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Résumé

L’adaptation des cellules a leur environnement externe repose sur la transduction
adéquate de signaux régulés par une pléthore d'événements moléculaires. Parmi ces
événements moléculaires, les modifications post-traductionnelles (MPT) de protéines aident
a intégrer, a traduire et a organiser de fagon spatiotemporelle ces signaux pour que les
cellules puissent réagir aux stimuli externes. Parmi les modifications post-traductionnelles,
les petites protéines de la famille de I’Ubiquitine (Ublps, Ubiquitin-like proteins) jouent un
role majeur dans presque toutes les voies de signalisation. Cette thése rapporte des études
fonctionnelles et structurales des interactions covalentes et non covalentes entre SUMO
(Small Ubiquitin related MOdifier), un membre de la famille des Ublps, et trois protéines
d'échafaudage, TIF1p, le corépresseur universel des protéines KRAB-multidoigt de zinc,
PIAS1, une ligase E3 pour SUMO et PML, un suppresseur de tumeur.

La premiere étude rapporte l'identification et la caractérisation biochimique des sites
de SUMOylation de TIF1p. Nous avons déterminé que la modification covalente de six
résidus lysine par SUMO est essentielle a ’activité de répression de la transcription induit
par TIFIPB. En outre, nous présentons des évidences indiquant que la SUMOylation de
TIF1P exige non seulement sa capacité a homo-oligomériser, mais est aussi positivement
régulée par son interaction avec le domaine KRAB des protéines a doigts de zinc. Partant de
ce constat, nous postulons que les protéines KRAB-multidoigt de zinc recrutent leur
corépresseur TIF1P a des génes cibles, mais aussi accentuent son activité répressive grace a
'augmentation de sa SUMOylation.

Notre seconde étude révele qu’en plus de réprimer la transcription en tant que MPT
covalente, SUMO joue aussi un role important dans la répression en tant que partenaire non
covalent d’interactions protéine-protéine. Nous avons montré que SUMO interagit
simultanément avec deux enzymes de la machinerie de SUMOylation, I’unique enzyme de
conjugaison E2, UBC9, et la ligase E3 PIAS1 au sein d’un complexe ternaire répresseur. En
outre, nous révélons que la formation du complexe ternaire PIAS1:SUMO:UBC9 est
modulée par le niveau de phosphorylation de résidus sérine juxtaposés a un motif

d’interaction avec SUMO (SIM) dans PIAS1. Ainsi, SUMO agit comme un adaptateur
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spécifique qui stabilise les interactions UBC9 E2: E3 PIASI. Partant de ce constat, nous
proposons que les enzymes E2 et E3 des autres systémes Ublps exploitent des mécanismes
similaires dans le cadre de leur fonction

Enfin, notre troisiéme étude explore la régulation des interactions non covalentes de
SUMO par la phosphorylation. En utilisant une combinaison d'études in vivo et in vitro,
nous démontrons que l'interaction entre SUMOI1 et PML est régi par la phosphorylation
dépendant de CK2 sur quatre résidus sérine de PML. Les structures cristallographiques des
complexes PML-SIM:SUMOI1 révelent que les phospho-sérines de PML contactent des
résidus de la région basique de SUMOI. Sachant que la kinase CK2 peut étre induite par
des kinases activables par le stress, ces résultats suggerent que les interactions non-
covalentes avec SUMO sont modulées par le stress cellulaire. Sur la base de cette
constatation, nous postulons que des événements analogues affectent des protéines
contenant des séquences SIM ciblées par CK2.

En résumé, cette étude révele qu’en plus de son réle de MPT, SUMO peut
fonctionner comme un adaptateur permettant des interactions spécifiques entre protéines tel

que pour les enzymes E3 et E2.

Mots-clés : MPT, SUMO, TIF1p, PIAS1, UBC9, PML, phosphorylation, CK2



Abstract

Cell adaption to the external environment relies on proper signal transduction that is
orchestrated by a plethora of molecular events. Among these molecular events, post-
translational modifications (PTMs) of proteins help to spatiotemporally integrate, translate
and dispatch signals so cells can respond to external stimuli. Among these post-translational
modifications, the Ubiquitin-like proteins (Ublps) play a major role in almost all signaling
pathways. This thesis reports functional and structural studies of the covalent and non-
covalent interactions between the Small Ubiquitin-related MOdifier (SUMO), a member of
the Ublps family, and three scaffold proteins, TIF1p3, the corepressor of KRAB-Multifinger
proteins, PIAS1, a SUMO E3 ligase and the Promyleocytic leukemia (PML) tumor
suppressor protein.

The first study reports the identification and the biochemical characterization of
TIF1B SUMOylation sites. We mapped six SUMOylation sites in TIF1f and determined
that the covalent modification of these sites by SUMO is essential for its transcriptional
repression activity. In addition, we present evidence indicating that SUMOylation of TIF1f3
requires not only its ability to homo-oligomerize, but is positively regulated through its
interaction with KRAB domains found in zinc-finger proteins. Based on this finding, we
postulate that these KRAB domain containing multifinger proteins not only recruit
TIF1P co-repressor to target genes but also increase its repressive activity through
enhancement of its SUMOylation.

The work in the second study reveals that in addition to suppressing transcription as
a covalent PTM, SUMO plays an important role in repression as a non-covalent protein-
protein interaction partner. We determine that SUMO can form a repressive complex by
simultaneously forming non-covalent interactions with UBC9 and PIASI1, the E2 and E3
enzymes in the SUMOylation system. In addition, we report that the formation of the
PIAS1:SUMO:UBCY9 ternary complex is modulated by the phosphorylation of serine
residues juxtaposed to a SUMO-Interacting Motif (SIM) found in PIAS1. Thus SUMO acts
as a specific adaptor that stabilizes UBC9 E2: PIAS1 E3 interactions. Based on this finding,
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we propose that the E2 and E3 enzymes from other Ublps systems exploit similar
mechanisms as part of their function

Finally, our third study explores the regulation of SUMO non-covalent interactions
by phosphorylation. Using a combination of in vivo and in vitro studies we demonstrate that
the interaction between SUMO1 and PML is governed by CK2-dependent phosphorylation
of four serine residues in PML. Crystal structures of PML-SIM:SUMO1 complexes reveal
that these PML phospho-serine specifically contact SUMOI1 basic patch residues. Since
CK2 kinase is induced by stress activated kinases pathways, this indicates that SUMO non-
covalent interactions are regulated by cellular stress. Based on this finding, we postulated
that analogous events influence other CK2-targeted SIM-containing proteins.

In summary, this study reveals that in addition to its well described function as
PTM, SUMO can function as an adaptor enabling specific proteins interactions such as

functional E3:E2 enzymes pairs.

Keywords : PTM, SUMO, TIF1p, PIAS1, UBC9, PML, phosphorylation, CK2
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Mise en contexte

Cette theése s’intéresse a la régulation des protéines par un certain type de
modifications post-traductionnelles (MPTs). Les MPTs des protéines sont de différents
types mais toutes affectent les fonctions des substrats qu’elles ciblent par différents
mécanismes. Dans cette thése, nous nous sommes intéressés a 1’étude d’un type particulier
de MPTs: les MPTs impliquant le couplage covalent & un substrat protéique d’une petite
protéine de la famille de I’Ubiquitine et plus particulierement d’un des membres de cette
famille, SUMO (Small Ubiquitin related MOdifier). Ainsi, par le biais d’approches
biochimiques et biophysiques ainsi que de prédictions basées sur les connaissances de la
machinerie enzymatique impliquée dans le couplage de I’Ubiquitine, nous avons exploré
les changements structuraux, les impacts fonctionnels et la régulation que peuvent
engendrer la liaison covalente ou non-covalente de SUMO sur trois protéines
d’échafaudage modeles, PIAS1 (Protein Inhibitor of Activated STATI), PML/TRIM19
(ProMyelocytic  Leukemia/TRIpartite Motif19) et TIF1B/TRIM28 (Transcription
Intermediary Factorl B/ TRIpartite Motif28).



I. INTRODUCTION

1 Les dessous de la diversité fonctionnelle du protéome

Le protéome se définit comme I’ensemble de toutes les protéines exprimées pour un
génome donné (cellule, tissus, organe ou organisme). On distingue le protéome cellulaire
de celui d’un organisme. Le premier est I’ensemble des protéines exprimées pour un type
cellulaire particulier a un instant T donné, alors que le second englobe les différentes
protéines exprimées dans tous les types cellulaires qui constituent cet organisme. Au moins

trois mécanismes participent a I’augmentation de la diversité fonctionnelle des protéines.

Le premier d’entre eux est l’épissage alternatif. Ce processus engendre de
nombreuses iso-formes de protéines a partir d’une seule séquence d’ARN. Ainsi, il est
admis que pres de 70% des geénes humains voient leur ARN pré-messager régulé par
épissage alternatif. A titre d’exemple, selon UniProtKB (Universal Protein resource
KnowledgeBase), une base de données regroupant les informations fonctionnelles de
protéines, pres de douze isoformes protéiques sont générées par €pissage alternatif suite a la
transcription du géne encodant PML [1], une des protéines faisant 1’objet d’une des sections

de cette theése.

Le deuxiéme mécanisme a la base de la diversité fonctionnelle des protéines repose
sur I’existence de protéases. A titre d’exemple, on peut citer la famille des caspases, qui
clivent les chaines poly-peptiques de protéines cibles et génerent, a partir de ces dernicres,
de nouveaux fragments protéiques qui sont susceptibles de présenter de nouvelles

fonctions.

Le troisiéme mécanisme, qui est probablement le plus répandu, et qui va étre
abordé¢ dans les prochaines sections de cette introduction ainsi que dans les différents
chapitres de cette thése, repose sur les modifications chimiques que peuvent subir les
protéines une fois synthétisées. Ces modifications sont regroupées sous le terme de
modifications post-traductionnelles (MPTs). Ainsi, le trés grand nombre de modifications

différentes qui touche une protéine peut influencer de fagon quasi illimitée les fonctions de
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cette derniere. En outre, la nature versatile de la plupart de ces modifications en fait des
régulateurs précis capables de moduler les propriétés d’une protéine de maniere transitoire.
Le corps de cette theése approfondit plus spécifiquement une des classes de modifications

post-traductionnelles, les polypeptides de la famille des Ubiquitin-like proteins (Ublps).

2 Modifications post-traductionnelles des protéines par

les Ublps

2.1 Les MPTs, source de diversité fonctionnelle des protéines

Une MPT est la modification chimique d’un résidu (acide aminé) spécifique d’une
protéine le plus souvent a la suite d’un stimulus. Ces modifications induisent, dans la
majorité des cas rapportés, des changements dans les propriétés (fonctions) biochimiques
des protéines ciblées. On compte plusieurs centaines de MPTs différentes (groupements
chimiques, acides gras, glucides, etc...) susceptibles de cibler au moins quinze des vingt
acides aminés constituant communément une protéine [2]. De plus, ces modifications
peuvent se coordonner (effets d’induction ou d’inhibition) les unes par rapport aux autres,
démultipliant ainsi les fonctions de la protéine ciblée, et donc modulant les signalisations
qui en découlent. Chacun des types de modifications est pris en charge par des enzymes

spécifiques.

Les MPTs sont donc essentielles a la diversité fonctionnelle des protéines et se
situent a la source de 1’adaptation des cellules, tissus, organes et organismes a leur
environnement. Parmi les différentes classes de MPTs, on retrouve des petites protéines.
Ces derniéres forment une classe de protéines a part enticre, puisqu’il s’agit d’une famille
de polypeptides (protéines de moins de 170 acides aminés) qui, en se couplant de maniere
covalente sur leurs substrats, influencent d’une multitude de fagons les propriétés de ces
derniers. Tel que développé dans la section suivante (section 3), I’Ubiquitine représente un
prototype de cette famille de protéines. Dans le cadre des articles présentés dans cette these,

I’emphase sera mise sur un second membre de cette famille, SUMO (Small Ubiquitin-
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related MOdifier) dont la découverte est plus récente et dont les caractéristiques principales

seront introduites a la section 4 de ce chapitre (chapitre 1).

3 L’Ubiquitine, un prototype de polypeptides modifiant
les protéines

Parmi les différents types de MPTs des protéines on retrouve donc des polypeptides
dont le membre le mieux caractérisé est I’Ubiquitine. En effet, sa découverte, ses modes de
régulations, ainsi que la caractérisation des enzymes impliquées dans son processus de
conjugaison ont grandement facilit¢ 1’identification de plusieurs autres polypeptides
modificateurs et des enzymes associées. Dans cette section, la plupart des connaissances
actuelles se rattachant a 1’Ubiquitine ainsi qu’au processus d’Ubiquitination des protéines
sont abordées a titre de prototypes des Ublps et des modifications par les Ublps. De plus,
plusieurs membres connus de la famille des petites protéines se couplant de facon covalente
a leur substrat sont évoqués. Ces données sont abordées de manicre concise et structurée
afin de dégager les principaux concepts qui caractérisent la modification post-

traductionnelle d’une protéine par un polypeptide.

L’Ubiquitine, une petite protéine de 76 acides aminés (masse moléculaire 8.5 kDa),
est le mieux caractérisé de ces polypeptides. Sa découverte, il y a plus de trente ans, et son
implication dans une nouvelle voie de dégradation des protéines (dégradation protéique via
le protéasome), ont valu le Nobel de chimie aux Drs Hershko, Rose et Ciechanover en 2004
[3]. D’une dizaine d’études publiées en 1982, le nombre de publications s’intéressant aux
différentes fonctions reliées a 1’Ubiquitine a considérablement augmenté durant ces trente
derniéres années, avec plus de trente milles articles scientifiques publiés a ce jour dans la
base de données PubMed (Public Medline). 1’Ubiquitine joue le réle de polypeptide
modele pour cette famille qui compte, a ce jour, dix-sept membres (Figure 1). La plupart
de ceux-ci modifient des protéines tandis que d’autres se retrouvent conjugués a des lipides.

Le membre le plus étudié a ce jour, en dehors de 1’Ubiquitine elle-méme, est SUMO [4].
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Figure 1: Arbre phylogénétique, voies de conjugaison et fonctions associées pour
différentes Ublps.

Arbre phylogénétique des différentes Ublps (jaune), incluant 1’Ubiquitine (bleu),
connues pour &tre conjuguées a des protéines et a des lipides. Le nom des enzymes
d’activation E1 (violet) et des enzymes de conjugaison E2 (vert) spécifiques a chacune des
Ublps est mentionné lorsque connu. Les fonctions dans lesquelles sont impliquées les

différentes Ublps sont indiquées. D’aprés Schulman B.A. and Harper J.W., Nat. Rev. Mol.
Cell. Biol., 2009; 10 (5): 319-331 [5]

En dehors de 1’Ubiquitine et de SUMO, dont les principales caractéristiques sont
développées dans les parties 3 et 4 de ce chapitre (chapitre 1), prés de dix autres membres
ont été définis pour modifier des protéines. Parmi ceux-ci, NEDDS8 (Neural precursor cell
Expressed, Developmentally Down-regulated8) [6], ISG15 (Interferon Stimulated Gene
15) [7], FAT10 (human leucocyte antigen-F Associated Transcript10) [8], MNSFf
(Monoclonal Nonspecific Suppresor Factorf) [9] et ATGI12 (AuTophaGy-related
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proteinl2) [10] font 1’objet d’une attention de plus en plus marquée depuis quelques

annees.

Hs HEDDS MLIKVKTLTGKEIEIDIEPTDEVERIKERVEEKEGIPP QQQRLIY SGKMNDEKTAADYKIL GGSVLHLVLAILRGGGGLR) 81

Hs UBI MQIFVKTLTGKT ITLEVEPSD TTERVKAKI QDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTL SDYNIQKES TLHLVLRLRGG———— 76

Hs SUMO1 MSDQEAKPSTEDLGDKKEGEYIKLWIGQDSSEDE‘WIMIT}H..KH_KESYCQRQG‘MSLRIIFEGQRIADNHTPKEIG'MEEEDVIEVYQEQTGIR{SW 101
HH LA - H *k

Figure 2 : Alignement des séquences primaires de NEDDS, de I’ Ub1qu1t1ne et de SUMOI.

Le motif di-glycine exposé apres 1’étape de maturation est coloré en rouge. SUMOI
possede une extension amino-terminale de 21 résidus absente chez NEDDS et chez
I’Ubiquitine. Les ¢éléments de structures secondaires sont représentés au dessus de
I’alignement par une fléche (brin ) et un cylindre (hélice o). Le degré de conservation des
résidus est indiqué par (*) pour les résidus identiques, par (:) pour les résidus fortement
similaires et par (.) pour les résidus faiblement similaires.

En mettant une emphase sur 1’Ubiquitine, SUMO et NEDDS, il apparait important
d’aborder de facon succincte les points communs et les différences qui caractérisent les
Ublps modifiant les protéines. Bien que leur séquence primaire soit distincte (identité¢ de
séquences de 14.85 % entre SUMO1 et Ubiquitine, de 16.67 % entre SUMO1 et NEDDS et
de 5432 % entre Ubiquitine et NEDDS), les Ublps présentent une structure
tridimensionnelle relativement similaire a celle de 1’Ubiquitine, nommée Ubiquitin-like fold
ou f-grasp (Figures 2 et 3). Les séquences primaire, secondaire (4 brins 3 et 1 hélice a) et
tertiaire (f-grasp) de 1’Ubiquitine sont conservées chez tous les eucaryotes comme pour la
plupart des Ublps [11,12]. En outre, quelques uns de ces polypeptides, comme ISG15 et
FAT10 sont constitués de deux domaines S-grasp en série. Cependant, il est a noter que ces
deux domaines peuvent présenter des fonctions distinctes. Dans le cas de ISG15, chacun de
ses domaines [-grasp interagit spécifiquement avec différentes protéines impliquées dans
sa conjugaison [13]. En outre, alors que 1’Ubiquitine est exprimée de maniére constitutive
dans tous les types cellulaires testés a ce jour, I’expression et la conjugaison d’autres
membres, tel ISG15, peut étre induite et/ou restreinte a différents types de tissus [14]. Ceci

traduit des fonctions plus ou moins spécifiques pour chacun des membres des Ublps.



Figure 3 : Structures de NEDDS, de I’Ubiquitine et de SUMO1.

A) Modele cristallographique de NEDDS8 (cyan, PDB: INDD), B) Mod¢le
cristallographique de I’Ubiquitine (magenta, PDB: 1UBQ) et C) Mode¢le de structure par
RMN de SUMOI1 (vert, PDB: 1A5R). L’extension amino-terminale unique a SUMOI1 n’est
pas représentée.

Le processus biochimique par lequel I’Ubiquitine est couplée de manicre covalente
a une protéine est nomm¢é Ubiquitination, ou Ubiquitylation, et est conservé chez tous les
eucaryotes. Des processus de modification analogues sont utilisés par les différents
membres de la famille des Ublps [15]. Méme si le processus de couplage des différentes
Ublps est similaire, les conséquences fonctionnelles de ces modifications par les Ublps sur
leurs cibles protéiques peuvent étres distinctes. Ces différentes fonctions sont dictées, a la
fois, par les propriétés intrinseques de I’Ublp et par les enzymes impliquées dans le

processus de couplage (Tableau 1).
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Tableau 1 : Les principales Ublps des mammiféres, leurs enzymes respectives et les

fonctions dans lesquelles elles sont impliquées.

Adapté de van der Veen A.G. and Ploegh H.L., Annu.Rev.Biochem., 2012; 81: 323-357
[4]

. . . . mono-/poly- .
Ublp % d'identité maturation E1 E2 E3 protéase N '/p . v substrats fonctions
modification
Ubiquitine 100 oui UBA1/UBA6 >37 > 600 ~ 80 Mono/Pol lusieurs milliers Beaucoup
q (RING,HECT) Y P (en fonction du type de chaine)
. UBE2M CSN5 cullines, suppréseurs de régule I'Ubiquitination via les ligases
R ~ ?
NEDD8 55 oul NAEL1-UBA3 UBE2F 10 NEDP1 Mono/Poly? tumeurs, oncoprotéines E3 cullin-RING, cycle cellulaire
. protéines TCRa-like, . " a9
MNSFB 36 oui Bcl-G, Endophilin I réle dans I'immunité?
1SG15 28/37 oui UBELL UBCHS Hercs UBP43 Mono protéines de 'héte immunitée antivirale,
UBCH6 etvirales induit par l'interféron
FAT10 27/36 non UBAG6 USE2 USE2 dégradation par le protéasome,
réle dans I'immunité?
UFM1 23 oui UBAS UFCL Ufil ufspP1 C200rf116 erythroponlase (différenciation des
UfSP2 mégacaryocytes)
SUmMo1 14 oui SAE1-SAE2 UBC9 ~10 SENP1-2 Mono plusieurs centaines mm:lule'les mteractlons,‘la
localisation, la conformation
. - SENP1-3 . . idem SUMO1 et
SUMO02/3 13 oui SAE1-SAE2 UBC9 10 SENP5-7 Mono/Poly plusieurs centaines stabilité de protéines
ATG12 12 non ATG7 ATG10 Mono ATGS, ATG3 autophagie, homéostasie des
mitochondries

% d’identité: pourcentage d’identité de séquence par rapport a I’Ubiquitine.
E1, E2 et E3: enzymes d’activation, de conjugaison et ligase.

Les sections qui suivent (3.1 a 3.3) abordent plus en détails les caractéristiques
relatives a 1’Ubiquitine, au processus enzymatique d’Ubiquitination, incluant une
description détaillée des enzymes impliquées (E1, E2 et E3) et aux fonctions associées a
I’Ubquitination des protéines. Lorsque la littérature le permet, un parallele est fait avec les

processus impliquant d’autres Ublps.

3.1 L’Ubiquitination, un prototype de MPT

Le processus d’Ubiquitination se fait en trois étapes enzymatiques successives
(activation, conjugaison et ligation) qui permettent le couplage covalent de I’Ubiquitine sur

une protéine cible (Figure 4) [16].



? 2- CONJUGAISON
1- ACTIVATION \,
ATP/Mg?* \

Cycle de I’'Ubiquitine

, 3- LIGATION
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4- DECONJUGAISON

Figure 4 : Cycle de I’Ubiquitine.

Etape 1: Activation. L’Ubiquitine (U, rose) est adénylée par I’enzyme El1 (mauve) en
présence d’ATP et de Mg®"; un lien thioester se forme avec 1’enzyme d’activation El.
Etape 2 : Conjugaison. L’Ubiquitine est transférée a I’enzyme de conjugaison E2 (vert) via
le transfert du lien thioester. Efape 3 : Ligation. L’Ubiquitine est liée de maniére covalente
sur un résidu lysine (K) d’une protéine cible (substrat, orange) a I’aide d’une enzyme de
ligation E3 (magenta). Etape 4 : Déconjugaison. Le lien covalent entre 1’Ubiquitine est le
substrat est clivé par une enzyme iso-peptidase (kaki). L’étape de maturation n’est pas
représentee.

Encodée par quatre génes différents, I’'Ubiquitine doit subir une étape de maturation
avant d’étre prise en charge par la machinerie d’Ubiquitination [17]. Dans un premier
temps, une enzyme d’activation (E1) assure 1’adénylation du résidu glycine G76 de
1’Ubiquitine en présence d’Adénosine TriPhosphate (ATP) et d’un ion magnésium (Mg*")
[18-20]. L’Ubiquitine activée (adénylée) subit une attaque nucléophile de la cystéine
catalytique de I’enzyme E1 suite a la dé-protonation de son groupement sulfhydrile (Cys-
SH) donnant un anion thiolate (Cys-S’). Un lien thioester covalent (~) de haute énergie est
ainsi formé entre ’enzyme E1 et ’Ubiquitine (E1~Ub) [21,22]. Cette derniére est, par la
suite, transférée a la cystéine catalytique d’une enzyme de conjugaison (E2) lors d’une

réaction de transthiolation. Dans la majorité¢ des cas répertoriés, I’enzyme de conjugaison

E2 chargée (E2~Ub) est reconnue par une enzyme de ligation (E3) [23,24]. La
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caractéristique générale des enzymes de ligation est de faciliter, par différents mécanismes,
la formation du lien iso-peptidique entre I’Ubiquitine et la protéine ciblée [25] (Figure 5).
Ce lien covalent (iso-peptidique) s’établit entre le groupement carboxyle du dernier résidu
de I’Ubiquitine (glycine G76) et le groupement € amine d’un résidu lysine (dans la majorité

des cas) de la protéine cible.

LIL'_I
HN' ™ jsopeptide
el
Lys
[§]
| &
M
M
Hoo
Pen o et da

i carl
Figure 5 : Les liens covalents peptidiques et iso-peptidiques.

Lien peptidique (bleu) entre des résidus adjacents de la chaine principale (noir) et lien iso-
peptidique (vert) entre le groupement carboxyle du dernier résidu glycine de 1’Ubiquitine
(rose) et le groupement € amine (HN) d’un résidu lysine (Lys) de la chaine principale.

3.2 Les enzymes impliquées dans I’Ubiquitination des protéines

3.2.1 Les enzymes d’activation E1

Ce sont les enzymes d’activation E1 qui initient le mécanisme de modification des
protéines par les dix-sept Ublps connues, a ce jour [5]. La plupart des enzymes El
présentent des structures tridimensionnelles et des mécanismes d’activation similaires; elles
sont au nombre de huit chez ’humain [5]. En effet, certaines enzymes d’activation El
présentent la particularité de prendre en charge plusieurs des Ublps de différentes familles
[26]. 11 semble que le mécanisme d’activation des Ublps soit trés conservé, puisqu’on le
retrouve chez les procaryotes, comme E.coli, ou MoeB (MolybdopterinB) et ThiF
(ThiamineF) catalysent 1’adénylation de MoaD (Molybdenum cofactorD) et ThiS
(ThiamineS), leurs Ublps respectives [27-30]. Chez 1’humain, I’Ubiquitination est le seul
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des processus de modification ou deux enzymes d’activation E1 (UBA1 et UBAG6,
UBiquitin Activating) interviennent [28].

3.2.1.1 Organisation structurelle

Les enzymes d’activation E1 pour I’Ubiquitine, NEDD8 et SUMO comportent trois
principaux domaines: un domaine d’adénylation, un domaine catalytique Cys et un
domaine UFD (Ubiquitin-Fold Domain) (Figure 6) [31-33]. Le domaine d’adénylation
peut étre composé de deux protéines tel que mentionné précédemment. C’est au sein du
domaine d’adénylation, que se produit I’activation de I’Ublp [34]. Cette dernicre est par la
suite transférée sur la cystéine catalytique de 1’enzyme qui se trouve dans le domaine Cys
[34]. Le domaine UFD sert, quant a lui, au recrutement de I’enzyme de conjugaison E2
[31,35]. Ces domaines sont reliés entre eux par des régions flexibles permettant des
changements de conformations essentielles a la fonction de 1’enzyme E1 [34]. Lors de la
réaction de transthiolation, I’Ublp est transférée de la cystéine catalytique de I’enzyme
d’activation E1 a la cystéine catalytique de I’enzyme de conjugaison E2 (Figure 6). Les

caractéristiques des enzymes de conjugaison E2 sont abordées dans la section 3.2.2.

Figure 6 : Mécanisme de fonctionnement de 1’enzyme d’activation E1 pour une Ublp.

L’enzyme d’activation se compose de trois domaines: un domaine d’adénylation, un
domaine catalytique (Cys) et un domaine Ubiquitin-like (UFD). En présence d’ATP et de
Mg?**, 'Ublp (U)) est liée de fagon covalente 4 une molécule d’Adénosine Mono-Phosphate
(AMP) dans le domaine d’adénylation. L’Ublp adénylée (AMP~U)) est transférée a la
cystéine catalytique de I’enzyme d’activation E1 (Cys). Un lien thioester se crée et une
deuxiéme molécule d’Ublp (U,) est chargée par la E1 pour étre adénylée (AMP~U,). Le
domaine UFD recrute une enzyme de conjugaison (E2) et I’oriente idéalement pour
permettre le transfert du lien thioester depuis le domaine catalytique (Cys) vers la cystéine
catalytique de I’enzyme de conjugaison (E2 C). Une fois chargée, I’enzyme de conjugaison
(E2~U)) est relachée de I’enzyme d’activation. Bien que non représenté, 1’activation des
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Ublps (Us) et (Us) se fait en présence d’ATP et de Mg2". Adapté de Capili A.D. and Lima
C.D., Curr.Opin. Struct. Biol., 2007; 17(6): 726-735 [36].

3.2.1.2 Régulation des enzymes d’activation

Méme si les enzymes d’activation El1 se situent a 1’apex du processus de
conjugaison de toutes les Ublps, peu d’études se sont penchées sur leur régulation in vivo.
UBALI, une des deux enzymes d’activation pour I’Ubiquitine, semble étre requise dans la
prolifération cellulaire ainsi que pour la transition G2/M du cycle cellulaire [37,38].
L’expression de UBA7, I’enzyme E1 de ISG15, est induite par les interférons a et 3, et son
activité est inhibée par NS1 (Non-Structural proteinl), une protéine de 1’influenza [39].
Des inhibiteurs sélectifs pour les différentes enzymes d’activation sont en cours de
développement et permettront probablement une meilleure caractérisation fonctionnelle de

ces activités enzymatiques [40].

