Saijo, 2009). Since NURRI is known to counteract inflammation, especially in the brain,
this mechanism could be relevant to understand its involvement in neuroinflammatory processes
(Montarolo, 2019; Popichak, 2018a). However, another study showed that mutation of lysine 558
into arginine did not modify the SUMOylation pattern of NURR1 (Arredondo, 2013). This study
suggests that this site might not be a target of SUMOylation, but rather that the mutation could
modify the recruitment of cofactors by NURRI and therefore, induce change in NURRI
transcriptional activity. A summary of the impact of the main SUMO sites on NURRI
transcriptional activity is presented in Table 2. It is important to note that all those experiments
have been conducted by overexpressing NURRI1, SUMO-2 and PIASy, which could affect
endogenous SUMOylation mechanisms and result in nonphysiologically effects. Also, mutations
of acceptor sites can influence receptor activity independently from SUMOylation, complicating

interpretation of results.
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3.4.2 NUR77 SUMOylation
Another member of the NR4A family, NUR77, has also been shown to be SUMOylated in HEK -

293T and HeLa cells (Popichak, 2018b). SUMO-2/3, which modifies NURRI1, can also be
conjugated to NUR77. However, the E3 ligase promoting SUMOylation can be different, as it has
been shown that PIAS3 increases NUR77 SUMOylation (Zhang et al., 2017). This in turn induces
NUR?77 polyubiquitination by the ubiquitin ligase RNF4, which recognizes and ubiquitinates poly-
SUMOylated proteins, leading to their degradation by the proteasome (Heideker, 2009). NUR77
SUMOylation is also important for rapid degradation of NUR77 upon stress as well as regulating
NUR77 inhibition of proinflammatory genes such as TNFa and Interleukin-1f in macrophages
(Zhang et al., 2017). Two putative consensus SUMOylation sites have been identified in the study,
lysine 101 and lysine 577. Mutations of both lysines to arginines led to an increase in NUR77
stability as demonstrated with Western blot at different time points performed after cycloheximide
treatment (Zhang et al., 2017). These observations suggest that SUMOylation would decrease
NUR77 half-life, as observed for other nuclear receptors (Druker, 2013; Rytinki et al., 2012;

Traboulsi, 2019).

Recently, another study linked NUR77 SUMO modification to cell death (Zarraga-Granados G,
2020). Indeed, NUR77 SUMOQylation by SUMO-1 and SUMO-2/3 was increased in HEK-293 cells
after substance P administration, which is known to induce autophagic cell death via NUR77
(Castro-Obregon, 2002). NUR77 SUMOylation happens subsequently to phosphorylation at
threonine 143 residue in this context (Zarraga-Granados G, 2020). Moreover, NUR77
SUMOylation appears to induce the export of NUR77 out of the nucleus, whereas phosphorylation
would be necessary to retain it. Using the viral protein GAM1, which degrades SUMOylation
enzymes SAEI/SAE2 and Ubc9, the authors showed that SUMOylation increased NUR77 basal

stability (Zarraga-Granados G, 2020). SUMO acceptor sites at lysines 102, 558 and 577, and
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potentially other consensus and SIM sites at lower levels are associated with this signaling event
(Zérraga-Granados G, 2020). The use of a triple mutant (K102R/ K558R/K577R) of NUR77 that
cannot be SUMOylated at its main consensus sites suggested that NUR77 SUMOylation is

essential for substance P-induced autophagic cell death (Zarraga-Granados G, 2020).

Since K91 and K577 SUMO acceptor sites found in NURRI showed opposite effects on the
transcriptional activity of this nuclear receptor (Arredondo, 2013; Galleguillos, 2004) and only
double or triple mutants of NUR77 had been investigated, our group evaluated the impact of
individual K102R and K577R mutations on NUR77 activity (Dodat et al., 2021). Interestingly,
phylogenetic analyses of these putative SUMO acceptor sites revealed that lysine 577 is fully
conserved across different species (human, macaque, rat, mouse, birds and drosophila) in NUR77,
NURRI1 and NOR-1, whereas lysine 102 appeared later in mammals, suggesting that this site might
represent a more recent adaptation of the gene (Dodat et al., 2021). Mutations of these sites in
NUR?77 did not affect the stability of the receptor in HEK-293T cells, contrary to previous works
reporting that NUR77 SUMOylation could lead to increased degradation of the receptor (Zarraga-
Granados G, 2020; Zhang et al., 2017). Of note, experimental designs such as the quantity of
transfected plasmids, cellular contexts (HeLa cells in Zhang et al. study (Zhang et al., 2017) and
HEK-293T cells in our study (Dodat et al., 2021)) and the use of single mutant in our study
compared to double or triple mutants in other two studies (Zarraga-Granados G, 2020; Zhang et
al., 2017), were different. These mutations differently modulated NUR77 activity, as K102R and
KS577R induced a decrease and an increase, respectively, in transcriptional activity of NUR77
bound to the monomeric response element NBRE or to the homodimeric response element NurRE
(Dodat et al., 2021), opposite to what had been observed for NURR1 (Arredondo, 2013;

Galleguillos, 2004). Interestingly, overexpressing NUR77-K577R in HEK-293T cells induced a
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significant increase in the expression of a natural NUR77 target gene GLUT4 (Chao, 2007b), as
compared to wild type NUR77 (Dodat et al., 2021), in keeping with the effect of the K577R
mutation in reporter assays. As for NURRI (Galleguillos, 2004), overexpression of the SUMO E3-
ligase PIASy decreased NUR77 transcriptional activity (Dodat et al., 2021). This repression was
rescued by SENP1 and potentiated by SUMO-2, supporting a mechanism whereby PIASy elicits
its action through NUR77 SUMOylation. A summary of the impact of mutations of the main

SUMO sites on NUR77 transcriptional activity is presented in Table 2.