3.2.2 Les enzymes de conjugaison E2

Alors que la levure ne compte qu’une quinzaine d’enzymes de conjugaison E2, pres
d’une quarantaine d’enzymes E2 sont répertoriées chez I’humain [41]. La vaste majorité
d’entre elles (pres de trente) est dédiée au processus d’Ubiquitination [42]. Leur nombre,
plus important que celui des enzymes d’activation, refléte probablement une spécialisation
de leur fonction au cours du processus de conjugaison. En effet, les enzymes de
conjugaison E2 servent d’intermédiaires dans le processus de modification en interagissant,
dans un premier temps, avec les enzymes d’activation E1 et, une fois chargées de leur Ublp,
avec les multiples enzymes de ligation E3 [43]. Ces interactions sont considérées comme
consécutives car les enzymes d’activation El et les enzymes de ligation E3 reconnaissent
une surface similaire de I’enzyme de conjugaison E2 [44]. A ce jour, toutes les enzymes de
conjugaison E2 caractérisées présentent un domaine similaire, c’est le domaine UBC

(UBiquitin-Conjugating) [45].
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3.2.2.1 Le domaine UBC des enzymes de conjugaison

Les enzymes de conjugaison E2 possédent minimalement un domaine catalytique
globulaire, le domaine UBC ou catalytic core, de cent cinquante acides aminés environ ou
réside le site actif [46] (Figure 7). Mis a part la poche catalytique constitué¢e de résidus
relativement conservés entourant la cystéine active [47], la composition de la séquence
primaire du domaine catalytique des enzymes de conjugaison E2 différe grandement [48].
Néanmoins, le domaine catalytique de toutes les enzymes de conjugaison présente une
structure tridimensionnelle similaire et compacte (UBC fold) [46]. Ce domaine est constitué
de quatre hélices a, d’une petite hélice 3¢ située non loin du site actif, et d’un feuillet

formé de quatre brins 3 antiparall¢les (Figures 7 et 8).

Figure 7 : Schéma tridimensionnel du domaine UBC des enzymes de conjugaison E2.

Les hélices o (H1 a H4) sont représentées par des cylindres rouges. Les brins 3 (S1 a S4)
sont représentés par des fleches jaunes. Les boucles sont numérotées de L1 a L8. Les
résidus fortement conservés sont indiqués (cystéine catalytique indiquée par un C rouge).
Adapté de Michelle C., et al., J. Mol.Evol., 2009; 68(6):616-628 [49]
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Figure 8: Superposition de structures d’enzymes de conjugaison E2 pour 1’Ubiquitine.

Modeles cristallographiques de UBE2L3 (vert, PDB: 1WZV) et UBE2DI (cyan, PDB:
2C4P). UBE2L3 et UBE2D1 présentent 42% d’identité de séquence.

3.2.2.2 Les interactions du domaine UBC avec les enzymes E1, E3 et les Ublps

Les différentes surfaces du domaine UBC des enzymes E2 sont reconnues par les

enzymes d’activation E1, de ligation E3 et les Ublps, tels que décrit dans cette section.

3.2.2.2.1 Les interactions E2:E1

Tel que mentionné dans la section 3.2.1, c’est le domaine UFD de I’enzyme
d’activation E1 qui recrute I’enzyme de conjugaison E2 afin de permettre le transfert de
I’Ublp sur la cystéine active de I’enzyme E2. En général, la région du domaine UBC de
I’enzyme de conjugaison E2 impliquée dans cette interaction est constituée de résidus
exposés au solvant et composant la partie carboxy-terminale de I’hélice a1 ainsi que ceux
de la boucle (Loop) L2 connectant les brins B1 et f2. Les interfaces d’interactions ont été
caractérisées pour UBE2D1, UBE2I/UBC9 et UBE2M (UBiquitin-conjugating enzyme
E2), respectivement, des enzymes de conjugaison pour I’Ubiquitine, SUMO et NEDDS, en
complexe avec leur enzyme d’activation respective (UBA1, SAE2 pour SUMO Activating
Enzyme2 et UBA3) [31,33,35].
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3.2.2.2.2 Les interactions E2:E3

La surface du domaine UBC de I’enzyme E2 interagissant avec I’enzyme de ligation
E3 se chevauche avec celle reconnue par I’enzyme d’activation E1. En général, celle-ci
comprend les résidus exposés au solvant et formant 1’hélice al ainsi que ceux des boucles
L4 et L7. Cette interface d’interaction est dite « canonique » car identifiée pour tous les

couples E2:E3 testés a ce jour (Figure 9) [50-55].

Figure 9 : Structures de deux complexes canoniques E2:E3 RING.

A) Modgele cristallographique du complexe de la E2 UBE2L3 (vert) avec le domaine RING
de la E3 CBL (orange), PDB: 1FBV et B) mode¢le par RMN de la structure du complexe de
la E2 UBE2D2 (cyan) avec le domaine RING de la E3 CNOT4 (CCr4-NOT) (magenta),
PDB: 1UR6. H1, L4 et L7 correspondent respectivement a 1’hélice al, la boucle L4 et la
boucle L7 de I’enzyme de conjugaison E2. Les sphéres grises représentent les cations zinc.

Neéanmoins, une nouvelle surface d’interaction a récemment €té caractérisée pour au
moins trois enzymes de conjugaison E2 appartenant a différentes familles. En plus
d’interagir avec leur enzyme E3 via D’interface « canonique », ces dernicres contactent leur
enzyme E3 via leur région nommée backside (Figure 10). Cette région se situe sur la
surface opposée au site actif et comprend les résidus de la partie carboxy-terminale de

I’hélice al, de la boucle L3 ainsi que ceux des brins 2 et B3. Il semblerait que cette
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interaction régule la fonction processive de I’enzyme E2 par un mécanisme qui reste a

expliquer [56-59].

BACKSIDE

Figure 10 : Mode¢les cristallographiques de deux complexes non canoniques E2:E3.

A) La E2 UBE2G2 (vert péle) avec le domaine G2BR de la E3 GP78 (vert), PDB: 3H8K et
B) La E2 UBE2B (bleu pale) avec le domaine R6BD de la E3 RADI18 (cyan), PDB: 2YBF.

3.2.2.2.3 Les interactions des E2 avec les Ublps

En général, I’affinité entre 1’Ublp libre et la poche catalytique de I’enzyme de
conjugaison E2 est relativement faible, voir inexistante. Toutefois, suite au processus de
transthiolation et a la formation du lien thioester covalent (ou bien, un lien mimant le lien
thioester) entre I’enzyme de conjugaison E2 et 1’Ublp, des interactions ont été observées
pour un certain nombre de résidus proches du site actif et ceux constituant 1’hélice a2 [60-
62] (Figure 11). De plus, dans le complexe E2~Ub, 1’Ubiquitine n’est pas immobile vis-a-
vis de son E2. L’Ubiquitine adopte un mouvement de vacillement perpétuel qui semble

défavoriser le processus de modification [63].
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LIEN
THIOESTER

Figure 11 : Superposition des structures de trois complexes E2-Ubiquitine simulant le
complexe E2~Ubiquitine.

Mode¢le par RMN de la structure du complexe UBE2L6 (bleu clair) 1i¢ a 1’Ubiquitine
(magenta) par un pont disulfure, PDB: 2KJH. Mod¢le cristallographique de deux

complexes, UBE2D2 (bleu-vert) li¢ 1’Ubiquitine (magenta) par un lien oxy-ester, PDBs:
3A33 et 3UGB. (~) signifie un lien covalent thioester.

Récemment, une interaction non-covalente a été caractérisée entre la région
backside de certaines enzymes de conjugaison E2 et leur Ublp respectives (Figure 12).
Fonctionnellement, cette interaction semble réguler la formation de chaines de poly-Ublps

(voir section 3.3) [64-67].



Figure 12 : Structures de deux complexes non-covalents E2:Ubiquitine.

A) Modele cristallographique du complexe de la E2 UBE2D1 (cyan) avec 1’Ubiquitine
(magenta), PDB: 3PTF et B) Mod¢le par RMN de la structure du complexe UBE2V2, un
variant de E2, (gris) avec I’Ubiquitine (magenta), PDB: 1ZGU. (:) signifie interaction non-
covalente.

3.2.2.3 Les insertions dans le domaine UBC et les extensions du domaine UBC des

enzymes de conjugaison E2

Certaines enzymes de conjugaison E2 présentent des particularités au sein ou bien
en dehors de leur domaine UBC sous forme d’insertion de régions et d’extensions
terminales, respectivement. Une insertion de résidus acides et phosphorylables se retrouve
dans la boucle L7 de plusieurs enzymes de conjugaison E2 [68]. La phosphorylation de
cette boucle semble impliquée dans I’activation de la E2 UBE2R1 (UBE2R 1~Ubiquitine)
par son enzyme E1 [69,70]. D’autre part des extensions présentes chez certaines des
enzymes E2 peuvent aussi moduler les interactions des enzymes de conjugaison E2 avec les
autres membres de la machinerie de modification (Ublp, E1 et E3). Une classification des
enzymes de conjugaison a d’ailleurs été ¢élaborée (Figure 13). Celle-ci est basée sur la

présence et la localisation de régions additionnelles au domaine UBC. Ces extensions, de
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composition et de longueur variables, se situent le plus souvent en amino- et/ou en carboxy-
terminal du domaine catalytique et sont pour la plupart non structurées. Ceci suggere des
mécanismes de spécialisation pour les enzymes E2 qui en sont pourvues.
Fonctionnellement, certaines de ces extensions semblent nécessaires pour la spécificité
d’interaction E2:E1 [71] mais aussi pour I’interaction avec 1’Ubiquitine [72] et peuvent
augmenter 1’activité processive de 1’enzyme de conjugaison, comme dans le cas de UBE2K

une enzyme de conjugaison pour I’Ubiquitine [73].
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Figure 13 : Les quatre différentes classes d’enzymes de conjugaison E2 chez I’humain.

Schématisation du domaine UBC (UBC fold) et des extensions pour les différentes
enzymes de conjugaison E2 chez I’humain. Pour chaque enzyme, le domaine UBC typique
des E2 est représenté sous la forme d’une ellipse bleu foncé et les extensions amino- et
carboxy-terminales sont indiquées par les lignes bleu pale de part et d’autre du domaine
UBC. Les différentes classes de E2 sont indiquées par différentes couleurs. L’échelle
indique le nombre de résidus (acides-aminés). D’aprés van Wijk S.J. and Timmers H.T.,
FASEB J., 2010; 24 (4): 981-993 [41].

3.2.2.4 Régulation des enzymes de conjugaison E2 par les modifications post-

traductionnelles

Comme toutes les autres protéines, les enzymes de conjugaison E2 sont les cibles de
toute une panoplie de MPTs qui modulent leurs fonctions en altérant leurs interactions.
Cette section expose les conséquences fonctionnelles de quelques-unes de ces MPTs sur les
enzymes de conjugaison E2.

En effet, sous Deffet de modifications post-traductionnelles (acétylation,
phosphorylation, SUMOylation, ISG15ylation, Ubiquitination, etc..), certaines enzymes E2
voient leur activité catalytique modulée [74]. Ainsi, UBC7 est envoyée au protéasome
lorsque sa cystéine catalytique est liée a une chaine de poly-Ubiquitine [75]. La
phosphorylation de UBE2R2 par CK2 (Casein Kinase2) favorise son interaction avec la
ligase E3 B-TrCP (B-Transducin repeat Containing Protein) et augmente la dégradation de
-catenin [76]. La modification du résidu lysine K92 de UBE2N par ISG15 inhibe sa
capacité a former un lien thioester avec 1’Ubiquitine [77]. Dans le méme ordre d’idée, la
SUMOylation de UBE2K sur son résidu lysine K14 inhibe son interaction avec son enzyme
d’activation, UBAT1 [78] (Figure 14). Par contre, la modification de 1’'unique enzyme de
conjugaison de SUMO, UBC9, par SUMOI sur un résidu lysine analogue (K14) n’altére

pas son interaction avec sa propre enzyme d’activation SAE1:SAE2 [79].
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Figure 14 : Modg¢le cristallographique du complexe UBE2K*SUMOI1.

UBE2K (gris) est modifiée sur sa lysine K14 par SUMOI1 (vert). PDB: 2BFS. (*) signifie
un lien covalent iso-peptidique.

3.2.3 Les enzymes de ligation E3

Cette section présente la dernicre classe d’enzymes impliquées dans le processus de
conjugaison. Les enzymes de ligation E3 interviennent juste avant la modification du
substrat par une Ublp. Les deux principales familles d’enzymes de ligation E3 a domaine
HECT (Homologous to E6-AP Carboxy-Terminus) d’une part et 3 domaine RING (Really
Interesting New Gene) d’autre part, ainsi que les propriétés les caractérisant sont abordées.
Une emphase est mise sur la famille des ligases E3 a domaine RING puisqu’elle correspond
a la plus grande famille de ligases et que trois protéines a domaine de type RING font

I’objet des études présentées dans cette these.

On estime a plus de six cent le nombre de génes humains codant pour des enzymes
de ligation E3, dépassant ainsi la totalit¢ de ceux encodant les protéines kinases [80].
L’énorme diversité de substrats (virtuellement, 1’ensemble des protéines d’une cellule)
explique fort probablement 1’explosion du nombre d’enzymes de ligation E3.

L’enzyme de ligation E3 peut étre considérée comme une protéine d’échafaudage
[81]. En effet, celle-ci interagit a la fois avec I’enzyme de conjugaison E2 chargée de son

Ublp (E2~Ublp) et avec une protéine cible (le substrat) via des modules (domaines)
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distincts (Figure 15). En outre, une des caractéristiques majeures des enzymes de ligation
E3 est leur organisation multi-modulaire. Ces différents domaines peuvent faire partie de la
méme chaine peptidique ou bien de chaines peptidiques différentes. Dans le premier cas de
figure, la méme protéine contient plusieurs domaines responsables des interactions avec
différents partenaires; c’est le cas de la ligase E3 RADI18 (RADiation sensitivity proteinl8)
[82]. Dans le deuxieéme cas de figure, plusieurs sous-unités, chacune avec un domaine
spécifique, s’organisent en complexe; c’est le cas des ligases E3 Cullin-RING pour
I’Ubiquitine [83]. En faisant 1’hypothése simpliste qu’une enzyme de ligation E3 est
constituée de deux domaines; un module est destiné a reconnaitre I’enzyme E2 chargée de

son Ublp, I’autre étant requis pour I’interaction avec le substrat (Figure 15).

3.2.3.1 Les principales familles d’enzymes de ligation E3

I est possible de classer les enzymes E3 ligases en deux principales familles: les
ligases a domaine RING et celles a domaine HECT [84] [80]. Cette classification est basée
sur le type de domaine reconnaissant I’enzyme de conjugaison E2 et sur le processus par
lequel le substrat est modifi¢ (Figure 15).

Il est a noter que bien que les domaines HECT et RING soient structurellement
différents, ceux-ci sont reconnus par la méme surface de I’enzyme de conjugaison E2 (cf

section 32.2.2).
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Figure 15 : Représentation du mécanisme de fonctionnement des deux principales familles

de ligases E3 pour I’Ubiquitine.

Les deux familles de ligases E3 possédent plusieurs domaines, elles recrutent un substrat
via leur domaine liant le substrat (SBD pour Subtrat Binding Domain). A) Le domaine
RING recrute le complexe E2~Ub pour modifier le substrat. B) Le domaine HECT recrute
le complexe E2~Ub et dans un premier temps, un lien thioester est formé entre la ligase E3
et ’Ubiquitine (1), la lysine (K) du substrat (gris) est subséquemment modifié¢ par
I’Ubiquitine (2). (~) signifie un lien covalent thioester. Adapté de Pickart C.M. and Eddins
M.J., Biochim. Biophys. Acta., 2004; 1695 (1-3): 55-72 [85].

3.2.3.1.1 Les ligases E3 a domaine HECT

Cette famille de ligase E3 présente un mécanisme de fonctionnement peu répandu.
En effet, ces protéines présentent un processus similaire a celui des enzymes d’activation
El et de conjugaison E2. Ainsi, avant d’aboutir a la modification du substrat, un lien
thioester est formé entre I’Ublp et une cystéine active située au sein d’un domaine HECT
multilobé [86].

Alors que la région d’interaction avec le substrat, constitu¢ de différents domaines,
se retrouve en amino-terminal de la ligase, le domaine HECT (environ trois cent cinquante
résidus) qui interagit avec I’enzyme de conjugaison E2 et avec 1’Ublp se situe toujours en
carboxy-terminal de ce type d’enzyme (Figure 15B) [87,88].

Avec seulement prés de trente membres répertoriés chez 1’humain, cette famille
d’enzyme de ligation ne représente qu’un faible pourcentage de toutes les enzymes de

ligation.

3.2.3.1.2 Les ligases E3 a domaines de type RING
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Les plupart des recherches actuelles se portent sur la famille des protéines a
domaine RING [89] et reliées au RING, telles les protéines a domaines U-box (Ubiquitin
Fusion Degradation protein2-box) [90] et a domaines SP-RING (Siz/Protein Inhibitor of
Activated STAT-RING) [91]. Ces enzymes représentent plus de 95% de toutes les ligases
E3.

Bien que des exceptions se dessinent [92-94], dans la majorité des cas répertoriés,
les enzymes E3 a domaine RING semblent participer a la modification du substrat sans
former de lien thioester avec 1’Ublp. Le mod¢le actuel, et généralement accepté, propose
que le rdle principal des ligases E3 de type RING serait d’augmenter la probabilité de
réactions, et ainsi de faciliter la modification du substrat par la stabilisation du complexe
substrat:E2~Ublp (Figure 15A) [80,95]. En effet, les enzymes de ligation E3 possédent un
domaine RING, qui contacte I’enzyme de conjugaison E2, mais aussi un ou plusieurs autres
domaines impliqués de l’interaction avec le substrat. Prises dans leur ensemble, les
enzymes E3 ligases a domaines de type RING ne présentent pas d’organisations
structurelles spécifiques comme c’est le cas pour les enzymes E3 de type HECT (Figure

15B).

3.2.3.2 Caractéristiques des enzymes de ligation E3 a domaine RING

Les enzymes de ligation E3 a domaines RING sont des protéines multi-modulaires.
Elles peuvent étre classées en une trentaine de sous-familles, selon la nature et
I’organisation des domaines ou motifs auxquelles elles sont associées [80]. Parmi celles-ci
on retrouve les sous-familles CBL (Casitas B-lineage Lymphoma, ex: c-CBL) [96], RIR
(RING In between RING, ex: parkin) [93], MDM (Murine Double Minute ex: MDM2) [97]
et TRAF (Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor, ex: TRAF6) [98] pour ne
citer que les plus connues. De plus, a ce jour, prés d’une dizaine de membres des protéines
a domaine TRIM (TRI partite Motif) agissent comme ligase E3 [99]. D’autres enzymes E3
comme BRCA1l (BReast CAncerl) ou BARDI1 (BRCAI Associated RING Domain
proteinl) ne sont associées a aucune sous-famille. Chez 1’humain, le domaine RING est

retrouvé associé a au moins soixante neuf autres domaines ou motifs selon la base de
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données SUPERFAMILY qui regroupe les annotations fonctionnelles et structurales pour

toutes les protéines et génomes disponibles.

3.2.3.2.1 Les domaines de type RING

Le domaine RING classique adopte une forme globulaire et peut contenir jusqu’a
une soixantaine de résidus [100]. Généralement, le domaine RING forme une structure
composée de deux boucles intercalées par une hélice o amphiphile. Son repliement
tridimensionnel requiert la coordination de deux cations zinc (Zn”") par huit résidus. Ces
liaisons au zinc se font via des résidus cystéines (groupement sulthydrile) et/ou histidine
(groupement amide) adéquatement espacés dans la séquence primaire définissant le
domaine RING (Figures 16 et 17) [101,102]. Une séquence consensus a ¢té établie, celle-ci
correspond a: C1-X5-C2-X(939)-C3-X(1.3-H1-X2.3)-C4-X5-C5-X (4.43)-C6-X»-C7, ou C, H

sont respectivement les résidus cystéine, histidine et X, n’importe quel résidu.
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Figure 16 : Organisation de la séquence primaire du domaine RING-HC.

C1 correspond au premier résidu cystéine liant le zinc (Zn®") et ainsi de suite. Hl
correspond au résidu histidine liant le zinc. Xn correspond au nombre d’acides aminés dans
les régions variables entre deux résidus liant le zinc. N-ter et C-ter signifient
respectivement, amino-terminal et carboy-terminal. Adapté de Deshaies R.J. and Joazeiro
C.A., Annu. Rev. Biochem., 2009;78:399-434 [80].

Il est a noter que des variations dans la séquence consensus existent (telles que des
permutations de résidus cystéine-histidine, des échanges cystéine-acide aspartique) mais
qu’aucune spécificité fonctionnelle reliée a ces variations n’a été établie a ce jour. Ces
modifications sont a I’origine de différentes sous-classes de domaines RING tels les RING-
H,, ou les RING-C,H,C,4. Les structures tridimensionnelles disponibles des domaines
RING révelent que les résidus conservés et liant le zinc (résidus aliphatiques, cystéines et
histidines) se retrouvent dans le centre hydrophobe du domaine (Figures 17 et 18A)
[94,102,103].



27

Figure 17 : Modg¢le cristallographique du domaine RING de la E3 CBL.

Les résidus cystéine (C1-C7) et histidine (H1) liant le zinc sont représentés et numérotés en
accord avec la séquence consensus du domaine RING-HC. Les cations zinc (Zn’") sont
représentés par des spheres grises (PDB: 1FBV).

Au moins deux autres domaines de type RING présentant des structures
tridimensionnelles similaires aux domaines RING, et pourvus d’une activité ligase E3, ont
¢été caractérisés chez des protéines (Figure 18B et 18C). Il s’agit des domaines SP-RING et
U-box qui participent respectivement a la modification des protéines par SUMO et
I’Ubiquitine. Contrairement au domaine RING classique, le domaine SP-RING des
protéines PIAS (Protein Inhibitor of Activated STATs) qui agissent comme E3 pour
SUMO, ne contient qu’un seul cation zinc lié par quatre résidus (trois cystéines et une
histidine) (Figure 18B) [104]. Quant au domaine U-box, il ne présente pas de résidus
cystéine et/ou histidine adéquatement espacés. Il est a noter qu’aucun cation zinc n’est
requis pour le maintien de sa structure. Son repliement tridimensionnel dépend de résidus
polaires et conservés (acides aspartiques, sérines et thréonines) dont 1’espacement est
similaire a celui des résidus cystéines et histidines retrouvés dans le domaine RING. Ainsi,
ce sont les ponts hydrogeénes et les interactions ¢électrostatiques qui se forment entre ces
résidus qui sont requis pour la conformation du domaine U-box de CHIP (Carboxy
terminus of Hsp70-Interacting Protein), une ligase E3 pour I’Ubiquitine (Figure 18C)
[105].
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Figure 18 : Comparaison de 1’organisation structurale des domaines RING, SP-RING et U-
box de différentes E3.

A-C) Mode¢les cristallographiques de la structure des domaines RING, SP-RING et U-box
de CBL (orange), PIAS2 (magenta) et CHIP (cyan). Les résidus cystéine et histidine liant le
zinc présents dans les domaines RING et SP-RING sont représentés. Ces résidus sont
remplacés par des acides aspartiques, sérines ou thréonine dans le domaine U-box. Un
résidu hydrophobe conservé dans les trois types de domaines est représenté et coloré en

jaune. Les cations zinc sont représentés par des sphéres grises. (PDBs respectifs: 1FBV,
4FO9 et 20XQ).

3.2.3.3 Interactions des ligases E3 de type RING avec les enzymes de conjugaison E2

Bien que divergeant dans leur séquence primaire respective, ces domaines de type
RING présentent cependant une organisation structurelle similaire qui leur permet de
reconnaitre une surface spécifique des enzymes de conjugaison E2, tel que mentionné dans
la section suivante (3.2.3.3.1).

Les premicres études associant le processus d’Ubiquitination a 1’interaction du
domaine RING avec une enzyme de conjugaison E2 ont été publiées en 1999 [89,106-113].
Celles-ci furent rapidement suivies de I’identification de I’interface d’interaction RING
E3:E2 par des études de cristallographie et pour différents complexes E3:E2 [50,51]. A ce
jour, les données structurales et/ou fonctionnelles ont permis d’identifier une interface
d’interaction E3:E2 similaire dans tous les couples d’enzymes E2 et E3 testés. L’interaction

E3:E2 résultante a donc été définie comme interaction canonique (Figure 19).
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3.2.3.3.1 Interactions canonique RING E3:E2 et conséquences fonctionnelles

Généralement, les résidus cystéines et histidines responsables du maintien de la
structure tridimensionnelle du domaine RING ne sont pas directement impliqués dans
I’interaction avec 1I’enzyme de conjugaison E2. Dans la plupart des cas, des interactions
hydrophobes et ¢lectrostatiques se forment entre les résidus de I’hélice al, des boucles L4,
L7 de I’enzyme de conjugaison E2 et un certain nombre de résidus exposés au solvant et
constituant les boucles et la partie carboxy-terminale de I’hélice oo du domaine RING de
I’enzyme E3 (Figure 19) et [50,114]. Il est a noter qu'une certaine plasticité existe dans
cette interaction puisque différentes enzymes de conjugaison E2 peuvent étre reconnues par
un méme domaine RING; I’inverse étant également vrai (Figure 19A et 19B) [52,55]. Ceci
suggere une certaine redondance dans les interactions RING E3:E2. Cependant, la plupart
des ¢études ayant été menées avec un domaine RING isolé et une enzyme E2 non chargée de
son Ublp, il est fort probable que certains couples RING E3:E2 soient exclus avec
I’utilisation de protéines pleine longueur et active. Généralement I’affinit¢ de ces

interactions est relativement faible [89].



Figure 19 : Modg¢les cristallographiques de deux complexes canoniques E3:E2.

Complexes canoniques A) RING1b RING (vert):UBE2D3 (gris), PDB: 3RPG et B) CHIP
U-box (cyan):UBE2D1 (gris), PDB: 20XQ. Les résidus impliqués dans 1’interaction E3:E2
sont représentés, identifiés et numérotés. Les résidus hydrophobes sont colorés en jaune.
Les cations zinc du domaine RING de RING1b ont été volontairement omis.

Fonctionnellement, I’interaction d’une enzyme E2 chargée de son Ublp (E2~Ublp)
avec le domaine RING d’une enzyme E3 active le processus de modification; ceci est
démontré pour un grand nombre de couples E3:E2 sans qu’aucune explication mécanistique
n’ait été apportée. Sachant que le domaine RING dans un complexe E3:E2 est distant
d’environ 20 A de la cystéine active de 1’enzyme E2, il semble improbable que celui-ci soit
directement responsable de I’activation du processus de modification. Cependant, de
récentes études proposent un rdle secondaire, mais néanmoins primordial, du domaine
RING dans I’orientation et la stabilisation de 1’Ublp activée (Ub~E2) lors du processus de
modification (Figure 20) [115-117].
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Figure 20 : Mécanisme de fonctionnement du domaine RING dimérique dans le processus
de conjugaison.

(a) La mobilité permanente de 1’Ubiquitine dans le complexe E2~Ubi rend le processus de
conjugaison inefficace. (b) La stabilisation de 1’Ubiquitine par le domaine RING des

ligases E3 favorise le processus de conjugaison et conséquemment la modification du
substrat. Adapté de Lima C.D. and Schulman B.A., Nature., 2012;489:43-44 [118].

3.2.3.3.2 Interactions non canoniques E3:E2 et conséquences fonctionnelles

En plus de former une interaction canonique (RING E3:E2), de nouvelles interfaces
d’interaction ont ¢té¢ déterminées pour au moins trois différents couples d’enzymes E3:E2.
Ces interactions non canoniques entre ligases E3 et enzyme de conjugaison E2 peuvent
présenter une forte affinité. Pour deux d’entre eux, la surface backside de 1’enzyme de
conjugaison E2 contacte une région de I’enzyme E3 localisée en dehors du domaine RING
(Figure 10) [57,58]. Méme si la mécanistique d’interaction de ces deux couples E3:E2
apparait similaire, leur finalité fonctionnelle respective semble différente puisque n’ayant
pas les mémes conséquences sur la formation de chaines de poly-Ubiquitine. Ainsi,
I’interaction de UBE2G2 avec le domaine G2BR (UBE2G?2 Binding Region) de la ligase
GP78/AMFR (Autocrine Motility Factor Receptor) favorise la formation de chaines de
poly-Ubiquitine alors que la formation de ces dernieres est inhibée lors de I’interaction de
UBE2B (aussi connu sous le nom de RAD6B pour RADiation sensitivity protein6B) avec
le domaine R6BD (RAD6 Binding Domain) de RADI1S.
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Ainsi, il est possible de constater que les interactions E3:E2 sont multiples. Face, au
grand nombre d’enzymes de conjugaison E2 (plus de trente chez ’humain) et a I’explosion
du nombre d’enzymes de ligation E3 (pres de 600 chez I’humain), il apparait essentiel de
comprendre les déterminants moléculaires qui gouvernent la spécificité des interactions

entre les enzymes de conjugaison E2 et les enzymes de ligation E3.

3.2.3.3.3 Interactions E3:Substrat

Dans la plupart des cas rapportés, les régions d’interaction de I’enzyme de ligation
E3 avec son substrat et avec I’enzyme de conjugaison E2 sont distinctes. Ainsi, la ligase E3
pour SUMO, Sizl (SAP and mIZ finger domainl), utilise son domaine PINIT (Proline
Isoleucine asparagiNe Isoleucine Threonine) pour interagir avec PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) et son domaine SP-RING pour recruter UBC9, I’enzyme de conjugaison
E2 pour SUMO [104]. Des changements dans la conformation du complexe
Substrat:E3:E2~Ublp sont parfois requis pour la modification adéquate du substrat [119].
Certaines interactions E3:substrat sont dépendantes de la phosphorylation du substrat celle-
ci étant, dans certains cas, spécifiquement reconnue par I’enzyme de ligation E3 [120-122].

Considérant la diversité des enzymes de ligation E3 et des substrats potentiels, il est

fort probable qu’il existe de multiples stratégies de reconnaissance E3:substrat.

3.2.3.4 Régulations des ligases E3

La fonction des ligases E3 peut étre modulée, entre autres, par leur oligomérisation,

leurs interactions avec d’autres protéines ou par des modifications pos-traductionnelles.

3.2.3.4.1 L’oligomérisation des ligases E3

Une des caractéristiques partagée par de nombreuses enzymes de ligation E3 est
leur propension a former des oligomeres. Certaines de ces enzymes E3 forment des hétéro-
dimeres alors que d’autres s’organisent en homo-oligomeéres [103,123-125]. Néanmoins, les
conséquences fonctionnelles de la formation de ces oligomeres restent mal caractérisées.
Plusieurs hypothéses sont envisagées. Selon certaines études, 1’oligomérisation de certaines
enzymes E3 pourrait augmenter 1’affinité avec leur substrat et stimuler 1’activité du

complexe ligase E3 [126].
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3.2.3.4.2 Les motifs et domaines associés aux ligases E3

Tel que mentionné dans la section 3.2.3.1, la plupart des enzymes de ligation E3
présentent, en plus de leur domaine RING, des motifs et/ou domaines qui leur conférent des
propriétés spécifiques d’interaction avec le substrat et/ou avec des partenaires protéiques.
Ainsi, ’'UBLD (UBiquitin Like Domain) de Parkin dicte son interaction avec la sous-unité
MCBI1 (Multiubiquitin Chain-Binding proteinl) du protéasome. La Fonction de Parkin se
trouve altérée par certaines mutations de son domaine UBLD retrouvées chez des patients
[127-129]. La dimérisation de CBL requiert que son domaine UBA (UBiquitin Associated)
soit intact [130]. Les motifs SIM (SUMO-Interacting Motif) en séric de RNF4 (RING
Finger protein4) lui permettent de cibler des substrats poly-SUMOylés [131]. Le domaine
BRCT (BRCAI C-Terminus) de BRCAI1 reconnait spécifiquement des protéines
phosphorylées [132]. Ces quelques exemples reflétent la diversité des roles que peuvent

présenter ces motifs et/ou domaines sur les fonctions des ligases E3.

3.2.3.4.3 Les modifications post-traductionnelles des ligases E3

Les enzymes de ligation E3 sont aussi des cibles de nombreuses modifications post-
traductionnelles labiles. Le plus souvent induites par des stimuli, celles-ci modulent
transitoirement la fonction de plusieurs enzymes E3. Un des exemples les plus connu étant
la régulation de I’activité ligase du complexe Cullin-RING par la NEDD8ylation de la sous
unit¢ Cullinl [133]. D’autres modifications post-traductionnelles peuvent réguler 1’activité
ligase. La phosphorylation active I’APC/C, un complexe E3 (Anaphase Promoting
Complex/Cyclosome) en régulant son interaction avec ’activateur CDC20 (Cell Division
Control protein20) [134]. Enfin, certaines modifications post-traductionnelles peuvent
inhiber I’activité¢ ligase des enzymes E3, telle que I’acétylation du domaine RING de

MDM2 [135].

Ces exemples indiquent que les fonctions des ligases E3 peuvent étre modulées

d’une multitude de fagons. Ceci renforce probablement la versatilité de ces protéines.
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3.2.3.5 Pathologies associées aux enzymes de ligation E3 4 domaine RING

Les enzymes de ligation E3 a domaine RING sont impliquées dans de nombreuses
voies de signalisation associées, entre autre, a la régulation du cycle cellulaire, a I’intégrité
du génome et a la transduction des signaux; conséquemment, la dérégulation de leurs
fonctions suite a des mutations de leur géne est directement ou indirectement reli¢e a de
nombreuses pathologies [136]. Certaines de ces ligases E3 présentent des caractéristiques
de suppresseur de tumeur (I’activité de la protéine est inhibée par la/les mutation(s) ou la
délétion du géne) tandis que d’autres se comportent en oncogénes (I’activité de la protéine
est induite par la/les mutation(s) ou ’amplification du géne). Ainsi, I’APC/C, un complexe
de ligases E3 impliquées dans le cycle cellulaire, se comporte comme un complexe
suppresseur de tumeurs [137]. Les protéines de type E3 BRCA1 et BARDI, sont aussi des
suppresseurs de tumeurs impliqués dans une voie de réparation de I’ADN [138]. Enfin, la
translocation du geéne encodant le suppresseur de tumeur TRIM19 (Trlpartite Motifl9,
aussi connu sous le nom de PML ProMyelocytic Leukemia), une possible ligase E3, est la
cause directe de la leucémie promyélocytaire aigué [139]. 4 contrario, la surexpression de
I’oncogene MDM2 est fréquente dans de nombreux cancers [140]. Ces enzymes E3 sont
donc autant de cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement de pathologies

auxquelles elles sont associées.

3.2.4 Les enzymes de déconjugaison

L’Ubiquitination des protéines est un processus réversible et une classe d’enzymes,
les DUBs (DeUBiquitinases), est responsable du clivage du lien iso-peptidique. Il existe
plus d’une centaine de DUBs de différents types; celles-ci reconnaissent 1’Ubiquitine ou les
différentes chaines de poly-Ubiquitines liées aux substrats. Cette reconnaissance se fait via
la présence de motifs d’interaction non-covalente avec 1’Ubiquitine. En fonction du type de
motifs et de leur agencement, les DUBs reconnaissent différents types de chaines de poly-

Ubiquitine [17].
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3.3 Les fonctions des interactions de I’Ubiquitine avec les
protéines

De nos jours, 1I’Ubiquitination d’un résidu lysine d’une protéine est encore
majoritairement associée a un signal inducteur de dégradation de la protéine modifiée par le
protéasome tel que rapporté il y a plus de vingt ans [141-144]. Afin de cibler la protéine
Ubiquitinée vers le protéasome, il est nécessaire que celle-ci soit poly-Ubiquitinée (chaine
d’au moins quatre Ubiquitines) [145]. L’Ubiquitine contenant sept résidus lysines,
différentes topologies de chaines peuvent étre générées; ces derniéres sont associées a
différentes fonctions (Figure 21) [146]. La dégradation protéique via le protéasome
nécessite habituellement la formation de chaines via le résidu lysine K48 de 1’Ubiquitine
[143]. Cependant, un nombre croissant d’études révele que le répertoire des fonctions
reliées a I’Ubiquitination d’une protéine est bien plus complexe qu’initialement envisagé, et
qu’une multitude d’autres processus cellulaires peuvent y étre associés [146]. Le type
d’Ubiquitination (mono-Ubiquitination, multi-Ubiquitination, Ubiquitination en amino-
terminal ou poly-Ubiquitination des protéines), ainsi que le type de chaine formée (huit
formes de chalnes homogenes différentes, des chaines hétérogénes ou des chaines
hétérotypiques) font partie des facteurs qui déterminent le sort des protéines modifiées et
les processus biologiques qui en résultent [146] (Figure 22). A ce jour, ce sont les enzymes
impliquées dans le processus d’Ubiquitination qui sont considérées comme les principaux
responsables de I’établissement d’un code de 1’Ubiquitine.

En plus de sa fonction de modificateur post-traductionnel, 1’Ubiquitine se comporte
comme un partenaire d’interaction trés versatile. On recense, a ce jour, plus d’une vingtaine
de motifs ou domaines différents, pour lesquels une interaction non-covalente avec
I’Ubiquitine a été déterminée (Tableau 2). La majorit¢é des protéines exposant ces
motifs/domaines sont associées a la machinerie d’Ubiquitination ou bien a la dégradation
protéique via le protéasome [147]. Les molécules qui arborent ces domaines sont donc
considérées comme des décodeurs/traducteurs du code de I’Ubiquitine; ces dernieres

permettent le transfert des messages associés a I’Ubiquitination de telle ou telle protéine.
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Les deux prochaines sections abordent de facon succincte les différentes fonctions
associées aux interactions covalentes et non-covalentes de 1’Ubiquitine avec différents

exemples de protéines modeles.

Figure 21 : Position des sites de poly-Ubiquitination sur la structure de 1’Ubiquitine.

Les résidus de I’Ubiquitine modifiés par Ubiquitination sont représentés et numérotés selon
leur position dans la séquence primaire de I’Ubiquitine (PDB: 1UBQ).

3.3.1 Apercu des fonctions associées a I’Ubiquitination des protéines

A ce jour, des fonctions spécifiques ont été associées a chacune des formes
d’Ubiquitination caractérisée. Ainsi, la mono-Ubiquitination des protéines est associée aux
processus d’endocytose, d’activation de la transcription, mais aussi a la réparation de
I’ADN [148]. La multi-Ubiquitination est, elle aussi, associée a 1’endocytose [149]. Bien
que la poly-Ubiquitination des protéines soit majoritairement associée a la dégradation des
protéines via la protéasome, celle-ci est aussi reliée a différents processus biologiques en
fonction du type de lien formé au sein de la chaine de poly-Ubiquitines. En effet, la
méthionine initiatrice de 1’Ubiquitine, ainsi que les sept résidus lysine sont autant de sites
de couplage permettant la formation de chaines de poly-Ubiquitine distinctes [146] et
(Figure 21). Le positionnement de ces sites de couplage influence la topologie des chaines

de poly-Ubiquitines qui en résultent.
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Ainsi, les chaines d’Ubiquitines issues du couplage covalent sur les résidus lysine
K48 et K63 ont été les plus étudiées car étant les plus abondamment formées dans les
cellules [150]. Les chaines de poly-Ubiquitine (K6) sont associées a la réparation et a la
réplication de ’ADN [151]. Les chaines de poly-Ubiquitines via le résidu lysine K11 ont
¢été associées a la dégradation de protéines au cours du cycle cellulaire (APC/C) mais aussi
a la dégradation des protéines endosomales (ERAD pour Endoplasmic Reticulum Associted
protein Degradation) [152,153]. Les chaines de poly-Ubiquitines (K29) sont, quant a elles,
associées a la dégradation via le lysosome [154]. De fagon typique, les chaines de poly-
Ubiquitines (K48) sont impliquées dans la dégradation via le protéasome. Finalement, les
chaines (K63) sont, elles, majoritairement impliquées dans les processus de réparation de
I’ADN et de régulation de kinases [155]. Les principales fonctions des chaines d’Ubiquitine

sont indiquées dans la figure 22

endocytose, régulation transcriptionnelle,
réparation de I’ADN

endocytose

dégradation, endocytose, réparation de
\ 3 I’ADN

Figure 22 : Conséquences fonctionnelles associées a I’Ubiquitination des protéines.

Trois types d’Ubiquitination des protéines et leurs conséquences fonctionnelles associées.
(1) Mono-Ubiquitination, (2) Multi-Ubiquitination et (3) Poly-Ubiquitination.
L’Ubiquitination en amino-terminal n’est pas représentée.

Cependant, les données de plusieurs études récentes suggérent que les chaines
d’Ubiquitine sur les résidus lysine K6, K11, K27, K29, K33 ou K63 peuvent aussi étre

associées a la dégradation de protéines [152,156-158]. Réciproquement, une fonction non
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protéolytique a récemment été rapportée pour les chaines d’Ubiquitine formées sur le résidu
lysine K48 [159].

A la lumiére de ces données sur les conséquences de 1’Ubiquitination des protéines,
il est possible de constater que les différents types d’Ubiquitination induisent une multitude
de réponses biologiques; ces derniéres dépendent du type d’Ubiquitination (mono-, multi-
ou poly-Ubiquitination), du type de chaines formées (chaines homogenes, hétérogénes ou

hétérotypiques) mais aussi des caractéristiques de la protéine ciblée.

3.3.2 Apercu des fonctions associées a l’interaction non-covalente de

I’Ubiquitine avec les protéines

Prés de vingt domaines différents sont actuellement reconnus pour interagir avec
1’Ubiquitine (Tableau 2) [147]. A quelques exceptions prés, presque tous ces domaines
contactent une région hydrophobe du feuillet B de 1’Ubiquitine formée des résidus leucine

L8, isoleucine 144 et valine V70 (Figure 23) et [147].
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136
Figure 23 : Position des résidus impliqués dans les interactions non-covalentes de
1’Ubiquitine avec les protéines.

Les résidus de 1’Ubiquitine impliqués dans les interactions non-covalentes sont représentés

colorés en jaune et numérotés selon leur position dans la séquence primaire de I’Ubiquitine
(PDB: 1UBQ).

Ces UBDs (Ubiquitin Binding Domains) peuvent se classer en cinq groupes, en
fonction de la nature du domaine qui lie I’Ubiquitine. Un premier groupe forme des
domaines constitués d’une ou plusieurs hélices a (les UIM, pour Ubiquitin Interacting
Motif et les UBA, pour UBiquitin Associated domain). Ce sont les UBDs les plus répandus.
Un second groupe englobe des domaines de type doigts de zinc (420 Zinc Finger, UBP ZF
pour Ubiquitin-Binding Protein Zinc Finger et NZF pour Npl4 Zinc Finger). Une troisiéme
catégorie regroupe des protéines arborant un domaine PH (Pleckstrin-Homology). Enfin, tel
que précédemment abordé, certaines enzymes de conjugaison E2 interagissent de maniére
non-covalente avec 1’Ubiquitine via la surface backside de leur domaine UBC. Finalement,
un dernier groupe englobe des protéines distinctes qui interagissent avec 1’Ubiquitine via un

domaine spécifique a chacune d’entre elles (Tableau 2).

Les conséquences moléculaires et fonctionnelles qui résultent de I’interaction de ces
domaines avec 1’Ubiquitine sont trés diverses et dépendent de nombreux facteurs (le type
de chaines d’Ubiquitine, la nature du domaine d’interaction, la voie de signalisation dans
laquelle la protéine est impliquée etc...). Ainsi, et pour ne citer que quelques exemples, on

retrouve logiquement des domaines d’interaction avec I’Ubiquitine dans beaucoup
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d’enzymes associées aux processus d’Ubiquitination. Parmi celles-ci, on compte plusieurs
enzymes de conjugaison E2 qui interagissent avec 1’Ubiquitine via différentes interfaces
[64,67,160]. Ces interactions sont importantes pour la formation de chaines de poly-
Ubiquitines. On compte aussi plusieurs enzymes de ligation E3 de différentes familles qui
présentent des domaines/motifs d’interaction avec I’Ubiquitine. Ceux-ci permettent, entre
autres, de faciliter 1’¢longation des chaines de poly-Ubiquitines, de reconnaitre des
partenaires poly-Ubiquitinés ou de favoriser I’Ubiquitination de substrats [161-165].
Différents types de domaines d’interaction avec I’Ubiquitine sont aussi retrouvés dans
plusieurs des composantes du protéasome [166,167]. Ces domaines sont impliqués dans la
reconnaissance spécifique de protéines poly-Ubiquitinées qui seront dégradées par le

protéasome.
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Tableau 2 : Inventaire et caractéristiques des différents UBDs interagissant avec
I’Ubiquitine.
Adapté de Hunsjak K. and Dikic 1., Annu.Rev.Biochem., 2012; 81: 291-322 [147].

Structure Résidu Protéine
uBD du Interaction . PDB #
. reconnu modele
domaine
domaine de Mono-/Poly-Ubi
UBA 3 hélices 144 (K48)et UBL usC1 1TTE
domaine de .
CUE <) 144 Mono-Ubi Vps9 1P3Q
3 hélices
uIM hélice lag  Mono-/Poly-Ubi - p) e akpE
lcea (K48, K63) et UBL
MIU/IUIM  hélicea. 144 Mono-Ubi RABEX-5 2C7M
DUIM hélice a. 144 Mono-Ubi Hrs 2D3G
VHS longue 144 Mono-Ubi STAM2 2107
hélice a.
domaine de .
GAT - 144 Mono-Ubi TOM1 1WRD
3 hélices
doigt de zinc Mono-/Poly-Ubi
NZF brin B 144 (K63) HOIP 4DBG
ZnF A20 doigt de zinc D58 Mono-Ubi A20 3013
ZnF UBP doigtde zinc L8etlI36 Poly-Ubi HDAC6 3PHD
UBZ doigt de zinc 144 Mono-/Poly-Ubi Pol eta -
(Bpa)
UBC feuillet p 144 Mono-Ubi UBE2D3 2FUH
UEV feuillet p 144 Mono-Ubi UBE2V2 2GMI
upv ~ helicetour g Mono-Ubi Poliota  2KWV
hélice
GLUE domaine PH 144 Mono-Ubi EAP45 2DX5
PRU  domainePH 144 MOno/PolvUbI - ppyis 2759
et UBL
Jab1l/MPN domaine 144 Mono-Ubi Prp8p -
MPN
4 brins fet .
PFU 2 hélices o, 144 Mono-/Poly-Ubi Doal -
SH3 tonneau B 144 Mono-Ubi Slal 2HBP
UBAN dimére ., 144 di-Ubi(M1) NEMO 2ZVN
coiled coil
WD40
B WD40p 144 Mono-Ubi Doal
propeller  propeller

UBD (Ubiquitin Binding Domain):nom du domaine impliqué dans 1’interaction

Structure du domaine: type de structure secondaire ou tertiaire impliqué dans I’interaction
Résidu reconnu:résidu ou région de I’'Ubiquitine impliquée dans I’interaction
Interaction:type de chaine d’Ubiquitine impliquée dans I’interaction

PDB#:code de la base de donnée PDB correspondant a la protéine ou au domaine modéle
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3.4 Les enseignements sur le processus d’Ubiquitination

Le processus d’Ubiquitination est, de loin, le plus étudi¢ des mécanismes de MPTs
impliquant le couplage covalent de polypeptides de la famille de 1I’Ubiquitine a des
protéines cibles. Les nombreuses études se rapportant au processus d’Ubiquitination ont
permis de déterminer des lignes directrices quand aux fonctions associées a cette MPT et de
mieux cerner les roles et les modes de régulation des nombreuses enzymes de la machinerie
d’Ubiquitination. Méme si le principal réle de I’Ubiquitination des protéines est la
dégradation par le protéasome, des exceptions se dessinent. En effet, les multiples chaines
de poly-Ubiquitine qui sont retrouvées dans les cellules sont autant de signaux spécifiques
associés a des voies de signalisation particulieéres. Les recherches effectuées, et celles qui
continuent d’étre menées sur cette modification post-traductionnelle, servent de cadre de
référence aux nombreux chercheurs ceuvrant a la compréhension des mécanismes a la

source du fonctionnement d’autres Ublps, tel que SUMO.
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4 La SUMOylation

Identifié¢ au courant des années quatre-vingt dix par différents groupes, SUMOI
[168] aussi baptisé¢ PIC1 (PML-Interacting Clonel) [169] UBL1 (UBiquitin-Likel) [170],
sentrin [171], GMP1 (GAP-Modifying Proteinl) [172] fat caractéris€ comme un
polypeptide de la famille de 1’Ubiquitine modifiant de fagon réversible les protéines. Sa
découverte fit rapidement suivie par la caractérisation de trois autres polypeptides de méme
nature chez I’humain (SUMO2, -3 et -4) et de différentes activités enzymatiques
spécifiques et essentielles a son couplage covalent sur des protéines cibles. A ce jour, on
compte une seule enzyme d’activation E1, constituée d’un hétéro-dimere formé des sous-
unités SAE1 et SAE2 (SUMO-Activating Enzyme 1 et 2) (aussi connues sous le nom de
AOS1 pour Activator Of SUMOI et UBA2 pour UBiquitin-like Activating2) [173-176],
une enzyme de conjugaison E2 (UBE2I/UBCY9 pour UBiquitin-cojugating enzyme
E2I/UBiquitin Conjugating9) [173,177-179], ainsi que plusieurs iso-peptidases de la
famille des SENPs (SENtrin-specific Proteases) [180,181]. Une quatriéme classe
d’enzymes, les ligases E3, non essentielles mais facilitant grandement le processus de
SUMOylation in vitro, a été identifiée par la suite [182-187]. Ainsi, les mémes classes
d’enzymes sont retrouvées dans les processus de couplage de SUMO et de I’Ubiquitine.

Cependant, a la lumiére des recherches qui continuent de s’effectuer, quelques
différences se dessinent entre les processus d’Ubiquitination et de SUMOylation. Tout
d’abord, et comparativement a la multitude de ligases E3 pour 1’Ubiquitine connues, trés
peu de ligases E3 pour SUMO ont ¢été caractérisées. En effet, la présence de I’enzyme
d’activation, SAE1:SAE2, et de I’enzyme de conjugaison, UBC9 est suffisante pour
permettre la modification in vitro d’un substrat par SUMO. De ce fait, alors que n’importe
quel résidu lysine d’une protéine cible peut étre modifié par I’'Ubiquitine, un biais important
existe pour la SUMOylation, puisque une proportion non négligeable de protéines
modifiées par SUMO, I’est sur un résidu lysine faisant partie d’un consensus [188]. Cette
caractéristique pourrait directement dépendre de UBC9, la seule enzyme de conjugaison
pour SUMO, caractérisée a ce jour. De plus, contrairement a 1’Ubiquitine qui cible toutes

les protéines de la cellule, la majorité des protéines ciblées par la SUMOylation se
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retrouvent dans le noyau des cellules [189]. Ceci indique que la SUMOylation pourrait étre
un processus majoritairement nucléaire. D’autre part, les fonctions associées a la
SUMOylation ne sont pas forcément similaires a celles qui sont reliées a 1’Ubiquitination
des protéines. Ces caractéristiques font de la SUMOylation un processus a part enticre, bien
qu’il reste apparenté au processus d’Ubiquitination pour ce qui attrait a son mécanisme de
conjugaison.

La prochaine section (4.1) traite des caractéristiques principales des protéines

SUMOs.

4.1 La famille des protéines SUMOs

SUMO est présent chez tous les eucaryotes suggérant des roles fonctionnels soumis
a une pression évolutive [190]. Contrairement a I’Ubiquitination ou une seule protéine,
I’Ubiquitine, cible des substrats, quatre protéines SUMOs (SUMOI1 a SUMO4) peuvent
étre prises en charge par les mémes enzymes de la voie de SUMOylation chez 1’humain
[191,192]. Le génome de levures ne code que pour une protéine SUMO, Smt3 (Suppressor
of Mif Two3, essentiel chez S. cerevisiae, son pendant Pmt3 ne 1’est pas chez S. Pombe),
alors que de nombreuses protéines SUMOs sont encodées par le génome de A.thaliana
[193] [194] [195]. Le fait de retrouver plus d’une protéine SUMO chez plusieurs
organismes vivants refléte possiblement des fonctions spécialisées pour certaines d’entre

elles.

4.1.1 Caractéristiques des protéines SUMOs

La structure tridimensionnelle des protéines SUMOs est trés similaire a celle de
I’Ubiquitine (Figure 3). Néanmoins une extension amino-terminale de quinze a vingt
résidus est présente chez les protéines SUMOs humaines comme chez celles de levures
[196,197]. Cette extension semble fonctionnellement importante puisqu’elle est notamment
essentielle au développement embryonnaire de D. rerio [198].

En se basant sur le pourcentage d’identit¢ de séquences (46% entre SUMOI1 et
SUMO2, 47% entre SUMOI1 et SUMO3, 41% entre SUMO1 et SUMO4, 86% entre
SUMO2 et SUMO3, 86% entre SUMO2 et SUMO4 et 76 % entre SUMO3 et SUMO4), les
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protéines SUMOs sont classées en 2 sous-familles chez ’humain: SUMO1, SUMO2/3/4
(Figure 24).

p—emp—E—=) —

Hs SUMO2 MADE--KP-KEGVKTENN-DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVEQQQTGGVY-======== 95

Hs SUMO3 MSEE--KP-KEGVKTEN--DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGGVPESSLAGHSE 103

Hs SUMO4 MANE--KP-TEEVKTENN-NHINLKVAGQDGSVVQFKIKRQTPLSKLMKAYCEPRGLSMKQIRFRFGGQPISGTDKPAQLEMEDEDTIDVFQQPTGGVY---—----~ 95

Hs SUMO1 MSDQEAKPSTEDLGDKKEGEYIKLKVIGQDSSEIHFKVKMTTHLKKLKESYCQRQGVPMNSLRFLFEGQRIADNHTPKELGMEEEDVIEVYQEQTGGHSTV-====~= 101
Koos o Kk ko sr o sikakkk KKK K sakkik K ok kk sokky sky Kk ckk ok kK Kk 1k kkokk kokiky KKK

Figure 24 : Alignement des séquences primaires de SUMOI1, SUMO2, SUMO3 et
SUMOA4.

Le motif di-glycine exposé aprés 1’étape de maturation est coloré en rouge. SUMO?2,
SUMO3 possédent dans leur extension amino-terminale un site de SUMOylation consensus
(résidu lysine K11, coloré en bleu). Les éléments de structures secondaires sont représentés
au dessus de 1’alignement par une fléche (brin ) et un cylindre (hélice o). Le degré de

conservation des résidus est indiqué par (*) pour les résidus identiques, par (:) pour les
résidus fortement similaires et par (.) pour les résidus faiblement similaires.

Bien que ces sous-familles dépendent du méme processus de couplage, il semble
qu’elles soient régulées différemment, s’expriment dans des tissus distincts, se conjuguent
sur des substrats distincts, et aient des conséquences fonctionnelles pouvant étre spécifiques
[199-202]. Cependant, une certaine redondance existe dans certaines des fonctions des
protéines SUMO, puisque la perte seule de SUMOI, par suppression de son gene
(knockout), n’est 1étale ni chez M. musculus ni chez D. rerio [198,203,204]. Néanmoins, les
protéines SUMOs 1, 2 et 3 sont toutes trois indispensables pour le développement
embryonnaire adéquat de D. rerio [198]. D’autre part, alors que SUMOI1 se retrouve
principalement sous forme conjuguée, les protéines SUMO2/3 semblent majoritairement
libres et sont donc considérées comme des réservoirs pour la SUMOylation de protéines
lors de différents stress cellulaires [199,205]. La protéine SUMO4 est majoritairement
retrouvée exprimée dans le rein. De plus, il semble qu’une corrélation existe entre le
diabete de type 1 et ’expression d’un mutant de SUMO4 (SUMO4 M55V) résultant d’un
polymorphisme d’un seul nucléotide [206,207]. En outre, et contrairement a SUMOI, les
protéines SUMO2/3 et 4 présentent dans leur séquence un résidu lysine pouvant étre

modifi¢ par SUMOylation. Des chaines de poly-SUMO2/3 peuvent donc étre générées
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[208]. Des chaines de poly-SUMOs ont aussi été identifiées pour les SUMO de levures
suggérant des rdles fonctionnels possiblement importants pour les chaines de SUMO au
cours du cycle cellulaire [209,210]. Comme toutes autres protéines, les SUMOs sont des
cibles de plusieurs modifications post-traductionnelles. Plusieurs études ont identifié des
sites de phosphorylation, d’Ubiquitination et d’acétylation pour SUMO1 comme pour
SUMO2/3 [211-213]. Bien que les fonctionnalités de ces modifications post-
traductionnelles des protéines SUMO ne soient que partiellement comprises, ces dernicres
semblent influencer différenciellement le métabolisme de chacune des protéines SUMOs.
La prochaine section (4.2) offre un apercu des étapes du processus de

SUMOylation.

4.2 Le cycle de SUMO

Le cycle de conjugaison des protéines SUMOs ressemble fortement a celui de
I’Ubiquitine (Figure 25) [214]. Ainsi, avant d’aboutir a la modification d’un résidu lysine
spécifique d’une protéine cible, les protéines SUMO sont prises en charge par une série
d’activités enzymatiques distinctes qui leur sont spécifiques. Alors que trois différentes
étapes sont généralement essentielles au processus d’Ubiquitination (activation par
I’enzyme E1, conjugaison par ’enzyme E2 et ligation par I’enzyme E3), seulement deux
sont requises pour la SUMOylation de résidus lysine spécifiques des protéines cibles, ¢’est
a dire I’activation par ’enzyme E1, SAE1:SAE2 et la conjugaison par 1’enzyme E2, UBC9.
Méme si les enzymes de ligation E3 ne sont pas indispensables a la SUMOylation in vitro,
différentes familles d’enzymes de ligation E3 facilitent ce processus autant in vitro qu’in
vivo [91,215-217]. Une étape préliminaire de maturation des protéines SUMO, effectuée
par les iso-peptidases de la famille SENP, est requise pour leur entrée dans le processus de
SUMOylation. Ainsi, tout comme 1’Ubiquitine, les protéines SUMO sont prises en charge

par une série d’enzymes spécialisées qui assurent leur conjugaison.
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Figure 25 : Le cycle de SUMO.

Une étape préliminaire consiste en la maturation de SUMO par des isopeptidases de la
famille des SENPs, aboutissant au clivage de résidus C-terminaux (4, 2 et 11 pour SUMO-
1,-2 et -3, respectivement), et a I’exposition d’un motif di-glycine. Au cours de I’étape 1, le
SUMO mature est adénylé par le complexe d’activation (E1) SAEI:SAE2 en présence
d’ATP et de Mg2+; un lien thioester est formé avec la cystéine catalytique de SAE2. Durant
I’étape 2, SUMO est transféré a la cystéine catalytique de 1’enzyme de conjugaison (E2)
UBCY9, qui catalyse la conjugaison de SUMO directement sur le substrat, par la
reconnaissance de motifs consensus de sumoylation (WKxE) contenant le résidu lysine
accepteur, ou bien est aidée par des enzymes de ligation (E3) qui facilitent le transfert de
SUMO sur le substrat cible au moyen de différents mécanismes (étape 3). Finalement,
I’étape 4 de déconjugaison est prise en charge par les iso-peptidases SENP, permettant
possiblement le recyclage du SUMO.

4.3 Les enzymes impliquées dans la SUMOylation des protéines

Cette section présente les enzymes impliquées dans le processus de SUMOylation

ainsi que leurs caractéristiques et leurs régulations.

4.3.1 SAE1:SAE2, ’enzyme d’activation E1 pour SUMO

Contrairement au processus d’Ubiquitination dans lequel deux enzymes E1 (UBA1
et UBAG) activent I’Ubiquitine et accommode plus de vingt enzymes de conjugaison E2, le

processus de SUMOylation fait appel a une seule enzyme E1 (SAE1:SAE2) qui prend en
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charge une seule une enzyme de conjugaison E2 (UBC9). En outre, ’enzyme El
(SAE1:SAE2) peut activer les trois protéines SUMOs (SUMOI, 2 et 3) [174,208]. En effet,
les résidus des protéines SUMOs nécessaires a la reconnaissance par 1’enzyme d’activation

SAE1:SAE2 sont conservés dans les trois SUMOs.