3.4.3 NOR-1 SUMOylation
Little is known about NOR-1 (NR4A3) SUMOylation so far. One study pointed out the presence

of an atypical SUMOylation motif in NOR-1 termed pSuM (Picard et al., 2012), that requires
phosphorylation, as previously evidenced in estrogen nuclear receptor ERB and bile acid receptor
FXR (Bilodeau, Caron, Gagnon, Kuftedjian et Tremblay, 2017; Picard et al., 2012). A preliminary
report revealed that NOR-1 can be SUMOylated at the pSuM motif as well as at another consensus
SUMOylation motif by SUMO-1 and SUMO-2 (Gagnon, 2019). Phosphorylation of the pSuM
motif appeared to be necessary for pSuM activation and SUMO conjugation in NOR-I1.
Furthermore, phosphorylation of adjacent residues to this atypical SUMOylation motif potentiated
NOR-1 conjugation with SUMO, suggesting the involvement of specific kinase pathways in

SUMOylation.

Interestingly, lysine residues at position 85 and 605 in Transactivation Domain-1 and Ligand
Binding Domain (LBD) of NOR-1, respectively, are conserved in NURR1 and NUR77 (K91/K102
and K577/K577 respectively for NURR1/NUR77) (Figure 2). However, lysine residue at position
558, which is present in NURR1 and NUR77, is not conserved in NOR-1. Of note, this residue is

located in the region involved in heterodimerization of NURR1 and NUR77 with RXR (Aarnisalo,
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Kim, Lee et Perlmann, 2002; Lévesque, 2007; Perlmann, 1995a), and NOR-1 does not interact with
RXR (Zetterstrom, Solomin, Mitsiadis, Olson et Perlmann, 1996). Since the NURRI1-K558R
mutant increases NURRI transcriptional activity on DRS response element (Saijo, 2009), on which
NURRI1 and NUR77 bind to with RXR (Saijo, 2009), SUMOylation could also influence
dimerization with RXR. A summary of the main SUMO sites impact on NR4A members

transcriptional activity is presented in Table 2.

88 95 562 574 581
SSIKVEDI >3 LGKLPEL FYLKLEDL

Nurrl DBD LBD

99 106 562 581
ASFKFEDF SSSLLGI_(LPEL SMFYLELEDL
Nur77 n]:]] LBD
82 89 602 609
PIIKVEEG FYLKLEDL
Nor-1 | DBD LBD

Figure 2: Consensus SUMO acceptor sites in NR4A members investigated so far.

Main SUMO acceptor sites that have been studied so far and contained in Transactivation Domain
(TD) and Ligand Binding Domain (LBD) in human NURRI, NUR77 and NOR-1. NURRI1
contains the K91, K558 and K577 sites. NUR77 contains the K102, K558 and K577 sites. NOR-1
contains the K85 and K605 sites.

Receptor Mutation Effect on receptor Response References
transcriptional element
activity
NURRI1 K9IR Increase NBRE (Arredondo,
K558R Increase NBRE, 2013;
K577R Decrease DR5 Galleguillos,
NBRE 2004)

(Saijo, 2009)
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(Galleguillos,

2004)
NUR?77 K102R Decrease NBRE, (Dodat et al.,
KS577R Increase NurRE 2021)
K102R/K577R Decrease NBRE, (Dodat et al,
K101R/K577R Increase NurRE 2021)
K102R/K558R/K577R Increase NBRE, (Dodat et al.,
NurRE 2021)
NBRE (Zhang et al.,
NurRE 2017)
(Zérraga-
Granados G,
2020)
NOR-1 K85R ?
K605R ?

Table 2: Impact of SUMO acceptor sites on receptor transcriptional activity at monomer response
element NBRE, homodimer response element NurRE and heterodimer response element DRS, that

have been evidenced so far.

3.5 Concluding remarks

Studies on SUMOylation of NR4A family members have increased knowledge about the way these
transcription factors are regulated. So far, investigation of SUMOylation events in NURR1 and
NUR77 has suggested that mutation of each of the multiple SUMO acceptor sites in a single NR4A
receptor leads to different, and sometime opposite, effects on transcriptional activity. Another
important observation is that the impact of SUMOylation of conserved residues can vary between
NURR1 and NUR77 and may be sensitive to the cellular context. This might explain why the two

receptors have opposite roles, like in midbrain dopamine neurons, where NURRI1 acts as a
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neuroprotective factor contrary to NUR77 that seems to increases dopaminergic cell death
(Rouillard, 2018; Wallen-Mackenzie, 2003). This is particularly interesting since these two
receptors exert their transcriptional activity via binding to similar responsive elements. Since
NR4As are known to be early response genes that respond to many stimuli, the regulation of their
activity by SUMOylation process, which is also triggered by multiple cellular stresses, could

combine to amplify or attenuate regulation of target genes.

Of note, the strategy to evaluate the impact of SUMOylation by mutating lysine residue into
arginine and overexpression of NR4A members that have been used so far might affect other PTMs
than SUMOylation and other functions of the protein in addition to impacting the cellular context.
Additional studies are still needed to better understand the physiological impact of SUMOylation
by SUMOI, or SUMO-2/3 on signaling by these nuclear receptors. Proteomic approaches,
overexpressing either a tagged or a C-terminal mutant SUMO isoform that leaves an identifying
mark on its substrates (Galisson et al., 2011; Li et al., 2020), constitute interesting strategies to
further characterize PTMs and SUMOylation, in addition to molecular pathways involved in

NR4As regulation (Rhee et al., 2013; Roux, 2012).
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