4.3.1.1 Organisation structurelle et processus d’activation

Bien que I’enzyme d’activation E1 pour SUMO soit un hétéro-dimére composé de
deux sous-unités SAE1 et SAE2, son organisation structurelle est similaire a celle des
autres enzymes d’activation E1 qui ne sont pas nécessairement des hétéro-dimeres [36]. La
sous-unit¢ SAE1 englobe une partie du domaine d’adénylation alors que la sous-unité
SAE2 regroupe la partie, dite, active du domaine d’adénylation ainsi que les domaines
catalytique (Cys) et SFD (SUMO-Fold Domain) (Figure 26). La mécanistique du
processus d’activation de SUMO semble en tout point identique a celle des autres Ublps
comme 1’Ubiquitine et NEDDS. En effet, aprés sa maturation, SUMO est adénylé en
présence de d’ATP et de Mg®". Par la suite, un lien thioester est formé entre SAE2 et
SUMO (SAE2~SUMO) suite a I’attaque nucléophile de la cystéine catalytique (SAE2-
C173) sur la partie carboxy-terminale de la protéine SUMO adénylée. Le processus
d’activation s’accompagne de changements de conformations de la sous-unité SAE2
permettant le recrutement de I’enzyme de conjugaison pour SUMO, UBC9 [218] (Figure
6).
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Figure 26 : Modele cristallographique du complexe entre SUMOI et I’enzyme d’activation
E1 pour SUMO, SAE1:SAE2.

SUMOL (vert) est complexé au domaine d’adénylation formé de SAEI (magenta):SAE2
(gris foncé). La cystéine catalytique (C173) du domaine Cys (orange) de SAE2 est colorée

en jaune. Le domaine SFD (cyan) de SAE2 sert au recrutement de E2 UBC9 (PDB:
3KYO).

4.3.1.2 Interactions de SAE1:SAE2 avec UBC9

L’enzyme d’activation SAE1:SAE2 recrute UBC9 via son interaction avec le
domaine SFD de SAE2 [31]. Cette interaction est suivie d’'un changement de conformation
de SAE2 qui permet le rapprochement des sites actifs de SAE2 et UBC9. Ceci permet le
transfert de SUMO, depuis la cystéine catalytique de SAE2 (C173), sur la cystéine
catalytique de UBC9 (C93) [34].
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4.3.1.3 Régulations de SAE1:SAE2

L’enzyme d’activation se situant a I’apex du processus de SUMOylation, toute
interférence avec son activité altére donc les étapes subséquentes du cycle de

SUMOylation.

4.3.1.3.1 La régulation de [’activité de SAE2 par les ROS (Reactive Oxygen Species)

Le stress oxydatif controle de nombreuses voies de signalisation cellulaires. Le
processus de SUMOylation ne semble pas échapper a cette régle. En effet, la production de
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) engendre 1’oxydation du résidu catalytique de SAE2, et est a
I’origine de la formation d’un pont disulfure entre la cystéine catalytique de SAE2 et celle
de UBC9. La formation de ce pont disulfure induit conséquemment I’inactivation du

processus de SUMOylation [219].

4.3.1.3.2 La régulation de [’activité de SAE1:SAE2 par ['interaction avec UBC9

Il est a noter que le processus d’activation de SUMO par SAE1:SAE2 requiert la
succession d’étapes dans un ordre précis. En effet, ’activité de I’enzyme d’activation est
négativement régulée par son interaction avec UBC9 si la protéine SUMO n’est pas
préalablement liée au complexe SAEI:SAE2. La formation du complexe
SAEI1:SAE2:UBC9 inhibe donc la voie de SUMOylation [220]. Cette étude pourrait donc
suggérer que les niveaux relatifs d’expression de SAE1:SAE2 et de UBC9 soient

possiblement impliqués dans la modulation du processus de SUMOylation.

4.3.1.3.3 La régulation de l’expression de SAE1 dans le cycle cellulaire

L’expression de SAE1 semble étre régulée au cours du cycle cellulaire (phase
S/G2), entrainant ainsi une régulation du niveau de SUMOylation de certaines protéines en

fonction du cycle cellulaire [221].

4.3.1.3.4 La SUMOylation de SAE1:SAE? altere son interaction avec UBCY

L’enzyme d’activation est modifiée par SUMO au sein du domaine Cys de SAE2.
Cette SUMOylation n’altére pas le processus d’activation puisque les étapes d’adénylation

et de transfert de SUMO a la cystéine catalytique de SAE2 ne sont pas affectées. Par contre,
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I’étape de transthiolation est altérée (transfert de SUMO depuis la cystéine active de SAE2
sur la cystéine active de UBC9); ceci suggere que le recrutement de UBC9 par le complexe
SAEL:SAE2*SUMO n’est pas productif, et que la voie de SUMOylation peut s’auto-
inhiber [222].

4.3.1.3.5 La régulation de la stabilité de SAE1:SAE2 par Gaml, une protéine virale

Un certain nombre de virus exprime des protéines qui activent la machinerie de
transcription de I’hote au profit de la réplication virale et, de fagon concomitante, altérent la
formation de structures sub-nucléaires, riches en protéines SUMOs, connues sous le nom de
corps nucléaires de PML [223]. Gam] est une protéine virale encodée par ’ADN de
I’adénovirus aviaire CELO (Chicken Embryo Lethal Orphan) qui interagit avec SAEI.
L’expression de Gaml engendre la disparition des corps nucléaires de PML et induit la
dégradation de SAEl via la voie Ubiquitine/Protéasome. Ce processus requiert le
recrutement d’une ligase E3 de la famille cullin-RING. La déstabilisation de complexe

SAE1:SAE2 engendre la dégradation de SAE2 [224].

4.3.2 UBCY9, I’enzyme de conjugaison E2 pour SUMO

Contrairement au processus d’Ubiquitination, ou I’on compte prés d’une trentaine
d’enzymes de conjugaison, le processus de SUMOylation ne repose que sur une seule
enzyme de conjugaison: UBE2I, plus communément nommée UBCY9 [173,177].
Initialement impliquée dans la dégradation des cyclines S et M [225], la protéine UBC9 est
conservée chez tous les organismes eucaryotes. Cette pression évolutive indique qu”UBC9
exercerait des fonctions indispensables dans la plupart des especes eucaryotes. D’ailleurs,
UBC9 est essentielle chez la levure, S. cerevisiae [226], comme chez M. musculus, ou la
suppression de son gene entraine une létalité a un stade précoce du développement

[227,228].

4.3.2.1 Le domaine UBC de UBC9

UBC9 présente un domaine catalytique, UBC, composé d’environ cent cinquante
résidus qui est structurellement similaire a celui des enzymes de conjugaison E2 de classe |

pour 1’Ubiquitine, c'est-a-dire sans extension amino- ni carboxy-terminale (Figures 7, 8 et
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27) [229]. Comme chez les autres enzymes de conjugaison, on retrouve des résidus
conservés entourant son site actif qui sont essentiels a 1’activité catalytique de UBC9
(Figure 27) [47]. Ceci indique que UBC9 partage un processus catalytique qui est similaire

a celui des enzymes de conjugaison E2 pour 1’Ubiquitine.

CYSTEINE
CATALYTIQUE

Figure 27 : Modge¢le cristallographique du domaine UBC de UBCO.

La position de la cystéine active de UBC9 est indiquée par une fleche (PDB:1U9B).

Bien que structurellement similaire aux enzymes de conjugaison E2 pour
I’Ubiquitine, le domaine UBC de UBCY9 présente une surface électrostatique qui est
distincte de ces dernieres [230]. Cette particularité explique fort probablement les
spécificités d’interactions entre UBC9 et ses partenaires impliqués dans le processus de
SUMOylation (I’enzyme d’activation E1, SAE1:SAE2, les enzymes de ligation E3 et les
protéines SUMOs), ainsi que la reconnaissance spécifique des sites consensus de
SUMOylation au sein des substrats protéiques [231]. Il a d’ailleurs était démontré que
certains résidus, entourant le site actif de UBC9 (C93), sont impliqués dans la

reconnaissance du site consensus de diverses protéines [232].

4.3.2.2 Les partenaires d’interaction de UBC9
UBCO sert de protéine intermédiaire dans le processus de SUMOylation. Ainsi, elle
doit pouvoir interagir séquentiellement avec I’enzyme d’activation SAE1:SAE2, située plus

en amont, et avec les différentes enzymes de ligation situées en aval de la voie de
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SUMOylation. Cette section introduit les différents partenaires d’interactions de UBC9 (les
enzymes d’activation E1, de ligation E3 et SUMO).

4.3.2.2.1 L’interaction de UBCY avec son enzyme d’activation SAE1:SAE?2

Tel que mentionné précédemment, UBC9 est recrutée par le domaine SFD de
SAE2; cette interaction est indispensable au processus de transthiolation (E1~SUMO +
UBCY9 — E1 + UBC9~SUMO) [31]. La structure du complexe UBC9:SAE2-SFD n’a pas
été structurellement caractérisée, mais des données structurales concernant son pendant
chez la levure (Ubc9:Uba2-SFD) ont été¢ obtenues. Ainsi, la surface de Ubc9 impliquée
dans cette interaction comprend les résidus exposés et composant 1’hélice a1 ainsi que ceux
de la boucle L2 (Figure 28) [233]. Compte tenu des similarités de séquences et de
structures entre les protéines de levure et les protéines humaines, le méme type

d’interaction devrait se produire entre les protéines UBC9 et SAE2-SFD chez I’humain.
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Figure 28 : Mod¢le cristallographique du complexe Ubc9:Uba2-SFD.

Ubc9 (orange) en complexe avec le domaine SFD de Uba2 (vert). Les positions de I’hélice
ol (H1) et de la boucle 2 (L2) de UBC9 sont indiquées par des fleches (PDB:3ONG).

Ce mécanisme de recrutement semble en tout point similaire & celui des autres
enzymes de conjugaison E2 [35]. Ceci suggere que des stratégies de reconnaissance
similaires sont employées lors de la reconnaissance E1:E2 pour les différentes machineries
d’Ublps. Cependant, il est a noter que dans le mod¢le actuel, ou UBC9 est recrutée par le
domaine SFD de SAE2, les cystéines catalytiques de UBC9 et SAE2 sont distantes de plus
de 60 A. Ceci suggére que d’importants changements de conformations du complexe E1:E2

accompagnent le processus de transthiolation.

4.3.2.2.2 L’interaction de UBCY avec les enzymes de ligation E3

Les connaissances concernant 1’interaction entre UBC9 et ses enzymes de ligation
E3 restent encore parcellaires. Cela s’explique, en partie par le fait que ces derniéres ne
sont pas indispensables au processus de SUMOylation, méme si elles le facilitent. A ce
jour, et contrairement au processus d’Ubiquitination, peu d’enzymes de ligation E3 pour
SUMO ont été caractérisées. Les mieux caractérisées sont RanBP2 (Ran Binding Protein2)
et les membres de la famille Siz/PIAS. Les études qui suivent, mettent en évidence les
nombreux paralléles structuraux qu’il est possible de faire pour les interactions E2:E3 entre
les machineries de SUMOylation et d’Ubiquitination, cette derniére servant de modele car

étant la mieux caractérisée.
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e Interaction UBC9:RanBP2

Les seules données structurales disponibles d’un complexe entre UBC9 et une
enzyme de ligation E3 proviennent d’études caractérisant 1’activité de ligase E3 de RanBP2
en complexe avec RanGAPl1 (Ran GTPase-Activating Proteinl) [59]. RanGAPI et
RanBP2 font partie d’un complexe multi-protéique localisé sur la surface cytoplasmique
des pores nucléaires et impliqués dans le transport nucléo-cytoplasmique [234]. RanBP2
qui ne possede ni domaine RING ni domaine HECT, contient une région (IR1-M-IR2 pour
Inverted Repeatl-Middle domain-Inverted Repeat2) qui interagit avec UBC9~SUMO, et
qui exhibe une activité¢ de ligase E3 pour SUMO [184,215,235]. La détermination de la
structure du complexe révele que le motif IR1-M de RanBP2 contacte des résidus de la
boucle L4 de UBCY, ainsi que ceux de sa région backside (Figure 29). Tel que mentionné
précédemment (section 3.4.2.2.1 Figures 9 et 10 et section 3.4.3.4.2 Figure 19), des
régions similaires des enzymes E2 pour I’Ubiquitine interagissent avec leur enzymes E3
respectives. Ceci indique que pour lier une ligase E3, UBC9 utilise des surfaces

d’interaction similaires aux autres enzymes de conjugaison E2.
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Figure 29 : Mod¢le cristallographique du complexe RanBP2 IR1-M:UBC9~SUMOI.

RanBP2 IR1-M (violet) en complexe avec UBC9 (orange) et SUMOI (vert) en second
plan. Les positions du backside (BACKSIDE) et de la boucle 4 (L4) de UBC9 sont
indiquées par des fleches (PDB:1Z5S).

e Interaction UBC9:Siz1/PIAS

Plusieurs études ont identifié une interaction entre UBC9 et différents membres de
la famille Siz/PIAS [186,236,237]. Les protéines PIAS, initialement identifiées comme co-
régulateurs des facteurs de transcription STATs (Signal Transducer and Activated of
Transcription), ont par la suite été caractérisées comme ligases E3 pour SUMO; elles
ciblent une panoplie de protéines (différents récepteurs nucléaires, les protéines STATs,
p53, etc...) [185,238,239]. Une interaction directe entre UBCO et le domaine SP-RING de
différents membres de la famille Siz/PIAS a été déterminée [183,186]. Compte tenu de la
similarité de structures des domaines SP-RING et RING, il est probable que 1’organisation
tridimensionnelle du complexe UBC9:E3 SP-RING soit similaire a celles des complexes

canoniques E2:E3 RING pour I’Ubiquitine (Figures 18 et 19).

4.3.2.2.3 L’interaction non-covalente de UBC9 avec SUMO

Tout comme I’Ubiquitine est reconnue par ses enzymes de conjugaison E2, SUMO

interagit avec UBCO.

Une interaction non-covalente entre UBC9 et les différentes protéines SUMO a été

caractérisée. Similairement a 1’Ubiquitine qui interagit avec la région backside de certaines
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de ses enzymes de conjugaison E2, les protéines SUMOs interagissent avec la région
backside de UBC9 [240-242] (Figures 12 et 30). Cette interaction, conservée pour
différentes especes, est relativement forte puisque la constante d’affinité¢ (Kp) du complexe
UBC9:SUMOI est de I’ordre de la centaine de nano-molaires [65,243]. L’interaction non-
covalente UBC9:SUMO régule I’activit¢ de UBC9 et la formation de chaines de poly-
SUMO2/3 in vitro par un mécanisme moléculaire qui reste a déterminer [65,244,245]. Ces
données indiquent des mécanismes de fonctionnement similaires entre UBC9 et certaines

des enzymes de conjugaison E2 pour I’Ubiquitine.

Figure 30 : Modg¢le cristallographique du complexe UBC9:SUMOL.

UBC9 (orange) en complexe avec SUMOI1 (vert). Les résidus de UBC9 et SUMOI
impliqués dans I’interaction sont représentés et numérotés (PDB:2UYZ).
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4.3.2.2.4 L’interaction de UBC9 avec les protéines contenant des SLDs (SUMO-Like

Domains)

Au méme titre que certaines protéines présentent des ULDs (Ubiquitin-Like
Domains), plusieurs protéines intégrent dans leur séquence des SLDs qui leur permettent

d’interagir avec UBC9 comme illustré par les exemples suivants.

Ainsi, UBC9 peut interagir avec NIP45 (NFAT-Interacting Protein45), une protéine
impliquée dans la réparation de I’ADN qui contient deux SLDs. Cette interaction de UBC9
avec le domaine SLD2 de NIP45 inhibe la capacité de UBC9 a former des chaines des
poly-SUMO2/3 [246]. Ceci suggere que la surface de UBC9 impliquée dans I’interaction
avec un domaine SLD et avec SUMO est similaire. D’autre part, I’interaction de Ubc9 avec
le domaine SLD2 de Rad60 (Radiation protein60), homologue de NIP45 chez la levure S.
pombe, est essentielle a la fonction de Rad60 dans la réparation de I’ADN [247]. La
résolution des complexes UBC9:NIP45gip, et Ubc9:Rad60sip, par des études
cristallographiques révele que c’est la surface backside de UBC9 qui est impliquée dans ces
interactions. De plus, la surface des SLDs qui reconnait UBC9 présente des caractéristiques
similaires (chimique et structurale) a celle des protéines SUMOs recrutant UBC9 (Figure
31). Ceci indique que des déterminants moléculaires trés similaires dictent les interactions
non covalentes UBC9:SUMO et UBC9:SLD. A ce jour, Les bases moléculaires permettant
a UBC9 de discriminer entre ces deux partenaires (SUMO et un domaine SLD) ne sont pas
connues. Il est a noter que de fagon similaire, des domaines ULDs ont été caractérisés dans
plusieurs protéines associées a 1’Ubiquitination et a la dé-Ubiquitination des protéines

[127,128,248,249].
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Figure 31 : Modg¢le cristallographique du complexe Ubc9:Rad60s; p>.

Ubc9 (orange) en complexe avec le domaine SLD2 de Rad60 (vert). Les résidus de Ubc9 et
du domaine SLD2 de Rad60 impliqués dans ’interaction sont représentés, ceux du domaine
SLD2 de Rad60 sont numérotés (PDB:3RCZ).

4.3.2.3 Régulations de UBC9

Différents types de modifications ciblent UBC9 et modulent ainsi son activité et ses
interactions. Les prochaines sections présentent les différents modes de régulation de UBC9

qui sont connus a ce jour.

4.3.2.3.1 La régulation de l’activité de UBC9 par les ROS

Comme mentionné précédemment dans la section 4.3.1.3.1, la production de
peroxyde d’hydrogéne (H,O;) engendre 1’oxydation de la cystéine catalytique de UBC9,
comme celle de I’enzyme d’activation, SAE2, et est a 1’origine de I’inactivation du

processus de SUMOylation [219].

4.3.2.3.2 La régulation de l’activité de UBC9 par la phosphorylation

Une ¢étude a récemment déterminé que 1’expression de CDK1 (Cyclin Dependent
Kinasel), une kinase importante dans la transition G1/S du cycle cellulaire, est
significativement augmentée dans différents cancers. Cette induction de ’expression de

CDK1 se correle avec une hyper-phosphorylation de UBC9 dans ces mémes cancers. Cette
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phosphorylation touche le résidu sérine S71 de la boucle L4 de UBC9 [250]. Des études in
vitro ont par la suite démontré que la phosphorylation de UBC9 par CDKI1 régule
positivement le processus de transthiolation, ainsi que ’activité¢ de catalytique de UBC9
[251]. En outre, la modélisation des complexes UBC9:PIAS et Ubc9:Sizl suggere que la
phosphorylation de UBC9 sur ce résidu sérine pourrait moduler aussi son interaction avec

le domaine SP-RING des protéines PIAS/Siz.

4.3.2.3.3 La régulation des interactions de UBCY par la SUMOylation

Récemment, 1’auto-SUMOylation de UBC9 a été mise en évidence. Celle-ci cible la
lysine K14 qui se situe au sein de I’hélice al; l’interface de UBC9 impliquée dans
I’interaction avec SAE1:SAE2 (Figure 32). De fagon intéressante, la SUMOylation de
UBCY9 survenant sur le résidu lysine K14 ne semble pas altérer son interaction avec
SAE1:SAE2, puisqu’elle n’affecte pas le processus de transthiolation. Par contre, celle-ci
régule sa capacité¢ a modifier des protéines cibles. Cependant, cette régulation n’est pas
conservée au cours de 1’évolution, puisque la protéine Ubc9 de levure n’est pas modifiée

sur ce résidu [79].

ISO-PEPTIDIGUE

Figure 32 : Mode¢le cristallographique du complexe UBC9*SUMOI.

UBC9 (orange) est modifi¢e sur sa lysine 14 par SUMO1 (vert) (PDB: 2VRR). (*) signifie
un lien covalent iso-peptidique.
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4.3.3 Les enzymes de ligation E3 pour SUMO

Cette section présente la derniere classe d’enzyme, les enzymes de ligation E3,
intervenant juste avant la modification du substrat par les protéines SUMOs. Les
principales familles d’enzymes de ligation E3 ainsi que les propriétés les caractérisant sont
abordées. Une emphase est mise sur les ligases E3 de la famille PIAS. En effet, en plus
d’étre une famille de protéines conservées au cours de 1’évolution, ce sont les seules ligases
E3 possédant un domaine SP-RING, lequel contacte UBC9. Ces caractéristiques en font des
protéines qui présentent le plus de similitudes avec les ligases E3 a domaine RING pour
I’Ubiquitine, la plus grande classe de ligases E3 pour I’Ubiquitine.

Comme préalablement mentionné, contrairement au processus d’Ubiquitination, une
des singularités de la SUMOylation réside dans le fait qu’un substrat protéique peut Etre
modifi¢ par SUMO sans nécessiter ’intervention d’activités ligases E3 [176]. Cependant, la
cinétique de SUMOylation d’une protéine est toujours accélérée par la présence d’une
enzyme de ligation E3 pour SUMO [168,185]. Cette particularité a rendu la caractérisation
de ces enzymes plus difficile; ce sont d’ailleurs les derni¢res enzymes du processus de
SUMOylation a avoir été identifiées. Telles les ligases E3 pour I’Ubiquitine, elles recrutent
le complexe UBC9~SUMO, ainsi que le substrat, et facilitent le processus de modification
de ce dernier [59,235,252-254].

A ce jour, et comparativement au processus d’Ubiquitination, moins de dix ligases
E3 pour SUMO ont ¢été caractérisées chez 1’humain. Ainsi, contrairement au processus
d’Ubiquitination, la plupart de ces ligases ne présentent que peu de spécificité pour des
substrats. Ceci indique que leurs mécanismes de reconnaissance des substrats pourraient
étre distincts de celui des ligases E3 pour I’Ubiquitine. Il est possible de les classer en deux
groupes en fonction de la présence (PIAS et Topors) ou non (PC2 et RanBP2) d’un
domaine de type RING. Les caractéristiques importantes de ces enzymes sont revues ci-

apres.

4.3.3.1 RanBP2

RanBP2 (Ran Binding Protein2), aussi connue sous le nom de Nup358

(Nucleoporin 358 KDa), est une protéine uniquement présente chez les vertébrés [255].
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Elle se localise sur la surface cytoplasmique des pores nucléaires, et posséde une région
IR1-M-IR2 (Internal Repeatl-Middle domain-Internal Repeat2) présentant une activité de
ligase E3 pour SUMO [184]. Cette région est dépourvue de domaines RING ou HECT,
classiquement retrouvés chez une ligase E3 [215]. Néanmoins chacun des motifs IR1 et IR2
interagit a la fois avec UBC9 et SUMOI, et est requis pour la SUMOylation de différentes
protéines modeles in vitro et in vivo (Figure 33) [59,235].

Bien que la fonction ligase de RanBP2 ait fait I’objet de nombreuses études, son
mécanisme d’action n’est pas encore clairement établi. Selon une récente ¢tude, la fonction
ligase E3 de la région IR1-M-IR2 nécessiterait une interaction avec deux molécules
d’UBC9 fonctionnellement distinctes. Une molécule d’UBC9 ayant un rdle catalytique,
tandis que I’autre molécule aurait un role structural, essentiel a la fonction E3 ligase du
complexe [256]. RanBP2 serait impliquée dans la SUMOylation des protéines traversant
I’enveloppe nucléo-cytoplasmique du cytoplasme vers le noyau cellulaire [179]. Ceci
pourrait expliquer que la plupart des protéines connues pour étre SUMOylées soient

retrouvées dans le noyau des cellules.
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Figure 33 : Schéma du complexe UBC9:RanBP2:SUMO*RanGAP1.

La formation du complexe IR1-M:UBC9:SUMO:RanGAP1 est important pour la fonction
de ligase E3 pour SUMO du motif IR2. Adapté de Flotho A. and Werner A.,
Nucleus., 2012; 3 (5): 287-298 [256].

4.3.3.2 Pc2/Cbx4

Pc2 (Polycomb 2) /| CBX4 (ChromoBoX protein 4) est une protéine nucléaire
associée au complexe PRCI1 (Polycomb Repressive Complex 1), régulant négativement
I’expression de nombreux génes durant le développement des vertébrés [257]. Comme
RanBP2, Pc2 ne contient ni domaine RING ni domaine HECT, mais présente deux régions
d’interaction avec UBC9 et SUMO qui sont importantes pour sa fonction de ligase pour
SUMO [216,253,254]. A ce jour, Pc2 facilite la SUMOylation in vitro et in vivo de
différents substrats [257].

4.3.3.3 Les protéines Siz/PIAS

Les protéines PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) constituent une famille de
protéines conservées chez tous les eucaryotes. Un a deux membres sont présents chez les
levures (Plil chez S. pombe; Sizl, Siz2 chez S. cerevisiae) alors que quatre membres sont
encodés par le génome humain (PIAS1-4) [258]. Initialement, les protéines PIAS ont été
caractérisées comme des co-régulateurs d’une famille de facteurs de transcription, les
STATs (Signal Transducer and Activated of Transcription), impliquée dans la régulation
du systeme immunitaire [259]. La suppression individuelle des génes encodant pour

chacune des protéines PIAS n’est pas létale chez les mammiféres comme M. musculus ce
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qui suggere une redondance dans leurs fonctions [260-263]. Cependant, la double
suppression des genes de PIAS1 et PIAS4 est, elle, 1étale a un stade précoce du

développement chez M.musculus [264].

4.3.3.3.1 Organisation structurelle des protéines Siz/PIAS

Tous les membres de la famille Siz/PIAS présentent une organisation structurelle
similaire. Ainsi, la partie amino-terminale des PIAS trés structurée est composée de trois
domaines. On retrouve un domaine SAP (Scaffold Attachment factor-A/B/acinus/PIAS)
suivi d’un domaine PINIT (Proline Isoleucine asparagiNe Isoleucine Threonine) et d’un
domaine SP-RING (Siz/Protein Inhibitor of Activated STAT-RING). Ces domaines
semblent relativement bien conservés dans leur séquence comme dans leur organisation
spatiale chez S. cerevisiae comme chez H. sapiens, indiquant des fonctions similaires pour
les différents membres Siz/PIAS (Figure 34 et 35). Le domaine SAP se retrouve chez
plusieurs protéines associées a la chromatine alors que les domaines PINIT et SP-RING
semblent uniquement retrouvés chez les protéines PIAS [265]. Les domaines SAP et PINIT
des protéines PIAS sont impliqués dans des interactions avec I’ADN et diverses protéines,
alors que le domaine SP-RING est requis pour interagir avec I’enzyme de conjugaison pour

SUMO, UBC9 [104,183,252,266].
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Figure 34 : Représentations schématiques des protéines PIAS et des isoformes connues.

Le nom et la taille de chacune des protéines PIAS sont indiqués. Le domaine SAP (cyan),
PINIT (mauve), SP-RING (magenta) ainsi que le motif SIM (vert) et la région variable
riche en résidus sérine et thréonine S/T (orange) sont positionnés pour chacune des
protéines. Les fonctions, dans lesquels ces derniers sont impliqués sont indiquées en
dessous de la représentation schématique de PIASI1. Les positions des modifications post-
traductionnelles de PIAS1 sont représentées. D’apreés Rytinki MM., et al., Cell Mol Life
Sci., 2009; 66 (18): 3029-3041[258]
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Figure 35 : Superposition des mode¢les cristallographiques de PIAS2 (H. sapiens) et de
Sizl (S. cerevisiae) (domaines PINIT et SP-RING).

PIAS2 (PDB:4FQ9, magenta) et Sizl (PDB:312D, cyan). Le nom des différents domaines
est indiqué.

D’autre part, la partie carboxy-terminale des protéines PIAS est de longueur et de
composition aléatoire mais elle inclut, invariablement, un motif d’interaction avec SUMO
SIM (SUMO Interacting Motif). Celui-ci est conservé chez tous les membres de la famille
Siz/PIAS (Figure 36). La présence de ce motif chez tous les membres de la famille des
PIAS indique que ce dernier exerce possiblement un réle important dans les fonctions des

protéines PIAS.
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Hs PIAS4 460 KPGAD /D .TLDSSSSSED..EE 492
Hs PIAS3 442 KRRRVE D TIESSSDEEDLPPT 464
Hs PIAS2 464 KKRVD D TIESSSDEEEDPPA 486
Hs PIAS1 454 NRRVE 'D .TIDSSSDEEEEEPS 476
Ce Geil7 552 PADDD T/ SDDDDEELNRGIMN 574
Sp Plil 442 KRESL ' 'D TISDDDENVATSTT 464
Sc siz2 467 HNEPE 'S DSSDDEAFIPASKS 489
Sc sizl 477 PSEPI  'N DSDDDEPNGNNPHV 499
At Sizl 595 GGNNE' 'V .SDSDDENDLVITPG 617

Figure 36 : Alignement des séquences SIMs et des extensions phosphorylables/acides des
ligases E3 Siz/PIAS.

Les motifs d’interaction avec SUMO des protéines Siz/PIAS1 pour plusieurs espéces
eucaryotes. Les résidus conservés sont colorés selon un code de couleur (jaune pour les

résidus hydrophobes, rouge pour les résidus acides et mauve pour les résidus
phosphorylables par CK2).

4.3.3.3.2 Apergu des fonctions associées aux protéines Siz/PIAS

Tout d’abord identifiés comme des co-régulateurs des protéines STATSs ainsi que
co-régulateurs pour de nombreux facteurs de transcription, les protéines PIAS furent, par la
suite, caractérisées comme ligases E3 pour SUMO [182,183,185]. Dans la majorité des cas,
le domaine SP-RING des PIAS est requis pour leurs fonctions de co-régulateurs ainsi que
leur activité de ligase E3 pour SUMO [104,267,268]. Les protéines PIAS peuvent avoir un
role de co-activateur ou de co-répresseur dépendant du facteur de transcription avec lequel
ils interagissent. Cette activité co-régulatrice n’est pas toujours reliée a leur fonction de
ligases E3, tel que mis en évidence par des ¢études de mutation du domaine SP-RING [258].
D’autre part, des études suggerent que certains membres des PIAS sont impliqués dans la
voie de réparation I’ADN dépendant de BRCA1 [269,270].

Les protéines PIAS semblent donc étre des protéines tres versatiles impliquées dans

de nombreux et divers complexes protéiques.

4.3.3.3.3 Régulation des protéines Siz/PIAS

Les protéines PIAS sont phosphorylées par la kinase CK2 sur des sites consensus
conservés et adjacents au motif d’interaction avec SUMO (Figure 36). Cette

phosphorylation renforce leur interaction avec les protéines SUMOs et semble réguler leur
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capacité de régulateur et de co-régulateur de transcription [271]. De plus, telles les ligases
E3 pour I’Ubiquitine qui sont sujettes a 1’auto-Ubiquitination, les protéines PIAS sont auto-

SUMOylées [183]. Cependant, aucune fonction n’a encore ¢été associée a 1’auto-

SUMOylation de ces ligases E3 pour SUMO.

4.3.3.4 Topors

Topors (Topoisomerase I-binding arginine/serine-rich protein) est une protéine
nucléaire possédant un domaine RING essentiel a son activit¢ de ligase E3 pour
I’Ubiquitine. Récemment, Topors a aussi été identifiée comme ligase E3 pour la
SUMOylation de nombreuses protéines associées a la chromatine [217,272]. Ainsi, Topors
est, a ce jour, la seule ligase E3 possédant a la fois les activités de ligase E3 pour
I’Ubiquitine et pour SUMO. Cependant, il est a noter que le domaine RING de Topors n’est
pas requis pour son activité de ligase E3 pour SUMO [217]. Néanmoins, comme pour les
différentes E3 pour SUMO, Topors interagit avec UBC9 et aussi avec SUMO [273]. Les
recherches actuelles n’ont pas encore ¢€tabli le role des régions d’interaction de Topors avec

UBC9 et SUMO dans sa fonction de ligase E3 pour SUMO.

Bien que structurellement différentes, toutes les protéines caractérisées comme
ligases E3 pour SUMO présentent plusieurs dénominateurs communs: 1) elles recrutent
UBCY, 2) elles favorisent la modification de substrats par SUMO et 3) elles interagissent
toutes avec SUMO de maniére covalente et/ou non covalente. Ainsi, toutes les protéines
abordées dans cette section posseédent au moins un motif d’interaction avec SUMO (SIM).
Ceci suggere qu’une des conditions sine qua non pour présenter une activité ligase pour
SUMO et d’arborer un motif d’interaction avec SUMO. Ce concept pourrait bien s’étendre
aux ligases de d’autres Ublps. Ainsi, on retrouve des motifs/domaines d’interaction avec

I’Ubiquitine parmi des ligases E3 pour I’Ubiquitine [88,161,163].

4.3.4 Les SENPs, enzymes de déconjugaison pour SUMO

Comme 1’Ubiquitination, la SUMOylation est un processus réversible. Ce sont les

protéines de la famille des SENPs (SENtrin specific Proteases) qui participent a la
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déconjugaison des protéines SUMO de leur substrat [274]. Alors que certains des membres
de la famille SENP déconjuguent aussi bien SUMO1 que SUMO2/3 (SENP1 et 2) de leur
substrats, d’autres exhibent une préférence pour la déconjugaison de SUMO2/3 (SENP3 et
5) [202,275,276]. En plus de déconjuguer les protéines SUMOs de leurs substrats, les
SENP remplissent au moins deux autres fonctions. D’une part, elles participent au
processus de maturation des protéines SUMOs. Ainsi, par le clivage de résidus situés en
carboxy-terminal du motif diglycine des protéines SUMOs, les SENPs permettent
I’activation de ces dernicres [277,278]. D’autre part, certains membres semblent servir dans

I’édition des chaines de poly-SUMO2/3 [279].

4.4 Les sites de modification des protéines par SUMO

Cette section aborde en détail une des spécificités de la SUMOylation: le site de
SUMOylation consensus. Les principales caractéristiques ainsi que les régulations du site
de SUMOylation consensus seront présentées.

Ainsi, peu de temps aprés la caractérisation des enzymes impliquées dans le
processus de SUMOylation, un site consensus pour la SUMOylation a pu étre défini [188].
Ce dernier a été caractéris€ pour un trés grand nombre de substrats. En ce sens, la
SUMOylation differe de 1’Ubiquitination qui, elle, peut cibler n’importe quel résidu lysine
d’une protéine. Outre le site consensus canonique, des variations de ce site incluent une
extension hydrophobe, une extension acide ou bien la présence d’un résidu sérine ou

thréonine qui lorsque phosphorylé participe a la SUMOylation (Figure 37).

4.4.1 Site de SUMOylation consensus

Dans la majorité des cas, la modification par SUMO d’un résidu lysine s’effectue si
celui-ci se trouve au sein d’un motif ou site consensus spécifique qui correspond au
consensus canonique WKxE/D (Figure 37, CM). ¥ correspond a un résidu hydrophobe
(généralement V, L ou I mais qui peut aussi étre F, M, C, A ou P), K est le résidu lysine
ciblé, x correspond a n’importe quel résidu et E/D est un résidu acide (généralement un
acide glutamique mais qui peut aussi étre un acide aspartique) [188]. Plusieurs algorithmes

de prédiction de sites de SUMOylation consensus au sein d’une protéine donnée ont été



70

congus dans le but de faciliter leur identification [280-282]. Cependant, le contexte seul du
consensus n’est pas suffisant pour valider un site de modification. En effet, certaines
protéines, qui possédent ce consensus, ne sont pourtant pas modifiées par SUMO sur ce site
[78]. En effet, pour obtenir une SUMOylation adéquate, des critéres structuraux rentrent

aussi en ligne de compte.

CM KxE/D
ICM E/DxK
HCSM KxE

NDSM ' KxExxEEEE

PDSM ''KxE/DxxSP
pSuM [ KxS

Figure 37 : Les différents motifs de SUMOylation.

Les résidus du motif consensus sont colorés en fonction de leur nature. Résidu hydrophobe
(W), lysine (K, bleu), acide (E/D, rouge) et sérine phosphorylable (S, magenta). x
représente n’importe quel résidu. CM: Consensus Motif, ICM: Inverted Consensus Motif,
HCSM: Hydrophobic Cluster SUMO Motif, NDSM: Negatively charged amino-acid-
Dependent SUMO Motif, PDSM: Phosphorylation-Dependent SUMO Motif et pSuM:
phosphorylated SuMOylation Motif. Les séquences sont orientées de 1’extrémité amino-
terminale vers I’extrémité carboxy-terminale. Adapté de Da Silva-Ferrada E., et al,
Biochem Res Int., 2012; 2012: 875148 [283].

Suite a la détermination de la structure du complexe ternaire
UBC9:RanGap1*SUMO1 (* signifiant un lien iso-peptidique entre SUMOI1 et le résidu
lysine K524 du substrat RanGAP1), les principales caractéristiques structurales d’un site
consensus de SUMOylation ont pu étre déterminées et vérifiées par la suite chez d’autres
protéines (Figure 38) [284]. Ainsi, afin d’étre modifié par SUMO, le site de SUMOylation
consensus du substrat doit généralement faire partie d’une région non-structurée ou d’une
boucle. Les résidus lysine et acide du consensus sont exposés au solvant, et donc
susceptibles d’étre spécifiquement reconnus par UBC9. De plus, une interaction a pu étre

déterminée entre plusieurs sites consensus de différentes protéines et certains résidus de
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UBCO9 [231]. Ainsi, il est suggéré que ce sont les résidus entourant le site actif de UBC9 qui

dictent, en partie, la reconnaissance de la séquence consensus de SUMOylation.

RanGAP1

Figure 38 : Mod¢le cristallographique du complexe UBC9:RanGAP1*SUMOL.

Lien iso-peptidique (*) entre le résidu lysine (K524) de RanGAP1 (beige) et le résidu
glycine (G97) de SUMOI (vert) en complexe avec UBC9 (orange). La cystéine catalytique
(C93) de UBC9 ainsi que les résidus leucine (L523) et acide glutamique (E526) du site
consensus de SUMOylation (LKSE) de RanGAP1 sont représentés. PDB:1Z5S.

Récemment, des sites consensus alternatifs ont été déterminés (Figure 37). Tout
d’abord, une approche par spectrométrie de masse a identifi¢ deux types de sites pour
plusieurs substrats de SUMO2 [285]. Le premier type de site correspond en tout point au
site consensus classique, mais en position inversée (ICM pour Inverted Consensus Motif).
Ceci suggere que 1’orientation du site consensus n’est pas nécessaire a sa reconnaissance
adéquate par UBC9. Le deuxiéme type de site contient une séquence (stretch) de résidus

hydrophobes en amino-terminal du résidu lysine ciblé par SUMO (HCSM pour
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Hydrophobic Cluster SUMO Motif). Bien qu’alternatifs, ces différents sites présentent les
mémes caractéristiques que le site de SUMOylation consensus classique dans lequel le
résidu lysine SUMOyIl¢ doit étre encadré par des résidus a caractéres hydrophobe et acide,
caractéristique sine qua non pour la reconnaissance par UBC9. Enfin, deux extensions
différentes, adjacentes au site de SUMOylation consensus, ont été identifiées comme
influengant positivement la SUMOylation du site consensus (Figure 37). Dans le premier
cas, le motif de SUMOylation consensus est suivi par des résidus chargés négativement
(NDSM pour Negatively charged amino-acid-Dependent SUMO Motif) [286]. Ces résidus
acides favorisent la SUMOylation des résidus lysine présents au sein de ce consensus. Dans
le deuxiéme cas, le site de SUMOylation consensus est, cette fois, régulé par la
phosphorylation (PDSM pour Phosphorylation-Dependent SUMO Motif) [287,288]. Ici, le
site de SUMOylation consensus canonique est suivi par des résidus sérines et/ou thréonines
phosphorylables. Lorsque phosphorylés, ces derniers contactent une surface basique de
UBC9 ce qui facilite la SUMOylation des substrats protéiques [289]. Le fonctionnement de
ces deux motifs repose sur le méme concept de charges négatives qui facilitent la
reconnaissance du site de SUMOylation par UBC9. Un modéle a été proposé dans lequel
plusieurs résidus basiques de UBC9 (K65, K74 et K76) contactent les résidus acides et/ou
phosphorylés juxtaposés au site de SUMOylation et ainsi stabilisent [’interaction
UBC9:substrat. Plus récemment, une étude a mis a jour un nouveau site de SUMOylation,
baptis¢ pSuM pour phosphorylated SuMOylation Motif, ce motif est possiblement présent
dans un nombre significatif de protéines (figure 37). Quasi identique au site consensus de
SUMOylation, celui-ci comporte un résidu sérine phosphorylable a 1I’emplacement du
résidu acide communément trouvé dans le site consensus classique [290]. L’apport de
charges négatives par la phosphorylation du résidu sérine crée ainsi un site consensus
compétant pour la modification du résidu lysine par SUMO. Du fait de la nature transitoire
des éveénements de phosphorylation, ce type de site potentiellement hautement régulable.

Si la phosphorylation peut participer a une régulation positive du site consensus de
SUMOylation, il est a noter qu’il peut aussi faire 1’objet d’une régulation négative. Dans la
plupart des cas, c’est le résidu lysine modifié par SUMO qui fait I’objet d’une compétition

entre différentes modifications post-traductionnelles. En effet, la SUMOylation n’est pas le
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seul processus de modification aboutissant a la modification de résidus lysines. Ces
derniers peuvent étre la cible d’une panoplie de modifications post-traductionnelles, les
plus couramment étudi¢es étant 1’Ubiquitination, I’acétylation et la méthylation. Ainsi,
différentes ¢tudes ont démontré des compétitions SUMOylation-Ubiquitination [290,291]

et SUMOylation-acétylation [292] pour un méme résidu lysine.

4.4.2 Sites de SUMOylation non consensus

Bon nombre de protéines ciblées par SUMO ne présentent pas de site consensus
tandis que d’autres en possédent qui ne sont pas modifiés par SUMO. Cette diversité de
possibilités peut étre attribuée a plusieurs facteurs (structure secondaire, encombrement
stérique, géométrie, modifications post-traductionnelles, ligases E3 etc...). Alors que les
sites consensus SUMOylés se localisent habituellement au sein de régions non structurées,
de rares exemples de protéines modifiées par SUMO sur des sites non consensus au sein de
structures secondaires (ex: hélice o) ont été¢ décrits. Ainsi, UBC9 est SUMOyl¢é sur un
résidu lysine non consensus (K14) qui fait partie de son hélice a H1 (Figure 32) [79].
Comme autre exemple, la protéine UBE2K est modifiée par SUMO sur un résidu lysine
non consensus au sein d’une hélice a, mais pas sur son site consensus, situ¢ dans cette
méme hélice o (Figure 14) [78]. Ces données suggerent que le résidu lysine modifié de
UBE2K est présenté dans le contexte d’un épitope, reproduisant dans 1’espace un site de
SUMOylation consensus. Enfin, SUMO et 1’Ubiquitine ciblent sur PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen) un méme résidu lysine non consensus qui est localisé au sein d’un -
turn [293]. Dans le cas de SUMO, la modification de ce site chez PCNA est dépendante de
I’activité d’une ligase [104]. Ceci indique que le choix des sites de modification peut aussi
étre déterminé par des ligases E3. Bien qu’une grande majorité¢ de substrats de SUMO soit
modifiée au sein de sites consensus, il est possible de penser que les ligases E3 puissent
diriger UBC9 ou altérer de manicre locale la surface du substrat et permettent ainsi la

SUMOylation d’un résidu lysine qui, a priori, n’aurait pas ét¢ modifié¢ par SUMO.
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4.4.3 La poly-SUMUOylation

Tel que précédemment mentionné, SUMO2/3 peuvent étre auto-modifiés et ainsi
générer une chaine de poly-SUMO2/3 [208]. En effet, et contrairement a SUMO1, un site
de SUMOylation consensus est présent au sein de I’extension amino-terminale de SUMO2
et de SUMO3 (résidu lysine Kl11) (Figure 39). Bien que les concepts de poly-
SUMOylation et de poly-Ubiquitination soient similaires, la topologie d’une chaine de
poly-SUMO2/3 est probablement distincte, car moins complexes, de celles des chaines de
poly-Ubiquitine. En effet, alors que les sept résidus lysine de I’Ubiquitine peuvent étre
Ubiquitinées in vivo, initialement, K11 semble étre le seul résidu lysine pouvant E&tre

SUMOYI¢ in vivo chez SUMO2/3 (Figure 39) [208,294].
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Figure 39 : Localisation des résidus lysine de SUMO?2 et de 1’Ubiquitine impliquées dans
la formation des chaines poly-SUMO?2 et de poly-Ubiquitine in vivo.
Les résidus lysine K11 de SUMO2 (vert) et K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63 de

I’Ubiquitine (magenta) sont représentés sur les structures de SUMO2 (PDB:1WZ0) et de
I’Ubiquitine (PDB: 1UBQ), respectivement.

Selon de nouvelles études in vivo et in vitro de spectrométrie de masse, les protéines
SUMO2/3 sont aussi SUMOylés sur d’autres résidus lysine (K5, K7 et K42) et SUMOI1
peut aussi étre modifié sur plusieurs résidus lysine (K7, K16, K17, K25, K37, K39 et K46)
[212,285,295]. Cependant, ces ¢tudes ont été effectuées dans des conditions favorisant la
SUMOylation. Il est a noter que les protéines SUMO de levures S. cerevisiae et S. pombe
ont aussi la capacité de former des chaines de poly-SUMOs via des sites consensus présents

au sein de leur extension amino-terminale respective.

4.4.3.1 Formation des chaines de poly-SUMO2/3 in vitro

Méme si les topologies de chaines de poly-SUMO2/3 et de poly-Ubiquitines sont
distinctes, in vitro, leurs mécanismes respectifs de formation semblent similaires. En effet,
tout comme la génération d’une chaine de poly-Ubiquitine (K48) nécessite une interaction

non-covalente entre 1’Ubiquitine et la surface backside d’une enzyme de conjugaison E2
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pour I’Ubiquitine, 1I’assemblage d’une chaine de poly-SUMO2/3 requiert I’interaction non-
covalente de SUMO2/3 avec la surface backside de UBC9 [65]. SUMO1 ne possédant pas
de sites consensus, méme s’il peut former des chaines de poly-SUMOI in vitro, il est

généralement considéré comme un terminateur de chaines de poly-SUMO2/3 in vivo.

4.4.3.2 Apercu des processus biologiques associés aux chaines de poly-SUMO2/3
La SUMOylation par SUMO2/3, et potentiellement la poly-SUMOylation de

protéines par SUMO2/3, est induite par des stress cellulaires [199]. Selon une récente
¢tude, les substrats poly-SUMOylés sont majoritairement impliqués dans des processus
associés au métabolisme de I’ADN comme la réplication, la réparation et la structure de la
chromatine [296]. La caractérisation fonctionnelle précise des chaines de poly-SUMO?2/3
n’en n’est qu’a ses balbutiements. Ainsi, la formation de chaines de poly-SUMO2/3 a été
associée a différents processus tels: la formation du complexe synaptonémal entre
chromosomes homologues lors de la méiose, chez S. cerevisiae et la réplication de ’ADN
durant la phase S (Synthesis) du cycle cellulaire chez S. pombe [209,210]. Cependant, les
déterminants moléculaires régulant ces processus restent encore mal caractérisés. Par
ailleurs, la poly-SUMOylation a récemment été associée au catabolisme des protéines via la
voie de I’Ubiquitine et du protéasome. En effet, 1’inhibition du protéasome connue pour
stabiliser les formes poly-Ubiquitinées de protéines entraine aussi I’accumulation de
chaines de poly-SUMO2/3, ainsi que celle de protéines poly-SUMOylées [200]. Différents
groupes ont récemment caractérisé, chez les levures comme chez ’humain, une classe de
protéines impliquée dans la dégradation des protéines poly-SUMOylées [297]. Ces
protéines appartiennent a la famille des ligases E3 a domaine RING et ont ét¢ nommées
STUbLs (SUMO Targeted Ubiquitin Ligases) [131,298]. En plus de posséder un domaine
RING, requis pour leur activité de ligase E3 pour 1’Ubiquitine, celles-ci présentent des
motifs SIMs interagissant de fagon non-covalente avec SUMO. La mécanistique sous-
jacente sera abordée plus loin en utilisant comme exemple, la dégradation, par le
protéasome, de PML poly-SUMOylée via son interaction avec une ligase pour 1’Ubiquitine,
RNF4 (RING Finger proteind). D’autre par, cette classe de protéines a récemment été

associée aux processus de réparation de I’ADN [299,300].
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4.5 Les interactions non-covalentes de SUMO avec les protéines

Cette section aborde les principales notions reliées aux interactions non-covalentes de
SUMO avec les protéines.

En effet, la particularité fondamentale des Ublps comme SUMO, provient de leur
dualité fonctionnelle. En effet, les protéines SUMOs non conjuguées fonctionnent comme
toutes autres macromolécules de la cellule capables de former des interactions non-
covalentes. Cependant, comme présenté tout au long de cette introduction, les protéines
SUMOs peuvent aussi se lier de maniere covalente a des protéines; elles se classent alors
dans la catégorie des modifications post-traductionnelles. Ainsi, la combinaison de ces
deux caractéristiques fait des protéines SUMO, comme des autres Ublps, une classe de

protéines a part enticre.

4.5.1 Le motif d’interaction avec SUMO

Un motif de liaison avec SUMO (SIM pour SUMO Interacting Motif) a été identifié
chez plusieurs protéines isolées sur la base de leur interaction non-covalente avec SUMO
[301]. Un consensus de ce motif a par la suite été établi [59,302-304]. Celui-ci correspond a
YYxY ou YxWPY (ou ¥ correspond a un résidu hydrophobe, le plus souvent V, I ou L et x
correspond a n’importe quel résidu). Contrairement aux différents domaines d’interaction
avec 1I’Ubiquitine, la séquence SIM ne semble pas présenter de structure secondaire sous sa
forme non complexée a SUMO [31]. Cependant, lorsque le SIM se lie aux protéines
SUMOs, il forme un brin B parallele ou antiparallele et prolonge ainsi le feuillet B des
protéines SUMOs (Figure 40). Il a été suggéré que 1’orientation du motif SIM (parallele vs

antiparallele) dépend de la nature des résidus adjacents a celui-ci [305].
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SIM de PIAS2 SIM de RanBP2
(parallele) (antiparaliele)

Figure 40 : Structures de deux complexes non-covalents SUMO1:SIM.

A) Modele par RMN de la structure du complexe SUMO1 (vert) avec le SIM de PIAS2
(cyan) en orientation parallele, PDB: 2ASQ. B) Mode¢le par cristallographique du complexe
SUMOIL (vert) avec le SIM de RanBP2 (beige) en orientation anti-paralléle, PDB: 1Z5S et
() signifie interaction non-covalente. Le brin B de chacun des SIMs est coloré en fonction
de la nature des résidus qu’il contient (jaune pour les résidus hydrophobes et rouge pour les
résidus acides et/ou phosphorylables).

Méme si les motifs d’interaction avec SUMO et les motif/domaines d’interaction
avec 1’Ubiquitine sont conceptuellement équivalents, des différences structurales existent
entre ces deux motifs. Ainsi, alors que les SIMs forment un brin 3, les UBDs sont plutot
connus pour adopter des structures hélicoidales (hélice a) (voir Tableau 2). D’autre part,
ces deux motifs reconnaissent des surfaces distinctes sur chacune de leur Ublp respectives.
Alors que les SIMs interagissent avec une région hydrophobe comprenant le second brin 3
et ’hélice a des protéines SUMOs, la plupart des UBDs reconnaissent une région du
feuillet B de I’Ubiquitine centrée sur I’isoleucine 44 (Figure 41). De plus, alors que les
interactions SUMO:SIM présentent une constante de dissociation qui varie de la centaine
de nanomolaires a la dizaine de micromolaires, selon les couples SUMO:SIM testés, la

constante de dissociation des UBI:UIM s’échelonne de la centaine de micromolaires a la
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dizaine de millimolaires [302,304,306-308]. Ceci indique que SUMO présente une plus

forte affinité d’interaction que 1’Ubiquitine pour les protéines.

Figure 41 : Identification des surfaces de reconnaissance de SUMO et de 1’Ubiquitine

impliquées dans I’interaction avec les séquences SIMs et les UIMs.

Mode¢les par RMN de la structure de SUMOI1 (vert, PDB: 2ASQ) et de 1I’Ubiquitine
(magenta, PDB:1UBQ). Les résidus de SUMOL et de 1’Ubiquitine qui sont impliqués dans
I’interaction avec les séquences SIMs et UIMs sont identifiés et colorés selon leur nature
(bleu, résidu chargé positivement et jaune, résidu hydrophobe).

4.5.2 Variantes et extensions du motif d’interaction avec SUMO

Des séquences SIMs sont retrouvées dans deux des classes d’enzymes participant a
la SUMOylation des protéines (I’enzyme d’activation et les enzymes de ligation E3
caractérisées a ce jour) [31,302]. Certaines protéines présentent des motifs SIM qui sont
spécifiques a une seule des deux sous-familles de SUMOs [201]. Ceci pourrait expliquer le
fait que des substrats soient préférentiellement modifiés par SUMO1 versus SUMO2/3
[309]. Cependant, a ce jour, aucune rationnelle moléculaire n’a été apportée pour expliquer
ce mécanisme de discrimination entre les sous-familles de SUMO. D’autre part, plusieurs
protéines (ex: STUbL) présentent des motifs SIM répétés en séries (de deux a quatre
répétitions); ceci leur permet de reconnaitre spécifiquement des chaines de poly-SUMOs
[310].

En outre, pour un bon nombre de protéines, le noyau hydrophobe du SIM est

précédé ou suivi de résidus acides (acides aspartiques et/ou glutamiques) et/ou de résidus
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phosphorylables (sérines et/ou thréonine) (Figure 42) [311]. Cette caractéristique pourrait
dicter ’orientation du motif SIM vis-a-vis de SUMO. Ainsi, lorsque les résidus acides et/ou
phosphorylables suivent le noyau hydrophobe, alors le motif SIM adopte alors une
configuration parall¢le (Figure 42 A et C) [304]. Dans le cas contraire (résidus acides et/ou
phosphorylables en position amino-terminale), le SIM adopte une configuration

antiparallele (Figure 42 B) [59].

A &VlvIsSDePee..
5 10
5 10

¢ YILT pee.
5 10

Figure 42 : Diagramme de fréquence des résidus constituant le motif d’interaction avec

SUMO et des séquences adjacentes.

A) SIM avec séquence hydrophobe suivie de résidus phosphorylables et acides (ex.SIM de
PML) B) SIM avec séquence hydrophobe précédée de résidus phosphorylables et acides
(ex. SIM de RanBP2). C) SIM avec séquence hydrophobe interrompue par un acide
aspartique suivie d’une thréonine et de résidus phosphorylables et acides (ex. les protéines
PIAS). Adapté de Vogt B. and Hofmann K., Methods Mol Biol., 2012; 832: 249-261.[312]

4.5.3 Régulations de I’interaction non-covalente avec SUMO

En plus de dicter I’orientation SUMO:SIM, les résidus sérines et/ou thréonines qui
sont retrouvés juxtaposés aux motifs SIMs sont dans la grande majorité des cas ciblés par la
kinase CK2 (Figure 42 A) [271]. L’apport de charges négatives par la phosphorylation de
ces résidus semble favoriser les interactions SUMO:SIM. Récemment, il a aussi été
déterminé que ’acétylation des protéines SUMOs sur des résidus spécifiques, altére leur

interaction avec certains motifs SIM [313].
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Ainsi, différentes modification post-traductionnelles ciblant SUMO et les séquences
SIMs se révelent importantes pour la régulation des interactions non-covalentes entre

SUMO et des protéines.

4.5.4 Un nouveau domaine d’interaction non-covalente pour SUMQO?

Une interaction non-covalente entre SUMOI1 et le domaine doigt de zinc de la
protéine HERC2 (HECT domain and RCCI-like domain-containing protein2) a récemment
¢été caractérisée [314]. Celle-ci est importante pour I’interaction de HERC2 avec la ligase
pour I’Ubiquitine RNF8 (RING Finger protein8) lors de dommages a I’ADN. A ce jour, la
surface d’interaction de SUMOI1 impliquée dans D’interaction avec HERC2 n’a pas été
déterminée. Ceci laisse présager que, tout comme [’Ubiquitine, des domaines
structurellement distincts pourraient contacter les protéines SUMOs et ainsi diversifier le

répertoire des protéines interagissant avec SUMO.

4.6 Fonctions des interactions de SUMO avec les protéines

Cette section présente les conséquences moléculaires associées aux interactions
covalentes et non-covalentes de SUMO avec les protéines au travers d’exemples de
protéines modeles.

Depuis son identification vers la fin des années quatre-vingt dix, la SUMOylation a fait
I’objet d’une attention croissante avec pres de deux mille cing cents études référencées dans
la base de donnée PubMed. Les cinq derni¢res années ont été les plus prolifiques,
représentant a elles seules plus de 50% des études publiées sur la SUMOylation. Il est
maintenant établit que la SUMOylation est impliquée dans a peu pres tous les processus
biologiques régulant les fonctions du noyau des cellules [296,309]. Des indices de plus en
plus nombreux suggérent aussi que son role s’étend vers le cytoplasme et la membrane
cellulaire [315-317]. Des mécanismes moléculaires simples induits par la SUMOylation des

protéines sont a la base de conséquences fonctionnelles parfois complexes.
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4.6.1 Conséquences moléculaires

En se couplant de fagon covalente a une protéine, SUMO modifie la surface de cette
derniére, et peut influencer les interactions de la protéine avec d’autres macromolécules. A
ce jour, quatre mécanismes sont proposés pour expliquer les conséquences que peut avoir la
SUMOylation d’une protéine sur ses fonctions (Figure 43). Ainsi, la SUMOylation d’une
protéine peut (i) faciliter des interactions ou (ii) prévenir des interactions (iii) induire un

changement de conformations dans la protéine ciblée et/ou (iv) influencer la demi-vie d’une

AN

protéine.

’

)

N 3

Figure 43 : Les conséquences moléculaires des interactions covalentes et non-covalentes
de SUMO avec les substrats.

La modification de la protéine A par SUMO (S) sur un résidu lysine (K) peut engendrer
différentes conséquences. (1) induire I’interaction avec B, (2) inhiber I’interaction avec C,
(3) induire un changement de conformation via des interactions covalente et non covalente
de la protéine A avec SUMO et (4) rentrer en compétition avec d’autres MPTs qui ciblent

des résidus lysine, comme I’Ubiquitine (U) conduisant éventuellement a la dégradation ou
bien le groupement acétyle (Ac).

4.6.1.1 SUMO en tant qu’inducteur d’interaction

SUMO peut aussi agir comme inducteur d’interactions via la formation d’une
nouvelle interface d’interaction. Il existe de nombreux exemples dans la littérature
démontrant le role de SUMO dans la stabilisation des interactions protéiques. Dans la

plupart des cas, ces recrutements dépendants de SUMO nécessitent que le partenaire



83
d’interaction possede un SIM. L’exemple le mieux caractérisé est celui de I’interaction de
RanGAP1 avec RanBP2 [59]. La SUMOylation de RanGAP1 par SUMOI1 induit son
interaction avec RanBP2 via une interaction SUMO1:SIM et est essentielle a I’activité de
SUMO E3 ligase du complexe RanBP2:SUMOI1*RanGAP1 [256]. Un autre exemple est
celui de la SUMOylation de PML qui semble permettre le recrutement d’une multitude de
protéines, présentant toutes un SIM, dans les corps nucléaires de PML [131,318]. Enfin, la
SUMOylation de PCNA permet le recrutement de I’hélicase Srs2. En effet, Srs2 possede un
motif SIM et un domaine PIP (PCNA-Interacting Protein) qui permettent tout deux la
reconnaissance spécifique de la forme SUMOylée de PCNA [319]

4.6.1.2 SUMO en tant qu’inhibiteur d’interaction

La SUMOylation d’une protéine peut I’empécher d’interagir avec une autre
macromolécule. Ainsi, la SUMOylation du résidu lysine K14 de UBE2K, une enzyme de
conjugaison E2 pour 1I’Ubiquitine, inhibe sa capacité a former un lien thioester avec
I’Ubiquitine en altérant son interaction avec UBAI1, une enzyme d’activation E1 pour
I’Ubiquitine [78]. L’inhibition des interactions ne se limite pas qu'aux interactions
protéiques puisque la SUMOylation du résidu lysine K82 de HSF2 (Heat Shock Factor2)

est associée a une inhibition de son interaction avec I’ADN [320].

4.6.1.3 SUMO en tant qu’inducteur de changement de conformation

Bien qu’a ce jour il n’existe qu’un cas rapporté, il a ét¢ démontré que SUMO peut
induire un changement de conformation de la protéine cible. Ainsi, la SUMOylation de
TDG (Thymine DNA Glycosylase) induit une perte d’interaction avec I’ADN suite a son
changement de conformation. Le changement de conformation de TDG repose a la fois sur

sa SUMOylation et sur son interaction non-covalente avec SUMO [321,322].
4.6.1.4 SUMO en tant que régulateur de la stabilité protéique

4.6.1.4.1 Inhibition de la dégradation protéique

Au méme titre que d’autres modifications post-traductionnelles, SUMO se retrouve

conjugué sur des résidus lysines de protéines cibles. Ainsi, SUMO et I’Ubiquitine peuvent
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entrer en compétition pour le méme résidu lysine et influencer la demi-vie de la protéine
ciblée. Ixkba est la premiére protéine pour laquelle une compétition entre SUMOI et
I’Ubiquitine a été proposée [291]. Récemment, il a été démontré de fagon plus définitive
que la stabilité de ERP est régulée par une compétition entre SUMO1 et 1’Ubiquitine pour
le méme résidu lysine (K4): ainsi, la SUMOylation de ERPB (Estrogen Receptor) sur K4
inhibe sa dégradation par le protéasome suite a la poly-Ubiquitination de ERf} sur ce méme

résidu [290].

4.6.1.4.2 Induction de la dégradation protéique

Dans un premier temps, la SUMOylation n’a pas été associée a la dégradation des
protéines cependant, de nouvelles évidences suggerent que ceci n’est pas toujours vrai.
Ainsi, la poly-SUMOylation de PML par SUMO2/3 semble étre un signal inducteur pour sa
dégradation. En outre, une nouvelle famille de ligases E3 pour I’Ubiquitine, les STUbLs
ciblent PML polySUMOyI¢ et induisent spécifiquement la poly-Ubiquitination des chaines
de poly-SUMO2/3 [131].

La SUMOylation a aussi récemment été associée a la voie de dégradation protéique
par les caspases. Par exemple, la SUMOylation de SATBI1 (Special AT-rich sequence-
Binding proteinl) dans les corps nucléaires de PML, entraine sa dégradation par la caspase
6 [323]. Ce processus nécessite la phosphorylation de SATB1 qui est ensuite reconnu par
PIASI une des ligases E3 pour SUMO [324]. Les détails moléculaires permettant la

reconnaissance de SATB1 SUMOylée par la caspase 6 ne sont a ce jour pas identifiés.

4.7 Les processus biologiques nucléaires régulés par SUMO

Comme vu précédemment, la SUMOylation module I’activité des protéines en
régulant de différentes facons les interactions avec leurs partenaires. A ce jour, la
SUMOylation semble impliquer dans a peu pres tous les processus cellulaires. Cependant
une trés vaste majorité de substrats modifiés par SUMO se localise dans le noyau des
cellules. Cette theése abordant essentiellement les roles des interactions de SUMO avec trois

protéines nucléaires (PIAS1, PML/TRIM19 et TIF1B3/TRIM28), les exemples qui vont étre
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développés dans les sections suivantes se limiteront aux réles de la SUMOylation dans
différents processus nucléaires. Il est a noter que la majorité des cibles de SUMO sont des
facteurs de transcriptions, des co-régulateurs, des protéines impliquées dans la régulation de
la chromatine et I’intégrit¢ du génome. Cette section abordera donc les impacts de la
SUMOylation dans la régulation de la transcription, dans I’intégrit¢ du génome mais aussi

dans le ciblage sub-cellulaire.
4.7.1 Roles de SUMO dans la régulation de la transcription

4.7.1.1 Inhibition de la transcription

Beaucoup de facteurs de transcription et de co-régulateurs sont ciblés par SUMO.
La plupart du temps, leur SUMOylation inhibe I’activit¢ de ces régulateurs
transcriptionnels. A ce jour, au moins deux modéles sont proposés pour expliquer 1’effet
inhibiteur de SUMO sur DPactivit¢ de ces protéines. D’une part, la SUMOylation du
régulateur de transcription induit le recrutement de facteurs qui inhibent la transcription.
D’autre part, la SUMOylation du régulateur altére son interaction avec I’ADN. Au moyen
d’exemples de protéines modéles, les deux cas de figures sont abordés dans les sections

suivantes.

4.7.1.1.1 Recrutement d’activités répressives

La SUMOylation est, le plus souvent, associée a la répression de la transcription. De
nombreux exemples illustrent le role direct de la modification par SUMO dans la répression
transcriptionnelle. Ainsi, la mutation des sites de SUMOylation de plusieurs facteurs de
transcription (Elk1, Sp3 et c-Jun) et de récepteurs nucléaires (AR, GR et PR pour Androgen
Receptor, Glucocorticoid Receptor et Progesterone Receptor) induit une augmentation de
leur activité transcriptionnelle [325-330]. Ceci indique que SUMO agit comme un
régulateur négatif de la transcription. D’ailleurs, le recrutement a I’ADN de SUMO ou de
UBC9, sous la forme de protéines de fusion Gal4-DBD (Galactose4-DNA Binding
Domain), induit une répression de la transcription dans des essais de geénes rapporteurs

[331]. Plusieurs études rapportent que la SUMOylation permet le recrutement d’activités
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répressives (enzymes déacétylases et/ou de méthyltransférases des histones). Dans le cas de
elkl, sa SUMOylation est associée au recrutement de HDAC2 (Histone DeACetylase?2)
[332]. Souvent, ces protéines régulant négativement la transcription sont elles mémes
modifiées par SUMO et/ou contiennent des motifs d’interaction avec SUMO. Ainsi, la
protéine HDACI est ciblée par SUMO cependant son activité répressive est indépendante
de sa capacité a étre SUMOylée [333]. Dans le cas de CoREST1 (Corepressor of REI
Silencing Transcription factor), le co-répresseur des protéines REST, son motif
d’interaction avec SUMO?2/3 est requis pour son association aux promoteurs de certains
genes et pour la répression de ces derniers [334]. En effet, le caractére répresseur de SUMO
dépend de I’intégrité de sa surface qui contacte la séquence SIMs. Souvent, les interactions
avec SUMO corrélent avec la présence de protéines associées a la compaction de la
chromatine, c'est-a-dire a une chromatine réfractaire a la transcription. Ainsi, le recrutement
adéquat de CHD3 (CHromo Domain helicase3) une hélicase faisant partie du complexe de
remodelage de la chromatine NuRD (Nucleosome Remodeling and Deacetylase) ainsi que
des protéines HP1 (Heterochromatin Proteinl) au niveau des promoteurs de génes sous le

controle du facteur de transcription Sp3, nécessite que Sp3 puisse étre SUMOylable [335].

4.7.1.1.2 Altération des interactions avec [’ADN

La SUMOylation d’activateurs de transcription peut étre associée a une altération de
leur interaction avec I’ADN. Il en résulte une perte d’activation de la transcription lorsque
ces activateurs sont ciblés par SUMO. Il semble que cela soit le cas pour STATI, qui est
SUMOyI¢ au sein de son domaine d’interaction avec I’ADN. Ainsi, STAT1 présente une
plus grande affinit¢ pour ses éléments de réponse lorsque muté dans son site de
SUMOylation. De plus, 1’ajout d’une désumoylase, SENP1, augmente [’activité
transcriptionnelle induite par STAT1 [336]. De manicre similaire, la SUMOylation de
HSF2 altére son interaction avec 1’ADN [320,337].

4.7.1.2 Activation de la transcription

Bien que peu nombreux, quelques exemples associent SUMOylation et activation de

la transcription. Dans ce cas de figures, deux explications sont communément rapportées.
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Soit la SUMOylation du régulateur de transcription inhibe le recrutement d’activités

répressives ou bien elle favorise son interaction avec I’ADN.

4.7.1.2.1 Inhibition du recrutement d’activités répressives

De trés rares études ont rapporté une activation de la transcription suite a la
SUMOylation de facteurs de transcription. Ainsi, Ikaros est modifi¢ par SUMO sur deux
sites majeurs. Il est a noter que la répression de la transcription dépendante de Ikaros est
augmentée lorsque les deux sites de SUMOylation de Ikaros sont mutés. Ceci s’explique
par le fait que la SUMOylation de Ikaros altére son interaction avec plusieurs co-
répresseurs [338]. Dans le méme ordre d’idée, la SUMOylation de Dnmt3a (DNA
methyltransferase3a) altére son interaction avec les histones déacétylases HDACI et

HDAC?2 [339].

4.7.1.2.2 Induction des interactions avec |’ ADN

La SUMOylation affecte différenciellement HSF1 et HSF2. Ainsi, la SUMOylation
de HSFI, induite suite un choc thermique, entraine une augmentation de sa liaison a son
promoteur. Le mutant de SUMOylation de HSF1 altére sa capacité a lier I’ADN et a induire

I’expression de genes cibles [340].

4.7.2 Roles de SUMO dans I’intégrité du génome

4.7.2.1 Réparation de PADN

Récemment, la machinerie de SUMOylation a été associée au mécanisme de
réparation de I’ADN. En effet, les ligases E3 pour SUMO de la famille PIAS sont recrutées
a I’ADN suite a des cassures double brin induites par les rayons UV (Ultra Violet) et/ou
des agents chimiques. Il s’aveére que le recrutement des protéines PIAS dans la zone de
dommages est essentielle a I’initiation des processus de réparation, suggérant que ces
derniéres ce situent a I’apex des mécanismes de réparation [269,270]. De maniére analogue
chez S. cerevisiae, il a récemment été proposé qu’une SUMOylation adéquate de plusieurs

protéines €tait requise pour permettre le processus de réparation de I’ADN [341].
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4.7.3 Implications de SUMO dans le ciblage sub-cellulaire

La régulation des interactions dépendantes de SUMO peut étre associée a des
variations dans le ciblage sub-cellulaire de protéines. Ainsi, des changements de
compartiments cellulaires (noyau-cytoplasme) ou sub-nucléaires (nucléole-nucléoplasme et
corps nucléaires-nucléoplasme) seront illustrés par des exemples dans les prochaines

sections.

4.7.3.1 SUMO et le transport nucléo-cytoplasmique

L’exemple le mieux étudié de transport nucléo-cytoplasmique est le recrutement de
RanGAPI sur la surface cytoplasmique des pores nucléaires. RanGAP1 fait partie d’un
complexe de protéines localis¢ aux pores nucléaires, lieux de transport bidirectionnel des
protéines entre le cytoplasme et le noyau. Ainsi, suite a sa SUMOylation, RanGAP1 est
transloqué aux pores nucléaires ou elle interagit de facon stable avec RanBP2. La
SUMOylation est impliquée dans cette localisation puisqu’'un mutant du site de
SUMOylation de RanGAP1 (K526) se retrouve uniquement dans le cytoplasme des cellules
[168,342]. La formation du complexe RanGAP1*SUMOI:RanBP2 est essentielle a la
fonction de ligase E3 pour SUMO de RanBP2 [256]. Selon le courant de pensées actuel,
RanBP2 pourrait étre la ligase qui induit la SUMOylation des protéines lorsque ces
derniéres pénctrent le noyau de la cellule. En effet, la SUMOylation de protéines peut
s’effectuer lors de leur transfert du cytoplasme vers le noyau. Ainsi, SP100 requiert une
séquence NLS (Nuclear Localization Signal) fonctionnelle afin d’étre adéquatement
SUMOylée [188]. Ceci suggere que ’altération du ciblage au noyau altére le niveau de
SUMOylation de certains substrats. D’autre part, la SUMOylation de plusieurs protéines est
impliquée dans la rétention de ces derniéres au sein du noyau cellulaire. Bien que SRCI
(Steroid Receptor Coactivatorl), un co-régulateur des récepteurs nucléaires, soit
majoritairement présent dans le noyau des cellules, une délocalisation vers le cytoplasme se
produit avec le temps. Cependant, un mutant de SUMOylation pour SRC-1 se retrouve plus
rapidement dans le cytoplasme que la protéine sauvage [343]. Le méme cas de figure est
retrouvé avec CtBP1 (C-terminal Binding Proteinl), un co-répresseur de plusieurs genes

impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaire. Alors que CtBP1 se localise
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uniquement au noyau cellulaire, son mutant de SUMOylation se retrouve uniformément
distribué¢ entre le noyau et le cytoplasme des cellules [344]. Ces exemples indiquent que

SUMO est impliqué dans plusieurs processus du transport nucléo-cytoplasmique.

4.7.3.2 Compartimentation sub-nucléaire

Certaines protéines font la navette entre différents compartiments nucléaires et ce
transport est régulé par leur SUMOylation. Ainsi, la topoisomerase-1, une enzyme
responsable de dérouler la double hélice d’ADN fait la navette entre le nucléoplasme et le
nucléole. La SUMOylation de la topoisomerase-I est associée avec sa localisation dans le
nucléoplasme puisqu’un mutant de SUMOylation est uniquement retrouvé dans le nucléole.
La modification par SUMO de la topoisomerase-1 altérerait son interaction avec la
nucléoline, une protéine présente dans le nucléole des cellules [345]. Dans le méme ordre
d’idées, le noyau des cellules eucaryotes présentent de nombreux territoires ou domaines,
parmi ceux-ci, on retrouve les corps nucléaires de PML. Les corps nucléaires de PML sont
des structures concentriques impliquées dans un grand nombre de processus biologiques.
Ceux-ci regroupent une pléthore de protéines dont le recrutement est régulé par SUMO.
D’ailleurs, une SUMOylation adéquate de PML est requise pour la formation de ces corps
nucléaires [346]. Au moins deux cas de figures sont rapportés. (i) la SUMOylation de PML
induit le recrutement de protéines possédant une séquence SIM. C’est le cas de la kinase
HIPK2 (Homeodomain Interacting Protein Kinase2) et de la protéine SIZNI1 (Smad-
Interacting ZiNc finger proteinl). Ces protéines présentent toutes deux un SIM impliqué
dans leur recrutement aux corps nucléaires de PML [347,348]. (ii) la SUMOylation d’une
protéine favorise son recrutement aux corps nucléaire de PML. C’est le cas de figure pour

I’hélicase BLM (BLooM syndrom protein) [349].
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5 Les protéines d’échafaudage a domaine RING et la
SUMOylation

Les quatre articles présentés dans cette thése portent sur 1’étude structurale et
fonctionnelle des interactions de SUMO avec trois protéines d’échafaudage modeles
appartenant a la grande famille des protéines a domaine RING. Cette section introduit ces
trois protéines d’échafaudage que sont la ligase E3 pour SUMO, PIASI1, la protéine
centrale de corps nucléaires, TRIM19/PML et le corépresseur de la transcription

TRIM28/TRIF1.

5.1 Caractéristiques et fonctions des protéines d’échafaudage

Les cellules doivent répondre de maniére adéquate a chaque stimulus qu’elles
regoivent. L’un des moyens mis en place repose sur I’utilisation de « protéines
¢chafaudages » qui participent a la transduction des signaux et permettent 1’activation, en
série, de cascades de protéines. Une protéine d’échafaudage intervient dans une voie de
signalisation en recrutant les protéines appartenant a une cascade moléculaire spécifique
(ex: Ste5 pour les MAPKs, Mitogen Activated Protein Kinases). En interagissant avec
différentes protéines d’une voie de signalisation spécifique, la protéine d’échafaudage
intégre divers signaux issus des protéines situées au début de la voie. Ces signaux sont
ensuite organisés dans I’espace et le temps, et redistribués vers des protéines situées plus en
aval de la voie de signalisation cellulaire. En général, de part leur organisation pluri-
modulaire, les protéines d’échafaudage sont versatiles. Cette caractéristique leur permet des
interactions multiples via les différents domaines dont elles sont pourvues. Bien que des
modifications allostériques puissent contribuer a la fonction des protéines d’échafaudage, il
est généralement admis que celles-ci fonctionnent comme des plateformes de recrutement,
augmentant de fagon locale la concentration des protéines de signalisation avec lesquelles
elles interagissent. Ce mécanisme de fonctionnement accroit ainsi les probabilités
d’interaction et facilite ainsi le processus de transfert des signaux entre différentes protéines

d’une voie de signalisation [350].
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Il est possible d’assimiler les protéines a domaine RING a des protéines
d’échafaudage. En effet, selon la base de données SUPERFAMILY, le génome humain
encode pres de 1400 protéines a domaine RING. Ce dernier se retrouve associé a 69 autres
classes de domaines pour un nombre total de 205 combinaisons différentes. Ainsi, le
nombre de combinaisons de motifs associés au domaine RING suggere que les protéines a

domaine RING coordonnent un trés grand nombre de voies de signalisation dans la cellule.

Au moins quatre stratégies peuvent étre exploitées par les protéines d’échafaudage,
telles les protéines a domaine RING, afin d’assurer leur réole dans la signalisation [351]: (1)
I’interaction avec différentes composantes de la voie de signalisation, comme c’est le cas
pour la ligase E3 PIASI, (ii) le recrutement des composantes de la voie de signalisation au
sein de domaines cellulaires spécifiques, tel qu’observé pour TRIM19/PML, (iii) la
régulation de la transduction du signal par la coordination des signaux, tel que mis en
évidence au niveau transcriptionel pour le corépresseur TRIM28/TIF1[3, mais aussi (iv) la
prévention de I’interruption des signaux par la protection des composantes de signalisation

des activités inhibitrices.

5.2 Caractéristiques et fonctions du domaine RING

Tel que précédemment présenté, le domaine de type RING est un domaine
globulaire, généralement indépendant, dont le repliement tridimensionnel nécessite, dans la
majorité des cas répertoriés, des résidus cystéine et histidine adéquatement espacés qui
coordonnent deux cations de zinc. Généralement, un domaine RING contient deux atomes
de zinc. Cependant, certaines exceptions existent. Ainsi, les protéines a domaine U-box
(sans zinc) et celles a domaine SP-RING (coordonnent un seul zinc) définissent deux sous-

familles de protéines a domaine RING [80].

Dans un premier temps, le domaine RING fiit class¢ comme un domaine
d’interaction avec les acides nucléiques et potentiellement impliqué dans la dimérisation
des protéines [100]. Cependant, depuis le début des années deux-mille, les domaines RING
sont reconnus comme des domaines d’interaction avec une classe d’enzymes reliées a des

voies de signalisation spécifiques (Ubiquitination, NEDDylation, SUMOylation etc....) et
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impliquées dans la modification post-traductionnelle de protéines, les enzymes de
conjugaison E2 pour les Ublps. Ainsi, bien que des exceptions existent, les protéines a
domaine RING sont donc généralement considérées comme des protéines pouvant avoir ou

ayant une activité ligase E3 démontrée [80].

5.3 PIASI1, un prototype de ligase E3 pour SUMO a domaine
RING

Bien qu’a titre de prototype, PIASI soit I’'un des membres les plus étudiés des
ligases pour SUMO, peu d’études se sont intéressées aux déterminants moléculaires a la
base de ses fonctions de protéine d’échafaudage. La caractérisation de ces déterminants fait
I’objet d’une des études présentées dans cette theése (article 2). Dans cette section, j’aborde
les principales caractéristiques reliées a la structure, aux fonctions ainsi qu’a la régulation
de PIASI et un paralléle est fait avec les autres membres des PIAS lorsque les données sur

PIAS1 ne sont pas disponibles.

Initialement, PIAS1 fiit identifi€ comme un inhibiteur du facteur de transcription
STAT1 [238]. Tel que présenté dans la section 4.3.3.3, PIAS]1 fait partie d’une famille de
protéines ubiquistes et présentes chez tous les eucaryotes [258]. Au moins quatre membres
(PIAS1-4) sont encodés par le génome humain. Au méme titre que les autres membres des
PIAS, la dé¢létion du gene de Piasl n’est pas 1étale chez M. musculus [260]. Ceci suggere
une redondance fonctionnelle des protéines PIAS lors du développement embryonnaire de
M. musculus. Cependant, ces souris présentent des altérations dans la voie des interférons
indiquant un role de PIAS1 dans I’immunité innée. En effet, PIAS1 inhibe 1’activation de
certains des geénes dépendant des cytokines (voie de STATI) et des chimiokines (voie de
NF-xb) associés a I’inflammation [352]. En outre, la protéine PIAS1 semble étre finement
régulée a différents niveaux puisque son expression se retrouve altérée dans plusieurs

cancers et lignées de cellules cancéreuses [353-355].
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5.3.1.1 Organisation structurelle de PIAS1

Toutes les protéines PIAS présentent une organisation similaire de leurs domaines.
Ainsi, la partie amino-terminale de PIAS1 contient plusieurs domaines et motifs. De
I’extrémité amino-terminale vers I’extrémité carboxy-terminale, PIAS1 contient un
domaine SAP, un domaine PINIT, puis un domaine SP-RING. Comme pour tous les
membres de la famille PIAS, une séquence SIM est retrouvée en aval du domaine SP-RING

[258].

SAP @) PINIT SP-RING SIM ST
PIAST 11l | |- | | [ | | | 651 H. sapiens
®  —
Binding to: Subcellular Protein-protein| SUMO ||Variable
DNA localization interactions |[interaction(| region
SUMOQylation

Transcription factors
Nuclear receptors
Coregulators

Figure 44 : Représentation schématique de PIASI.

La position des domaines, motifs et régions de PIAS1 est représentés et les fonctions dans
lesquels ils sont impliqués sont indiquées en dessous. Les domaines SAP (cyan), PINIT
(mauve), SP-RING (magenta). Le motif SIM (vert) et la région riche en résidus sérine et
thréonine S/T (orange). Les positions de certaines modifications post-traductionnelles de
PIASI sont représentées (P) phosphorylation. Adapté de Rytinki MM., et al., Cell Mol Life
Sci., 2009; 66 (18): 3029-3041[258].

A ce jour, seule la structure du domaine SAP de PIAS1 a été résolue; celle-ci est
formée de quatre hélices interagissant entre elles via des interactions hydrophobes [266]. Le
domaine SAP de PIAS1 lie des séquences d’ADN riches en A-T et établit des interactions
avec plusieurs facteurs de transcription et récepteurs nucléaires [266]. Comme pour PIASI,
des interactions protéiques dépendantes du domaine SAP sont retrouvées pour les autres
protéines PIAS et suggérent donc plusieurs réles pour ce domaine [356-358]. A ce jour,
aucune donnée n’est disponible sur la structure et la fonction du domaine PINIT de PIASI.
Néanmoins, compte tenu de la similarité des séquences primaires de ce domaine chez les

différentes protéines PIAS, il est probable qu’il assure des fonctions analogues. Ainsi le
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domaine PINIT est requis pour la localisation nucléaire de PIAS3 et pour son interaction
avec STATS3 ainsi que pour la SUMOylation adéquate de substrats dépendant de PIAS4 et
de Sizl [104,263,359,360]. Basé sur sa similarité¢ de séquence avec le domaine RING des
ligases pour 1’Ubiquitine, le domaine SP-RING de PIASI1 a été défini comme un domaine
d’interaction avec UBCY, I’enzyme E2 de conjugaison pour SUMO [361]. Finalement, le
motif SIM des protéines PIAS est impliqué dans le recrutement des différentes protéines

SUMO.

5.3.2 Les fonctions de PIAS1

5.3.2.1 Les roles de PIAS1 dans la régulation de la transcription

Peu de temps apres avoir été identifiée comme un co-régulateur de STATI, la
protéine PIAS1 a été caractérisée comme co-régulateur de plusieurs récepteurs nucléaires
[238,362,363]. D’autre part, plusieurs facteurs de transcription ont été caractéris€és comme
des protéines interagissant avec PIAS1 [266,364]. Différents éléments semblent moduler
les capacités co-régulatrices de PIAS1. Ainsi, en fonction du type cellulaire utilisé et du
facteur de transcription étudié, PIASI] peut agir comme un coactivateur ou comme un
corépresseur. Alors que deux mécanismes sont proposés pour expliquer 1’activité
corépressive des protéines PIAS (inhibition de la liaison aux éléments de réponse ou
recrutement d’activités répressives au promoteur de genes cibles), les déterminants
moléculaires a la source de [’activité coactivatrice de PIAS sont moins bien compris
[352,365-367]. Différents domaines de PIAS1 sont impliqués dans le recrutement de
facteurs de transcription. Ainsi, plusieurs activateurs de transcription interagissent avec le
domaine SAP de PIASI1 alors que les interactions avec d’autres facteurs de transcription
requierent le domaine SP-RING et/ou la séquence SIM de PIASI [266,364,368]. Ainsi, au
méme titre que les autres PIAS, il est possible de conclure que PIASI est une protéine
versatile dont les propriétés semblent dépendre de la nature des complexes protéiques avec

lesquels elle interagit.

En plus d’agir comme co-régulateur, les protéines PIAS fonctionne comme ligases

E3 pour SUMO, deux fonctions qui ne sont pas toujours reliées [356-358].
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5.3.2.2 Le réle de PIAS1 dans la modification des protéines par SUMO

Compte tenu qu’elle comprend des domaines et motifs recrutant UBC9, SUMO et
d’autres protéines, PIAS1 remplit toutes les caractéristiques d’une protéine d’échafaudage
ayant la fonction de ligase E3 pour SUMO. A la différence des ligases E3 pour 1’Ubiquitine
qui présentent une trés grande spécificité de substrats, PIAS1 promeut la SUMOylation de
nombreux substrats. Beaucoup de facteurs de transcription mais aussi plusieurs récepteurs
nucléaires et des co-régulateurs sont ciblés par PIAS1 [183,185,236,326,369-372]. Cette
caractéristique est partagée avec les autres membres de la famille PIAS. Le recrutement et
la SUMOylation de ces protéines nécessitent que le domaine SP-RING de PIASI1 soit
structurellement intact [183,369]. En effet, au méme titre que le domaine RING des ligases
E3 pour I’Ubiquitine, le domaine SP-RING de PIAS1 pourrait participer au recrutement de
I’enzyme de conjugaison E2 activée (UBC9~SUMO) comme il a été proposé pour Sizl

[104]. Ceci est investigu¢ dans le deuxiéme article de cette these.

5.3.2.3 Le role de PIAS1 dans la voie de réparation de ’ADN dépendant de BRCA1

Récemment, PIASI ainsi que PIAS4 ont été impliqué dans la réparation de I’ADN.
En effet, suite a divers stress géno-toxiques, PIAS1 est recrutée au site de dommage avec
UBCO9 et les protéines SUMOs [269,270]. La présence de PIAS1 semble essentielle au
recrutement et a la SUMOylation de BRCAL1 tandis que PIAS4 permet le recrutement de
RNF168 (RING Finger168) et de 53BP1 (P53Binding Proteinl) au site de dommage. A ce

jour, les détails moléculaires impliqués dans ces interactions ne sont pas connus.

5.3.2.4 Régulations de PIAS1 par des modifications pos-traductionnelles

Suite a I’induction des voies de I’inflammation (lipo-polysaccharides et TNFa)
PIAS1 est phosphorylée sur son résidu sérines S90 par IKKa [373]. PIAS1 phosphorylée se
lie aux promoteurs et réprime la transcription de certains genes régulés par STAT1 et NF-
kB. Plus récemment, une phosphorylation de PIAS1 sur plusieurs résidus sérine (S466,
S467 et S468) ciblés par CK2 a été mise en évidence [271]. Ces sites de phosphorylation
par CK2 sont conservés chez tous les PIAS et leur statut de phosphorylation semble

important dans I’activité¢ de co-régulateur de PIASI1. Ces résidus sérines sont adjacents a la
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séquence SIM des protéines PIAS. Dans le cas de PIASI, il a été proposé que la
phosphorylation de ces résidus sérines augmente 1’affinité d’interaction entre PIAS] et les
protéines SUMO [271]. Ceci suggere que ’interaction non-covalente des protéines SUMOs
avec PIASI pourrait étre impliquée dans la régulation de ’activité de co-régulateur de
PIASI. De plus, au méme titre que les autres membres de la famille des PIAS, PIAS1 est
modifiée par SUMO. Cependant, le ou les sites de modification de PIAS1 n’ont pas été
identifiés et conséquemment aucune fonction associée a la SUMOylation de PIASI n’a été
caractérisée. La stabilit¢ de PIAS1 est régulée par le protéasome suite a sa poly-
Ubiquitination induite par Siah2, une ligase E3 pour 1’Ubiquitine [374]. Ni les signaux
inducteurs de I’Ubiquitination de PIASI ni les conséquences fonctionnelles associées a

cette Ubiquitination n’ont été clarifié.

5.4 TRIM19 et TRIM28, deux protéines d’échafaudage a motif
TRIM/RBCC

TRIM19/PML ainsi que TRIM28/TIFIB font 1’objet de trois autres études
présentées dans cette thése. TRIM19/PML et TRIM28/TIF1[ sont des protéines modeles
qui appartiennent a une méme sous-famille, les protéines TRIM (TRIpartite Motif)/RBCC
(RING B-box Coiled-Coil) et dont le motif TRIM inclut, entre autres, un domaine RING.
Chacun des membres de cette famille semble occuper des territoires subcellulaires distincts
et €tre impliqué dans des processus cellulaires spécialisés qui rappellent le mécanisme de
fonctionnement de protéines d’échafaudage [375]. Cette section introduit les
caractéristiques communes a TRIM19/PML ainsi qu’a TRIM28/TIF13 et qui sont
retrouvées chez la plupart des protéines TRIM.

Les protéines TRIM sont uniquement retrouvées chez les eucaryotes et, a ce jour, le
génome humain encode 70 membres [376]. Toutes les protéines TRIM/RBCC exhibent,
dans leur portion amino-terminale, un agencement similaire de domaines. Ainsi le motif
TRIM/RBCC, qui inclue invariablement un domaine RING, se définit par la succession de
deux ou trois domaines qui coordonnent tous des cations de zinc. Généralement, le domaine

RING est suivi par un ou deux domaines B-box, puis par un domaine coiled-coil. Le
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domaine B-box se définit par un arrangement de résidus cystéine et histidine de type
CHC3H2. Comme le domaine RING, le domaine B-box est un domaine globulaire
indépendant. Basé sur la nature des résidus liant le zinc, deux type de domaines B-box (B-
box 1 et B-box 2) ont été caractérisés (B-box 1 et B-box 2) [377,378]. Les fonctions des
domaines B-box restent encore trés mal caractérisées. Ce dernier semble avoir la capacité
d’interagir avec les protéines phosphorylées et les acides nucléiques. Le domaine coiled-
coil, impliqué dans I’oligomérisation des macromolécules, se définit par la présence de
résidus hydrophobes (souvent leucine et/ou isoleucine) adéquatement espacés dans la
séquence primaire des protéines TRIM et permettent de former une hélice o de longueur
variable. Des cas d’homo et d’hétéro-oligomérisation ont été rapportés pour un certain
nombre de protéines TRIM [99,379,380].

Alors que la portion amino-terminale des protéines TRIM présente une organisation
similaire de domaines (domaines RING, B-box et coiled-coil), une grande variabilité est
retrouvée dans la partie carboxy-terminale des protéines TRIM. Ainsi, basé sur la nature
des domaines présents dans leur partie carboxy-terminale, les protéines TRIM peuvent étre
classées en une dizaine de sous-familles. TRIM19/PML appartient a la classe V alors que
TRIM28/TIF1f appartient a la classe VI (figure 45). Cette diversité de domaines retrouvés
en carboxy-terminale pourrait déterminer des fonctions spécialisées pour chacune des sous-

classes de protéines TRIM.
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Figure 45: Les différentes classes de protéines TRIM humaines.

C-1 a C-XI correspondent aux onze classes de protéines TRIM plus une classe UC
(unclassified) regroupant des protéines avec des motifs TRIM divergents. D’apres Kawai T.
and Akira S., EMBO Mol Med., 2011; 3(9):513-527 [381].

De part la nature et 1’agencement de leurs domaines en amino-terminal, les

protéines TRIM, pourraient présenter une fonction commune, celle de ligases E3 [382].
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Ainsi, certaines études les ont classées comme des ligases E3 pour I’Ubiquitine, tandis que
d’autres les classent comme ligases E3 pour SUMO [383,384]. Ces activités n’ont
cependant pas été confirmées pour toutes les protéines de type TRIM. Néanmoins, il
semble que les protéines TRIM puissent se comporter comme des protéines présentant

diverses activités dépendant de la nature des protéines avec lesquelles elles interagissent

5.4.1 TRIM19/PML, ’organisateur des PML-NBs

TRIM19/PML est une protéine uniquement présente chez les vertébrés et impliquée
dans une multitude de processus cellulaires (régulation de I’apoptose, de la sénescence, de
la réparation de I’ADN, de la réponse antivirale, etc....) [385-387]. PML est définie comme
suppresseur de tumeur et de croissance cellulaire et est directement impliquée dans le
développement d’une pathologie rare (~100 nouveaux cas par an en France) mais agressive:
la leucémie promyélocytaire aigué (APL pour Acute Promyelocytic Leukenia) [388-390].
En outre, I’expression de la protéine PML, et non celle de son ARN messager, se trouve
altérée dans de nombreux autres types de cancers suggérant un possible lien entre le
développement de ces pathologies et la stabilit¢ de la protéine [391-394]. Ainsi,
contrairement a des souris sauvages, les souris Pm// développent plusieurs types de
cancers (papillomes, carcinomes et lymphomes) suite a différents traitements carcinogénes

[395].

5.4.1.1 PML et la leucémie promyélocytaire aigué

La leucémie promyélocytaire aigué est une maladie mono-génique qui se traduit par
I’arrét de la différenciation des promyélocytes [390,396]. Dans les cellules de la moelle
osseuse de patients atteints de leucémie promyélocytaire aigué€, la protéine PML est
retrouvée fusionnée au récepteur nucléaire a de 1’acide rétinoique (RARa). Cette protéine
de fusion est issue de la translocation chromosomique t(15:17), ou le géne tronqué de PML
se retrouve juxtaposé a celui de RARa [139,389,397-399]. Comme pour d’autres
pathologies induites par des protéines de fusion, PML-RARa agit comme dominant négatif
dans les deux voies de signalisation auxquelles sont associés RARao et PML aboutissant au

blocage de la différenciation des promy¢locytes en myélocytes [400]. De ce fait, la protéine
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fusion PML-RARa agit comme répresseur dans la voie des récepteurs nucléaires aux
hormones et altére la formation et la dynamique de structures sub-nucléaires, les corps
nucléaires de PML. De fagon intéressante, le traitement des cellules pathologiques avec
deux agents thérapeutiques, le trioxyde d’arsenic (As;O;) et 1’acide tout transrétinoique
(ATRA pour All TransRetinoic Acid) induit une rémission de la maladie [401]. L’acide
tout transrétinoique permet la réactivation du processus de différenciation des cellules de la
moelle osseuse [402]. Cependant, cette rémission n’est que transitoire lors d’un traitement a
I’acide rétinoique alors qu’elle semble permanente (taux de guérison de 70 a 95% apres
cinq ans) chez des patients traités par le trioxyde d’arsenic qui cible la fusion via son action
sur PML [403,404]. Ceci s’explique par 1’apoptose des cellules leucémiques soumises a un

traitement au trioxyde d’arsenic.

5.4.1.2 L’organisation structurelle de PML

PML fait partie de la famille des protéines contenant un motif TRIM/RBCC qui
posséde en amino-terminal 1’organisation classique des domaines constituant le motif
TRIM [1], ¢’est a dire, un domaine RING, deux domaines B-box et un domaine coiled-coil.
Ces domaines sont responsables de son oligomérisation et impliqués dans son interaction
avec UBC9, I’enzyme E2 de conjugaison pour SUMO [405-407]. Plusieurs isoformes de la
protéine PML (isoformes majeures PMLI-VII) sont générées par épissage alternatif de son
ARN pré-messager. Toutes présentent le méme motif TRIM/RBCC mais diffeérent dans leur
extrémités carboxy-terminales [1]. La majorité des isoformes de PML sont des protéines
nucléaires du fait de la présence d’un signal de localisation nucléaire [406]. Une séquence
SIM est retrouvée dans la plupart des isoformes nucléaires [302,408]. Ainsi, les différences
dans la portion carboxy-terminale des isoformes de PML expliquent des localisations
subcellulaires (noyau vs cytoplasme) ainsi que des dynamiques sub-nucléaires spécifiques
et suggerent donc des fonctionnalités en partie distinctes pour chacune d’entre elles [409-

411].
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Figure 46 : Représentation schématique des principales isoformes de PML avec

I’assemblage des exons.

Les domaines de PML constituants le motif TRIM sont représentés et colorés en jaune,
RING (R), B-box1 (B1), B-box2 (B2) et coiled-coil (CC), ainsi que le signal de localisation
nucléaire (NLS), le signal d’exclusion nucléaire (NES), les sites majeurs de SUMOylation
(K65, K160 et K490) et le motif d’interaction avec SUMO (SIM). Le numéro des exons
constituants chacune des isoformes est indiqué au dessus de chacune des isoformes.
D’aprés Maroui, MA., et al., PloS One., 2012; 7 (9) [412]

5.4.1.3 Les corps nucléaires de PML

Bien que principalement retrouvées diffuses dans le noyau des cellules, les protéines
PML sont aussi a I’origine de la formation « d’organelles nucléaires » sphériques appelées
corps nucléaires de PML régulés au cours du cycle cellulaire [413-416]. Généralement, le
noyau d’une cellule saine de mammifére compte une quinzaine de corps nucléaires de
PML. Leur nombre, leur taille et leur composition varient en fonction de nombreux stimuli
[417-421]. Ces organelles sont retrouvées associées a la matrice nucléaire, réseau

dynamique de fibres qui semble jouer un role dans le métabolisme et 1’organisation spatiale
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de ’ADN [417]. Ceci indique un rdle possible de ces corps nucléaires dans la régulation de
1’ADN [422]. A ce jour, prés de deux cents protéines ont été répertoriées pour étre recrutées
de maniére plus ou moins transitoire aux corps nucléaires de PML [423]. Ces proté€ines sont
impliquées dans divers processus (la sénescence, ’apoptose, la régulation du cycle
cellulaire, la régulation de la transcription, la réparation de I’ADN, la réponse antivirale). Il
est a noter que la formation adéquate de ces corps nucléaires nécessite la modification post-
traductionnelle de PML par SUMO, mais aussi, son interaction non-covalente avec SUMO
[346,408]. Ainsi, divers stress, et notamment des protéines virales, sont connus pour

désorganiser les corps nucléaires de PML en ciblant la machinerie de SUMOylation mais

aussi la SUMOylation de PML [223,424,425].

5.4.1.4 Les fonctions associées aux corps nucléaires de PML

A ce jour, les corps de PML restent des structures nucléaires énigmatiques. Un
temps, définis comme réservoirs de stockage de protéines, plus ou moins inertes, les corps
nucléaires de PML sont en fait des structures dynamiques, régulées au cours du cycle
cellulaire mais aussi par plusieurs stimuli [387,426]. De part la nature des fonctions des
protéines s’associant au corps nucléaires de PML, ceux-ci ont été caractérisés comme des
sites actifs régulant la transcription, des senseurs des dommages a I’ADN et des infections
virales, des zones de dégradation des protéines par le protéasome et par la voie des caspases
[427]. Ceci indique que les corps nucléaires de PML sont des structures multi-
fonctionnelles. Une récente ¢étude in silico visant a mieux cerner les fonctions des corps
nucléaires de PML a associé ces structures a des kot spots pour la SUMOylation des
protéines [423]. En effet, parmi toutes les protéines connues pour interagir avec PML ou
pour s’associer avec les corps nucléaires de PML (pres de 200 a ce jour), on retrouve toutes
les enzymes impliquées dans la voie de SUMOylation. De plus, UBC9, I’enzyme de
conjugaison E2 pour SUMO, est essentielle a la formation des corps nucléaires de PML
[227]. Ainsi, prés de la moitié des protéines associées a ces structures nucléaires sont
modifiées par SUMO et/ou interagissent de manicre non-covalente avec SUMO. D’ailleurs,
un grand nombre d’entre elles dépend de leurs interactions avec les protéines SUMO pour

interagir avec PML ou bien étre recrutée aux corps nucléaires de PML [273,318,428-432].
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Ceci suggere que la SUMOylation joue un rdle primordial dans la composition et la
dynamique de formation des corps nucléaires de PML. Ainsi, il est suggéré ici que
TRIM19/PML rempli toutes les fonctions d’une protéine d’échafaudage en regroupant
toutes les activités enzymatiques de la voie de SUMOylation et de nombreuses protéines

interagissant avec SUMO au sein de ses corps nucléaires.

5.4.1.5 Régulation de la stabilité de PML par les modifications post-traductionnelles

I a été¢ démontré que PML est la cible de plusieurs modifications post-
traductionnelles qui semblent étroitement liées au contrdle de son expression, et notamment
sa phosphorylation [417]. Le trioxyde d’arsenic ciblant spécifiquement la portion PML
dans la protéine fusion PML-RARAa, la plupart des travaux se sont concentrés sur les effets
du trioxyde d’arsenic sur la stabilité de PML [433]. Le trioxyde d’arsenic est connu pour
activer la voie des MAPK (Mitogen Activted Protein Kinase) et notamment celles des
ERKs (Extracellular-signal-Regulated protein Kinases) et de p38 MAPK. Ainsi, il a été
montré que PML est phosphorylé sur plusieurs résidus, adjacents a son domaine RING,
suite a un traitement par le trioxyde d’arsenic [433]. La phosphorylation de ces résidus
régule positivement le niveau de SUMOylation de PML et augmente de fagon concomitante
I’apoptose des cellules. Ce phénoméne est aussi observé lorsque des cellules leucémiques
sont traitées par le trioxyde d’arsenic, traitement induisant la dégradation de la protéine
fusion PML-RARa [433,434]. A ce jour, aucune étude n’a adressé I'impact de la
phosphorylation de ces résidus sur I’interaction du domaine RING de PML avec UBC9
et/ou une ligase E3 pour SUMO. Récemment PIAS1, une des ligases E3 pour SUMO, été
caractérisée comme impliquée dans la SUMOylation et la dégradation de PML [372]. Outre
I’induction de la phosphorylation, le trioxyde d’arsenic induit la SUMOylation de PML.
Ceci correle avec la co-localisation de PML avec plusieurs des sous-unités du protéasome
et sa dégradation par le trioxyde d’arsenic [412,435]. De plus, le traitement de différentes
lignées cellulaires cancéreuses par des inhibiteurs du protéasome induit une stabilisation de
I’expression de PML [391,436-438]. De fagon intéressante, plusieurs ligases E3 pour
I’Ubiquitine ont été caractérisées pour interagir avec PML et pour induire sa dégradation

dépendante de son Ubiquitination via différents mécanismes [439]. Notamment, RNF4 a
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¢té proposée comme importante dans la dégradation de PML induite par 1’arsenic en
interagissant spécifiquement avec PML poly-SUMOYyI¢ [131,440,441]. 1l a été proposé que
les séquences SIM en série de RNF4 lui permettent d’interagir avec les chaines de poly-
SUMO couplées a PML et d’induire I’Ubiquitination de PML poly-SUMOylée [131].
Toutes ces données indiquent que la stabilité de PML en présence de trioxyde d’arsenic est
sous le contrdle de la voie de I’Ubiquitine et du protéasome. Il est a noter que le SIM de

PML, est requis pour la dégradation de PML induite par le trioxyde d’arsenic [412,441].

Récemment, PML a été identifiée comme une cible de la kinase CK2 [437]. CK2 est
une kinase constitutivement active pouvant &étre suractivée par la voie p38 MAPK lors de
stress cellulaires (choc osmotique, UV) [391,437,442,443]. PML présente une séquence de
résidus sérine adjacente au SIM qui est ciblée par CK2 et I’induction de la phosphorylation
par CK2 engendre une dégradation de PML par la voie de I’Ubiquitine et du protéasome.
Sachant que la phosphorylation de ces résidus n’est pas requise pour la dégradation de PML
dépendante du trioxyde d’arsenic mais qu’elle 1’est pour la dégradation de PML induite par

CK2, il est possible que différentes voies de dégradation soient mises a contribution [441]. .

5.4.1.6 Les évenements moléculaires a la base de la dégradation de PML-RARa par

le trioxyde d’arsenic

La dégradation de la protéine fusion PML-RARa étant une condition sine qua non
pour la rémission de la maladie chez les patients atteints de leucémie promyélocytaire
aigué, plusieurs études ont ét¢ menées dans le but de mieux caractériser les déterminants

moléculaires impliqués dans la régulation de sa stabilité.

Comparativement aux cellules non-pathologiques, ces cellules leucémiques
présentent une altération de la quantité, de la taille et de la distribution sub-cellulaire des
corps de PML (nombreux corps nucléaires de petites tailles) [444]. Cette caractéristique est
directement liée a I’expression de la protéine fusion PML-RARa qui altére probablement
les fonctions de PML et de RARa. Il est a noter que le traitement de cellules leucémiques
par I’acide tout transrétinoique ou le trioxyde d’arsenic conduit a la reformation des corps

nucléaires. Cette réorganisation est a corréler avec la dégradation de la protéine fusion
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PML-RARa [445-447]. En outre, le trioxyde d’arsenic cible le fragment PML de la
protéine fusion PML-RARa et induit une apoptose des cellules leucémiques [445,448].
Cependant, il est a noter que I’apoptose induite par le trioxyde d’arsenic n’est pas
dépendante de PML ou de PML-RARa puisque des cellules embryonnaire de souris Pml-/-

entrent aussi en apoptose lorsque soumises au trioxyde d’arsenic [449].

D’un point de vue moléculaire, le trioxyde d’arsenic induit, comme pour la protéine
PML sauvage, la phosphorylation, I’oligomérisation et la relocalisation de PML-RARa a la
matrice nucléaire [433,450,451]. Par analogies avec PML, ces événements seraient a la
base de la SUMOylation suivie de la dégradation de la protéine fusion PML-RARa par la
voie de I’Ubiquitine et du protéasome [435]. En effet, le trioxyde d’arsenic induit une co-
localisation de PML-RARa avec RNF4, la ligase E3 pour I’Ubiquitine [440]. 1l est a noter
que le niveau de SUMOylation de PML-RARa est moins important que celui de la protéine
sauvage [452,453]. En conséquence, la cinétique de dégradation de PML-RARa pourrait
étre altérée tel que proposé [450]. De fagon intéressante, et comparativement a la protéine
PML sauvage, la protéine de fusion PML-RARa ralentie le processus d’apoptose de
cellules traitées par le trioxyde d’arsenic [433]. Cette particularité pourrait étre directement

reliée a la cinétique de SUMOylation de la protéine fusion.
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5.4.2 TRIM28/TIF1B, le co-répresseur universel des protéines KRAB-
Multidoigt de zinc

TIF1B est une protéine nucléaire ubiquiste retrouvée chez les vertébrés et elle est
indispensable au développement embryonnaire chez M.musculus [454]. TIF1P est
principalement considéré comme le corépresseur universel des protéines KRAB-Multidoigt
de zinc comprenant un domaine KRAB (KRiippel-Associated Box) et un domaine
Multidoigt de zinc de type C2H2 (domaine dans lequel deux résidus Cystéine et deux
résidus Histidine coordonnent un atome de zinc) [455-458]. Ces derniers constituent une
des plus grandes classes de facteurs de transcription potentiels chez les vertébrés [459]. A
ce jour, le domaine KRAB des protéines KRAB-Multidoigt de zinc est le domaine
répresseur connu qui présente 1’activité de répression la plus forte [460-462]. Selon le
modele courant, la capacit¢ de répression transcriptionnelle des protéines KRAB-
Multidoigt de zinc dépend de D’interaction de leur domaine KRAB avec la protéine
TIF1P [456,463]. Ainsi, les protéines KRAB-Multidoigt de zinc se lient aux acides
nucléiques via leur domaine doigts de zinc et répriment la transcription via le recrutement
de TIF1p par leur domaine KRAB [464]. En outre, TIF1p pourrait se comporter comme un
oncogene. En effet, TIF1[ favorise la dégradation de P53 par MDM?2 et son expression est

significativement ¢levée dans des cellules cancéreuses [465,466].

5.4.2.1 L’organisation structurelle et les partenaires d’interaction de TIF1J3

Tel que mentionné précédemment, la protéine TIFIP appartient a la classe VI des
protéines TRIM (Figure 45). Cette classe comprend trois autres membres qui sont TIF1a.,
TIF15 et TIF1y [455,467,468]. Tous présentent le méme agencement de domaines. Ceux-ci
comprennent un motif TRIM/RBCC, précédemment décrit, un motif HPI1BD
(Heterochromatin Proteinl Binding Domain) ainsi qu’un domaine PHD (Plant-Homeo
Domain) qui interagit fonctionnellement de facon intramoléculaire avec le domaine Bromo
qui lui est adjacent (Figure 47). Comme TIF1p, toutes les protéines TIF1 présentent des

capacités de régulation de la transcription.
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Les domaines RING et B-box du motif TRIM de TIFIB sont requis pour
I’interaction avec le domaine KRAB des protéines KRAB-Multidoigt de zinc alors que le
domaine coiled-coil est impliqué dans 1’homo-oligomerisation de TIF1p, et la formation
d’hétéro-oligomeéres avec les autres membres de la famille TIF1 [380,469-471]. Comme
pour plusieurs co-régulateurs de transcription, TIF1B interagit avec les protéines de
I’hétérochromatine HP1a, HPIB et HP1d via son motif HP1BD. Cette interaction est
importante pour le processus de différenciation cellulaire et pour I’activité répressive de
TIF1B [472-475]. Les domaines PHD et Bromo sont généralement retrouvés chez les
protéines associées a la chromatine et peuvent reconnaitre certaines modifications post-
traductionnelles des histones. Dans le cas de TIF1p, les domaines PHD et Bromo n’ont pas
d’affinité pour les histones, que ces derniers soient modifiés ou non par des MPTs [476]. La
résolution des structures tridimensionnelles des domaines PHD et Bromo de TIF1[ révele
une interconnexion fonctionnelle de ces deux domaines [476,477]. En effet, les domaines
PHD et Bromo de TIF1f sont impliqués dans le recrutement de complexes participant au
remodelage de la chromatine, a la déacétylation et a la méthylation des histones [478,479].
Ainsi, TIF1B permet une répression de la transcription en agissant comme une protéine

d’échafaudage qui coordonne le recrutement plusieurs protéines inhibant la transcription.
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Figure 47 : Représentation schématique des protéines de la famille TIF1.

Les noms et les positions des domaines TRIM/RBCC (bleu), TSS (TIFI Signature
Sequence, orange), HP1 box (domaine d’interaction avec les protéines HP1, mauve), NR
box (domaine d’interaction avec les récepteurs nucléaires, jaune), NLS (gris) et PHD-
Bromo (vert) sont indiquées. Les pourcentages d’identités de séquences totales et entre

domaines sont indiquées entre parathensése. D’apres Iyengar S. and Farnham PJ., J Biol
Chem., 2011; 286(30):26267-76 [480]

5.4.2.2 Les fonctions de TIF1p dans la transcription

De par la nature et la fonction des différents domaines présents dans la portion
carboxy-terminale de TIF1p, il est possible de le cataloguer dans la liste des co-régulateurs
de transcription. Ainsi, dépendamment du type de facteur transcriptionel avec lequel il
interagit, TIF1p présente la fonction soit de corépresseur soit dans certains cas de co-

activateur.

5.4.2.2.1 TIF1p, le corépresseur universel des KRAB-Multidoigt de zinc

TIF1B agit comme le corépresseur universel des membres d’une trés grande sous-
famille de facteurs de transcription, les protéines a domaines doigt de zinc de la famille
KRAB-Multidoigt, dont on retrouve preés de 350 membres encodés par le génome humain
[481]. En effet, TIFIP interagit avec le domaine KRAB de toutes les protéines KRAB-
Multidoigt de zinc caractérisées a ce jour. Ces protéines contiennent des domaines doigt de
zinc, de type C2H2, répétés en tandem qui assurent leur liaison a I’ADN et un domaine de
régulation de la transcription situ¢ en amino-terminal, le domaine KRAB [482]. Ce dernier

présente une treés forte affinité d’interaction pour le motif TRIM/RBCC de TIF1[. Lorsque
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liées a leur promoteur, les protéines KRAB-Multidoigt de zinc recrutent leur corépresseur,
TIF1B, qui induit une répression de la transcription. Cette répression dépend de I’intégrité
des domaines PHD et Bromo présents dans la partie carboxy-terminale de TIF1[3 [478,479].
Ces derniers recrutent de partenaires répresseurs qui induisent une inhibition de la

transcription via la formation d’hétérochromatine (chromatine réfractaire a la transcription)

[472,483].

De plus, le motif HP1BD de TIFIp interagit directement avec le domaine chromo-
shadow des protéines de 1’hétérochromatine (HPla, B et y) [472,473,484]. Ces dernicres
sont requises dans le processus de compaction de la chromatine via la reconnaissance de
marques épi-génétiques spécifiques (H3K9me3 pour tri-méthylation de la lysine 9 de
I’histone H3) [485]. Ces marques sont généralement retrouvées dans les régions réprimées
de l’euchromatine ainsi que dans les régions d’hétérochromatine réfractaires a la
transcription. Fait intéressant, les domaines PHD et Bromo de TIFIP sont requis pour le
recrutement de KMD1/SETDBI1, une enzyme méthyl-transférase responsable des marques
épi-génétiques spécifiquement reconnues par les protéines HP1 [478]. Ces données sont
corroborées par la cartographie génomique des sites de liaison de TIF1p [480]. Celle-ci
révele que TIFIP est présent sur deux catégories de sites de liaison sur I’ADN indiquant
deux fonctions potentiellement différentes pour TIF1B. La premicre catégorie de site de
liaison de TIF1P correspond généralement a la région promotrice des geénes encodant des
protéines a Multidoigt de zinc et présente des marques €pi-génétiques permissives a la
transcription. En outre, le recrutement de TIF1[3 sur ces sites est indépendant de sa capacité
a interagir avec les protéines KRAB-Multidoigt de zinc. En effet, un mutant de
TIF1pB délété de son domaine d’interaction avec les protéines KRAB est toujours présent
sur ce type de site. Le deuxieme type de site correspond généralement a la région 3’
codante de la plupart des génes de protéines a Multidoigt de zinc. Dans ce cas, le site de
liaison de TIF1PB correle avec celui de SETDBI et les marques €pi-génétiques répressives
qui lui sont associées (H3K9me3, HP1[). De plus, le recrutement de TIF1[ sur ces sites
nécessite son interaction avec le domaine KRAB des protéines KRAB-Multidoigt de zinc et

engendre une compaction de la chromatine sur plusieurs dizaine de kilo paires de bases
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[480,486]. Ces données indiquent un mécanisme d’autorégulation des protéines KRAB-
Multidoigt de zinc et suggerent que différents facteurs sont responsables de la présence de

TIF1p sur les deux catégories de sites.

5.4.2.2.2 TIF1p agit comme co-activateur

Bien que la fonction de corépresseur soit la plus étudiée et donc la mieux
caractérisée quelques études ont défini TIF1f en tant que co-activateur transcriptionel.
Ainsi, TIF1B agit comme coactivateur de la transcription dépendante de deux facteurs de
transcription, les récepteurs nucléaires (GR et NGFI-B pour Nerve Growth Factor IB) et de
deux régulateurs de transcription C/EBP (Ccaat/Enhancer Binding Protein) et TRIP-Brl
(Transcriptional Regulator Interacting with PHD-Bromodomainl) lorsque recruté a leurs
promoteurs cibles [487-489]. Cependant, les mécanismes moléculaires a 1’origine de la

fonction activatrice de TIF1p restent, a ce jour, inexplorés.

Il est donc tentant de suggérer que les fonctions de coactivateur et de corépresseur

de TIF1p soient dictées par la nature des facteurs de transcription avec lesquels il interagit.
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6 Hypotheéses et objectifs

Dans les sections précédentes, nous avons vu que plusieurs stratégies sont
employées par des protéines d’échafaudage a domaine RING afin de coordonner des
événements moléculaires permettant la transduction de signaux. Parmi ces stratégies, les
MPTs de la famille de I’Ubiquitine, telles les petites protéines SUMOs, jouent un role
essentiel. Sachant que les protéines SUMO peuvent agir de mani¢re covalente et non-
covalente sur leur substrat, nous avons exploré les impacts fonctionnels ainsi que la
régulation que peuvent engendrer la liaison covalente ou non-covalente de SUMO sur les
trois protéines d’échafaudage modeles que sont TIF13/TRIM28, PIAS1 et PML/TRIM19.
Notre principale hypothése est que I’interaction de ces protéines d’échafaudage avec les

protéines SUMO est requise pour leurs fonctions.

Sachant que la SUMOylation est souvent associée a I’inhibition de I’activité de
nombreux régulateurs transcriptionnels, notre hypothése secondaire est que la
SUMOylation du corépresseur de la transcription TIF1[3 survient au niveau de son domaine

de répression.
Les objectifs de 1’étude sur TIF1 sont donc :
1- D’identifier les sites de SUMOylation de TIF1p3.
2- De déterminer la contribution de SUMO dans I’activité répressive de TIF1[3.

3- D’identifier les déterminants structuraux de TIF1p importants dans la régulation

de sa SUMOylation.

Il a été proposé que SUMO, lorsque couplé de fagon covalente a des facteurs de
transcription, puisse recruter des complexes réprésseurs. Ceci expliquerait le role de
répression de la SUMOylation. D’autre part, plusieurs des enzymes de la machinerie de

SUMOylation, tel PIAS1 ou UBCY, répriment la transcription indépendamment de leur



112
activité catalytique lorsque recrutées par de nombreux facteurs de transcription. Nous
postulons que les interactions non-covalentes avec SUMO participe a la stabilisation du

complexe PIAS1:UBCP9 et dicte son activité répressive.

L’objectif principal de ce projet sur PIAS1 est de déterminer le role des interactions
non-covalentes avec SUMO dans la formation et dans 1’activité répressive du complexe

PIAS1:UBC?9.
Les objectifs spécifiques de I’étude sur PIAS1 sont donc :

1- La caractérisation des interactions non-covalentes de SUMO avec PIAS1 et

UBCO par des études in vitro (ITC, RMN) et in vivo (BRET).
2- L’¢tude du rdle de la phosphorylation du SIM de PIAS1 dans ces interactions.

3- L’étude de la contribution de ’interaction non-covalente de SUMO dans la

répression.

Enfin, sachant que la séquence SIM de PML est requise pour sa dégradation induite
par le trioxyde d’arsenic (article en annexe) et que la phosphorylation de résidus sérine
adjacents au SIM est requise pour sa dégradation induite par le stress, nous postulons que

I’interaction de SUMO avec le SIM de PML peut étre modulé par la phosphorylation.
Les objectifs de 1’é¢tude sur PML sont donc :

1- La caractérisation des interactions non-covalentes de SUMO avec PML par des

études in vitro (ITC, RMN) et in vivo (BRET).

2- La détermination des structures cristallographiques des complexes entre SUMO1

et le SIM phosphorylé de PML.

3- L’¢étude du role de la phosphorylation du SIM de PML dans ces interactions.
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II. RESULTATS
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1 Préambule de la premiere étude

A la date & laquelle nos recherches ont débuté, TIF1p, le corépresseur des KRAB-
Multidoigt de zinc, n’était pas connu pour étre modifié¢ par SUMO. Cependant, la
SUMOylation de plusieurs protéines TRIM, dont celle de PML et TIFla avait été
caractérisée [452,490]. Ainsi, sachant que SUMO ¢tait surtout associ¢ a la répression
transcriptionnelle de plusieurs co-régulateurs, nous avons postulé que TIFIP était un
substrat pour SUMO et que sa SUMOylation dictait la fonction corépressive de TIF1B. Ce
projet s’est inscrit dans la continuité des recherches effectuées au laboratoire sur des

protéines de la famille des KRAB-Multidoigt de zinc et sur leur régulation notamment par

la SUMOylation.

Les résultats présentés dans ce chapitre sont exposés sous la forme d’un article
scientifique publi¢ dans la revue The Journal of Biological Chemistry en février 2007. Avec
Muriel Aubry, j’ai contribué a la conception des expériences, a 1’analyse des résultats ainsi
qu’a la rédaction du manuscrit. Celui-ci a par la suite été révisé par Delphine Germain-
Desprez. Lors de ces travaux, j’ai généré toutes les constructions (mutants ponctuels et
mutants de délétion) qui ont permis I’identification des sites de SUMOylation de TIF1[3 et
j’ai réalisé les expériences de SUMOylation in vivo (Figures 1, 2 5 et 7) ainsi que la
majorité¢ des essais de génes rapporteurs (Figure 3 et 4A). Delphine Germain-Desprez a
effectué¢ les expériences de BRET et les sous-clonages s’y rapportant. Phuong Huynh une
stagiaire de premier cycle et Patricia Estephan ont généré différents mutants ponctuels et

participé aux essais de genes rapporteurs et de BRET.
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Article 1

Cette étude a été publiée dans The Journal of Biological Chemistry.

Xavier H. Mascle., Delphine. Germain-Desprez., Phuong. Huynh., Patricia. Estephan and
Muriel. Aubry. SUMOylation of TIF1B co-repressor of KRAB multifinger proteins is
required for its transcriptional activity and is modulated by the KRAB domain. The Journal
of Biological Chemistry. 2007; Vol :10190-10202. © The American Society for

Biochemistry and Molecular Biology.
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ABSTRACT

Small ubiquitin-related modifier (SUMO) has emerged as a key posttranslational
modulator of protein functions. Here we show that TIF1B, a developmental regulator
proposed to act as a universal co-repressor for the large family of KRAB domain-
containing zinc finger proteins, is a heavily SUMO-modified substrate. A combined
analysis of deletion and punctual mutants identified TIF1B as a multi-lysine acceptor for
SUMO which specifically targets six lysine residues (Lys ", Lys’">, Lys®’, Lys”’, Lys’"”

and Lys*"

) within TIF1f carboxy-terminal repressive region. Reporter gene assays indicate
that TIF1B requires SUMO-modification for its repressive activity. Indeed, sumoylation-
less mutants failed to recapitulate TIF1p-dependent repression. TIF1B homo-dimerization
properties and interaction with the KRAB domain are preserved in the mutants with lysine
to arginine substitutions as confirmed by in vivo bioluminescence resonance energy tranfer
(BRET). Using histone deacetylase (HDAC) inhibitors, we also demonstrate that TIFI[3
sumoylation is a pre-requisite for the recruitment of HDAC and that TIF1 SUMO-
dependent repressive activity involves both HDAC-dependent and HDAC-independent
components. Finally, we report that, in addition to rely on the integrity of its PHD finger
and on its self-oligomerization, TIF1 sumoylation is positively regulated by its interaction
with KRAB domain-containing proteins. Altogether, our results provide new mechanistic
insights into TIF1[ transcriptional repression and suggest that KRAB multifinger proteins
not only recruit TIF1[ co-repressor to target genes but also increase its repressive activity

through enhancement of its sumoylation.
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INTRODUCTION

TIF1B (KRIP-1, KAP-1, TRIM 28) is an essential developmental regulator
belonging to the TIF1 (Transcription intermediary factors 1) family and is believed to act as
the universal transcriptional co-repressor for the large family of vertebrate-specific
Kriippel-associated box (KRAB) domain-containing zinc finger transcription factors
(Bellefroid, Poncelet et al. 1991; Friedman, Fredericks et al. 1996; Kim, Chen et al. 1996;
Moosmann, Georgiev et al. 1996; Cammas, Mark et al. 2000; Looman, Abrink et al. 2002;
Urrutia 2003). All TIF1 family members (TIF1a, B, v, 6 and bonus) are characterized by an
amino-terminal Tri-partite Motif (named TRIM or RBCC) composed of a RING (Really
Interesting New Genes) finger followed by 2 B-boxes and a coiled-coil domain as well as a
carboxy-terminal bi-partite motif encompassing a PHD (Plant HomeoDomain) finger and a
bromo-domain (Friedman, Fredericks et al. 1996; Le Douarin, Nielsen et al. 1996;
Venturini, You et al. 1999; Beckstead, Ortiz et al. 2001; Khetchoumian, Teletin et al.
2004). The RBCC motif of TIFIB is known to homo-dimerize and to specifically interact
with the KRAB domain of KRAB multifinger proteins (Peng, Begg et al. 2000; Peng,
Feldman et al. 2002; Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003). The TIF1p PHD finger and
bromo-domain were reported to cooperate in transcriptional repression via recruitment of
repressive enzymatic activities such as histone deacetylase complexes (NurD/Mi2-a) and a
methyltransferase protein (SETDBI1) (Schultz, Friedman et al. 2001; Schultz, Ayyanathan
et al. 2002). Moreover, TIF1p (like all TIF1 family members) displays the canonical amino
acid motif, PxVxL, interacting with HP1 heterochromatin proteins (HPla, B and 7v)
involved in gene silencing (Nielsen, Ortiz et al. 1999; Lechner, Begg et al. 2000; Lechner,
Schultz et al. 2005). Recently, the TIF1B/HP1 interaction was shown to be essential for
histone modifications associated with transcriptional repression and progression through
cellular differentiation (Cammas, Oulad-Abdelghani et al. 2002; Ayyanathan, Lechner et al.
2003; Cammas, Herzog et al. 2004; Sripathy, Stevens et al. 2006).
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In attempts to unveil other determinants involved in the strong repressive activity
mediated by TIFIP, we found that this co-repressor is a SUMO target protein. Recent
studies have demonstrated that post-translational modification of transcription factors and
their co-regulators by the small ubiquitin-related modifier protein, SUMO, can modulate
their transcriptional activity (Gill 2003; Verger, Perdomo et al. 2003; Girdwood, Tatham et
al. 2004; Ohshima, Koga et al. 2004; Sentis, Le Romancer et al. 2005). The four
mammalian SUMO, SUMOI, -2, -3 and -4, all resemble ubiquitin in terms of tertiary
structure and their mechanism of conjugation to protein substrate. However, unlike
ubiquitination, the main known functional consequences of SUMO modification appear not
to be degradation (Bayer, Arndt et al. 1998; Tatham, Jaffray et al. 2001; Bohren, Nadkarni
et al. 2004; Gill 2004; Huang, Ko et al. 2004). Several reports illustrate the direct
involvement of SUMO modification in gene regulation and in particular in gene repression
(Girdwood, Bumpass et al. 2003; Shiio and Eisenman 2003; Long, Wang et al. 2004;
Nakagawa and Kuzumaki 2005; Perdomo, Verger et al. 2005; Fernandez-Lloris, Osses et
al. 2006; Gong, Brackertz et al. 2006; Hsu, Sarker et al. 2006; Motohashi, Katsuoka et al.
2006; Nathan, Ingvarsdottir et al. 2006; Tiefenbach, Novac et al. 2006). To explain the
transcriptional repression induced by SUMO modified proteins, some studies have
suggested that SUMO proteins display intrinsic repressive activity, whereas others have
proposed that SUMO modified transcription factors can recruit HDAC proteins or HDAC-
containing complexes (Ross, Best et al. 2002; Shiio and Eisenman 2003; Yang and
Sharrocks 2004; Chupreta, Holmstrom et al. 2005; Gill 2005; Binda, Roy et al. 2006; Gong,
Brackertz et al. 2006; Motohashi, Katsuoka et al. 2006; Rosendorff, Sakakibara et al.
2006).

SUMO proteins form an isopeptide bond between their carboxy-terminal glycine
and a e-NHj-amino group of a lysine residue on their target proteins (Saitoh, Pu et al.
1997). The target lysine to which SUMO is conjugated is usually contained within a short
consensus sequence, WKXE/D (where y represents a large hydrophobic residue) (Melchior
2000). The SUMO conjugation process, so called sumoylation, involves SUMO-activating
El enzyme (SAE1/SAE2 hetero-dimer) and a SUMO-conjugating E2 enzyme (UBC9)
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(Okuma, Honda et al. 1999). Furthermore, SUMO-specific E3 ligases that enhance SUMO
conjugation have also been described. The known E3 ligases belong to three structurally
independent protein classes represented by RanBP2, Pc2 and PIAS family members
(protein inhibitor of activated STAT) (Azuma and Dasso 2002; Kotaja, Karvonen et al.
2002; Kagey, Melhuish et al. 2003; Pichler, Knipscheer et al. 2004). SUMO E3 ligases
display limited substrate specificity and are reported to stabilize the interaction between the
E2 conjugating enzyme, UBC9, and the target substrates to be sumoylated (Okuma, Honda
et al. 1999; Melchior, Schergaut et al. 2003; Matunis and Pickart 2005; Reverter and Lima
2005). Like ubiquitination, sumoylation is a dynamic and reversible process due to the
existence of several SUMO-specific proteases, referred to as members of the SENP
(Sentrin proteases) family. These proteases are involved both in the maturation of SUMO
as carboxy-terminal hydrolases and in the removal of SUMO from its target protein as

isopeptidases (Melchior, Schergaut et al. 2003).

In this study, we report that TIFIP is a strong substrate for SUMO modification
exhibiting several sumoylation sites clustered in its carboxy-terminal repressive region.
Prevention of TIFIP sumoylation by using sumoylation-deficient mutants abrogates its
repressive activity both as a protein artificially targeted to DNA or indirectly recruited to
DNA via a KRAB domain-containing protein. Furthermore, we demonstrate that TIF1[3
SUMO maodification is required for recruitment of HDAC-containing complexes. Finally,
this study indicates that TIFIP sumoylation can be positively regulated by its homo-
dimerization and its interaction with KRAB domain-containing multifinger proteins thereby

recruiting this co-repressor to target genes.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Expression vectors:

TIF1p constructs: Full-length TIF1B (GenBank Accession Number NM 011588; aa 1-
834) was derived from pMFH-Gal4-TIF13 construct (generous gift from Dr. J. V.
Bonventre) (Witzgall, O'Leary et al. 1994; Kim, Chen et al. 1996). It was subcloned as an
EcoRV-Notl fragment into the blunted BamH1 site of pCGN (Tanaka and Herr 1990) (HA-
TIF1B), as an EcoRI-Notl fragment into pBluescript SK+ (SK+-TIF1B) and as an EcoR1-
Notl blunted fragment into the EcoRI-Smal sites of the yeast pGBT9 vector (encoding the
first 1-147 amino acids of the yeast transcription factor Gal4, that corresponds to the DNA
binding domain) (Clontech) (Gal4DBD-TIF1B). To generate myc-tagged TIFIP, a Clal-
Notl blunted fragment was transferred from SK+-TIF1p into the blunted Xbal site of
pcDNA3.1-myc (pcDNA3.1-myc-TIF1p). Flag-HA-TIF1p was obtained by subcloning an
EcoRV-Notl fragment from SK+-TIFI1B into pcDNA3-Flag-HA (pcDNA3-Flag-HA-
TIF1B). pcDNA3.1-Gal4DBD-TIFI construct was obtained by subcloning Gal4DBD-
TIF1B as an HindIII-Sall fragment from pGBT9 vector (Clontech) into the HindIII-Xhol
sites of pcDNA3.1 (Invitrogen). Carboxy-terminal deletion mutants Gal4DBD-TIF13 aal-
735 (Al) or Gal4DBD-TIFIP aal-675 (A2) were generated from pcDNA3.1-Gal4DBD-
TIF1P owing to the removal of the Kpnl-Xbal or EcoNI-Xbal carboxy-terminal fragments,
respectively. Gal4DBD-TIF1p aal-563 (A3) or Gal4DBD-TIF1f aal-482 (A4) were
obtained by subcloning a HindIII-Sacl or HindIII-AflII fragments from pGBT9-TIF1p into
the HindIII-EcoRV sites of pcDNA3.1, respectively. TIF1p devoid of the N-terminal
homo-dimerization RBCC motif and encoding the HP1 binding domain, the PHD finger
and the bromo-domain (AN-TIF1p; from nucleotides 1806 to the stop codon of TIF1f at
position 3063) was amplified by PCR and cloned in phase as a BamHI fragment into the
BamH]1 site of pCGN and as a BamHI-Sall fragment into pGBT9 to generate pGBT9 AN-
TIF1B. A Gal4DBD-AN-TIF1f construct was obtained by subcloning the HindIII-Sall
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fragment from pGBT9 AN-TIF1f into the HindIII-Xhol sites of pCDNA3.1. TIF1p point

mutations were generated using the QuickChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene)
starting with fragments of the wild type cDNA cloned in pBluescript SK'. Only the sens
oligonucleotides are indicated here for L271P (5’gggacaagcatgccacacctcagaaaaac3’ where
a silent ~ Sphl  restriction enzyme site is incorporated), L307P
(5’tcatgaaggagecgaataagegggl’), KS554R (5’cctggeatggeaattgtcagggaagaagag3’ where a
silent Munl restriction enzyme site is incorporated), K575R
(5’cgagggtccggaaaccaggectgtgttc3’ where a silent Bspel restriction enzyme site is
incorporated), K676R (5°gtgctcccggacctaagggaggaagatgg3’ where a silent Pfol restriction
enzyme site is incorporated), K750R (5’cgtgctcgtctccaagagaggetgtcace3’ where a silent
BsmBI restriction enzyme site is incorporated), K779R
(5’ctgaggacagggcagargtacagtccatc3’ where a silent BsRGI restriction enzyme site is
incorporated) and K804R (5’ggtgacaccaggttttcagcrgtgetg3’ where a Pvull restriction
enzyme site is incorporated), H,C648,651A,A (5’attttgcttcgeectggatgeccacctee3’)
mutations. All mutants were verified by DNA sequencing and mutated fragments were
subcloned in replacement of the wild type fragment in appropriate vectors containing the

full length or truncated TIF13 cDNA.

KRAB domain-containing protein constructs: The 75 amino-acid repressive KRAB domain
from ZNF74-1I isoform was used as a prototype for the conserved KRAB domain (Cote,
Boisvert et al. 2001). A 43 amino acid truncated and non-repressive domain (KRAB tr)
derived from another ZNF74 isoform (ZNF74-I) (Cote, Boisvert et al. 2001) was used as a
control which does not interact with TIF1p (Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003). KRAB
domains in fusion with Gal4DBD aal-147 (which encodes a nuclear localization signal)
were cloned as Xbal fragments in pRSV (Cote, Boisvert et al. 2001) or as a BsrGI-BamHI
fragment in pcDNA3.1-Gal4DBD. The Myc tagged ZNF74 constructs were obtained by
cloning the cDNAs coding for ZNF74-1 (GenBank Accession Number X71623 ; aa 1-572)
(Grondin, Bazinet et al. 1996) or ZNF74-11 (GenBank Accession Number X92715; aa 1—
643) (Cote, Boisvert et al. 2001) as an Xbal fragment into the Xbal site if the Myc tagged
version of pcDNA3.1 vector.
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BRET® constructs: Rluc-TIF1p, GFP-TIF1p and GFP-NLS, which target GFP to the
nucleus via a nuclear localization signal (NLS), were previously described in (Germain-
Desprez, Bazinet et al. 2003). TIF1p 4KR, TIF1p L271P and TIF1B L307P were subcloned
as an EcoRI-Pmel fragment from pcDNA3.1GaL4DBD into the EcoRI-EcoRV sites of
phRluc and pGFP10 (Perkin Elmer Life Sciences). The GFP-KRAB-NLS construct,
targeted to the nucleus by a NLS, was prepared by subcloning a Sacl-Apal fragment from
pBleuscript SK in phase into the SacI-Apal sites of pGFP10.

Other constructs: The FLAG epitope-tagged PIASy is described in (Sachdev, Bruhn et al.
2001) (generous gift from Dr. R. Grosschedl). The FLAG epitope-tagged wild type SENP1
and catalytically inactive SENP1C603S (generous gift from Dr. D. Bailey) are described in
(Bailey and O'Hare 2004). SUMO1 (GenBank Accession Number U67122) cloned in
pcDNA3.1-myc (myc-SUMO1) (generous gift from Dr. F-M. Boisvert) was subcloned as
an Xhol fragment in pGFP10 (Perkin Elmer Life Sciences). SUMO2 was subcloned as a
BstY 1-Notl fragment from the pGEX4T-1 vector containing EGFP-SUMO2 (generous gift
from Dr. M. Dasso) into the BglII-NotI site of pGFP10.

Antibodies:

The following mouse monoclonal antibodies 12CA5 anti-HA (Niman, Houghten et al.
1983), 9E10 anti-myc 9E10 (Evan, Lewis et al. 1985), M2 anti-flag (Sigma), anti-GFP
(Roche), anti-Gal4 (Santa Cruz) and polyclonal antibody anti-TIF1f (amino acid 381 to
564) were used (Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003).

Cell culture and transfection:

Human embryonic kidney 293T cells (HEK 293T) maintained in Dulbecco's modified
Eagle's medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Wisent), 100 pg/ml penicillin
and streptomycin, | mM L-glutamine were seeded at a density of 3 x 10’ cells per 60-mm

dish for cell extracts and immunoprecipitation experiments, 1 x 10° cells per 100-mm dish
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for BRET experiments and 2 x 10° in 6-well plates for transcriptional assays. Transient
transfections of plasmids were performed on the following day using the calcium phosphate
precipitation method except for transcription assays where Fugene transfection reagent (3
ul/1 ng DNA) (Roche) was used. The total amount of transfected DNA was kept constant
(10 pg for 100-mm dishes, 6 pg for 60-mm dishes and 1-1.3 pg for 6-well plates).

Cells extracts and immunoprecipitations:

For preparing whole cell extracts to be separated by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis, cells were lysed in denaturating Laemmli buffer (400-600 pl/dish)
containing 20 mM NEM (N-ethylmaleimide), a cysteine protease inhibitor usually used to
preserve the sumoylation of cellular proteins. DNA was immediately sheared using a 1 ml
syringes with a 26G 2 needles or sonificated to reduce sample viscosity. For
immunoprecipitation, cells were lysed in SDS solubilizing buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 100
mM NaCl, 0.8% SDS, 20 mM NEM) (1.5 ml/ dish) completed with a mixed proteases
inhibitors. The following steps were done at 4°C. Extracts were passed through a 26G %
needle to reduce viscosity and centrifuged at 15,000 x 2 min. Extracts were then precleared
with protein A-Sepharose (I ml/ 10-20ul stacked beads) (Sigma) for 1 h.
Immunoprecipitations of the precleared extracts (1 ml) were then carried out for 16 h using
10 pl of the appropriate antibody and 40-50 pl of protein A-Sepharose. The protein A-
sepharose beads were washed 3 times with 1 ml washing buffer (50 mM Tris pH 7.5, 100
mM NaCl, 0.4% SDS, 2% Triton, 20 mM NEM). Washed immunoprecipitates were
resuspended in Laemmli buffer. Whole cell extracts and immunoprecipitates were
separated on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and electrotransferred for Western
blotting. Following probing of the nitrocellulose membranes with the relevant antibodies, a

chemiluminescence reagent was used (Renaissance kit, NEN).
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BRET? experiments:

The BRET assays were conducted as we previously described in (Germain-Desprez,
Bazinet et al. 2003). In brief, transiently transfected cells were resuspended and distributed
in 96-well microplates (white Optiplate from Packard). Upon addition of the cell permeant
luciferase substrate (coelenterazine deep blue, PerkinElmer Life Sciences), the
bioluminescence signal resulting from its degradation was detected using a 370—450-nm
band pass filter (donor emission peak 400 nm). The energy transferred resulted in a
fluorescence signal emitted by the GFP10 acceptor (excitation peak 400 nm and emission
peak 510 nm) that was detected using a 500-530-nm band pass filter. The BRET signal
(BRET ratio) was quantified by calculating the acceptor fluorescence /donor
bioluminescence ratio as previously reported. Expression level of each construct was
determined by direct measurements of total fluorescence and luminescence on aliquots of
transfected cell samples. The GFP10 total fluorescence was measured using a FluoroCount
(PerkinElmer Life Sciences) with an excitation filter at 400 nm, an emission filter at 510
nm. The total luminescence was measured using the same cells incubated with
coelenterazine H for 10 min (Molecular Probes) (emission peak 485 nm). The BRET ratios
were plotted as a function of the GFP/LUC fusion protein expression ratio, both fusion
proteins expression being assessed with the same cells as described above, to take into
account the potential variations in the expression of individual constructs from transfection
to transfection. As a negative control, the Rluc-TIF1B3/GFP-NLS BRET pair evaluating

random collision was used as in (Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003).

Transcriptional assays:

Transient transfections were done as described above. The firefly luciferase reporter
plasmid pGL3-5xGal4 corresponds to pGL3 vector under the control of the SV40 promoter
(Promega) and a multimerized Gal4 DNA binding sequence (AGGGTATATAATG) x5.
The Renilla luciferase vector phRluc-C1 (Perkin Elmer) (20 ng) was co-transfected to

normalize for transfection efficiency. The effector plasmid corresponds to pcDNA3.1
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(Invitrogen) in which Gal4DBD aal-147 was cloned and fused to TIF1j3, the KRAB

domain or their mutants (see description above). The total amount of transfected DNA was
kept constant by addition of the pcDNA3.1 empty vector. Histone deacetylase inhibitor
treatments were done 24 h post-transfection either with 5 mM sodium butyrate (NaBut)
(from a 3 M stock solution resuspended in PBS pH 7.5) or with 200 nM trichostatin A
(from a 300 mM stock solution resuspended in ethanol). Cell lysates were prepared 48 h
after transfection and split into two samples for determination of the luciferase activity and
assessment of the level of protein expression by Western blotting. The equivalent of 35 pg
of cell lysates was processed for the luciferase activity using the Dual GloTM luciferase

assay kit (Promega).
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RESULTS

SUMO modification of TIF1p in vivo.

Considering that sumoylation is often associated with a change in the activity of
transcriptional regulators, we wondered if TIF1[ co-repressor could be a target of SUMO
protein as previously shown for TIFla, another member of the TIF1 family (Seeler,
Marchio et al. 2001). To determine whether TIF13 could be covalently modified by SUMO
in mammalian cells, human 293T cells were transfected with HA-tagged TIF1[ in the
presence or absence of GFP-SUMOI, considering that free SUMO-1 is limited in the cells
(Saitoh and Hinchey 2000). Western blot using anti-TIF1[ revealed that the addition of
GFP-SUMOI results in the appearance of several bands migrating above the unmodified
TIF1B (Figure 1A, lanes 3 and 4). These bands of reduced mobility are predicted to
correspond to TIF1P species covalently linked to GFP-SUMO1. Accordingly, these SUMO
modified forms were lost in cells co-transfected with a SUMO specific isopeptidase,
SENP1 that cleaves SUMO from its protein substrate, but not in cells expressing its
catalytically inactive form, SENP1C603S (Figure 1B, lanes 3 and 4) (Bailey and O'Hare
2004). Further confirmation was obtained in immunoprecipitation experiments where five
slow migrating Flag-HA-tagged TIF1f species revealed by an anti-Flag antibody were also
detected by an anti-GFP antibody recognizing the GFP-SUMO1-modified TIF1B (Figure
1D, lane 6 in left and right panels).

We then obtained evidence that endogenous TIF1p was a substrate for SUMO.
Endogenous TIFIP sumoylation was detected with a specific anti-TIF1f3 antibody only
when we overexpressed either myc-SUMO1 or GFP-SUMOI1, or when endogenous
SUMO-modification of TIF1p was enhanced by using the E3 ligase, PIASy (Figure 1E,
lanes 2, 4 and 6). This suggests that only a small percentage of TIF1B is normally

covalently linked by SUMO at steady state as also reported for other sumoylated proteins
(Hay 2006).
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Altogether, these results clearly demonstrate that TIF1f is strongly sumoylated in

mammalian cells overexpressing SUMOI and that co-expression of components of the

SUMO pathway can regulate TIF13 SUMO modification.

Identification of TIF 1 SUMO modification sites.

Depending mostly on the exposure times, four to five sumoylated species were
easily detected in cells co-transfected with TIF1p and either GFP-SUMO1 or GFP-SUMO2
(Figure 1C). Thus, at least four main sumoylated sites are predicted to be present on
TIFIB. SUMOL is less likely to give rise to poly-sumoylation chain formation in vivo than
SUMO?2 since its sequence does not include a bona fide SUMO acceptor lysine involved in
SUMO chain formation (Tatham, Jaffray et al. 2001). Accordingly, even if the sumoylation
patterns obtained with SUMO1 and SUMO2 were similar (Figure 1C), our studies to
identify TIF1B sumoylation sites were done with SUMOI1. TIF1f primary sequence
encodes 42 lysine residues with only two being part of a classical sumoylation consensus
(K554 and K676). In an attempt to delimit the TIF1[ region(s) subjected to sumoylation,
carboxy-terminal deletion mutants were generated and subjected to sumoylation in vivo
either in cells co-transfected with GFP-SUMOI or not (Figure 2A-B). To ensure that all
deletion mutants are efficiently targeted to the nucleus, deletion constructs were all fused to
Gal4 DNA binding domain (Gal4DBD) which includes a nuclear localization signal. The
sumoylation pattern of deletion mutants was compared to that of wild type TIF1p also
fused to Gal4DBD. Analysis of the number and intensity of sumoylated species observed
for each deletion mutant suggest that sumoylation sites are progressively lost from Al to A4
deletion mutants (Figure 2A-B). Only the unmodified TIFIf was detected with the A4
mutant suggesting that all sumoylation sites are located in the carboxy-terminal part of
TIF1B between amino acids 482 and 834. This region of around 350 amino acids contains

13 lysine residues, including K554 and K676 (Figure 2C).
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To determine which of the 13 carboxy-terminal lysine residues of TIF1 serve as a
substrate for sumoylation, each of them were mutated to arginine residue (R) individually
or in combination. A detailed analysis of the sumoylation profile of these mutants
suggested that the first two bands migrating above the unmodified TIF1f correspond to
mono-sumoylated forms exhibiting different apparent molecular weight as also reported for
other sumoylated proteins (Long, Zuo et al. 2005; Perdomo, Verger et al. 2005).
Accordingly, as seen in Figure 2D (compare lanes 1 and 2), the second band above the
unmodified TIF1[ was strongly reduced by mutating K554 and the faint remaining signal
was completely abolished in the double K554,575R mutant (Figure 2D, lane 3). This
suggests that two distinct populations of mono-sumoylated species comigrate, one being
monosumoylated on K554 and one on K575. Considering the relative abundance of these
mono-sumoylated species, K554 appears as a major sumoylation site compared to K575.
Two additional major sumoylation sites were evidenced with the use of K779R and double
K779,804R mutants (compare lane 4 with lanes 5 and 6). These mutants led to significant
reduction in the first sumoylation band migrating just above the unmodified TIF1B. Only a
faint doublet of bands closely migrating with the species mono-sumoylated on K779 or
K804 were seen with the K779,804R mutant (lane 6). These remaining bands (less than 5%
of the sumoylation detected with wild type TIF1) are likely to correspond respectively to
the mono-sumoylation of K750 (lower band) and K676 (higher band) as demonstrated with
mutants containing five (SKR mutant) and six (6KR mutant) mutated lysines (Figure 2D,
lanes 7-9). The above results demonstrate that TIF1 includes six SUMO acceptor sites.
Our deletion and punctual mutant results also suggest that the bands migrating above the
mono-sumoylated species correspond to multi-sumoylated forms of TIF1f3 with potentially
two to six SUMO moieties linked to any of the different acceptor lysines (schema on
Figure 2D). The TIF1P species expected to contain five SUMO moieties was seen on
longer exposure of some gels. However, we have never observed the one predicted to
contain six SUMO moieties presumably because this modified species represents a very
minor product not detectable at the level of sensitivity of our assay and/or because the

sumoylation of some lysine residues is mutually exclusive. Consistent with the multi-
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sumoylation of TIF1[3, the removal of any sumoylation site by mutation of one target lysine
leads to a decrease in the intensity or in the disappearance of the highest migrating band.
Altogether, our results show that among the six potential sumoylation sites, three of them

are major sumoylation sites (K554, K779, K804) and three are minor sumoylation sites

(K575, K676 and K750).

Regulation of TIF1 transcriptional repression by sumoylation.

Knowing that TIF1f is a strong transcriptional co-repressor involved in gene
silencing, we assessed the potential impact of TIF1B sumoylation on its transcriptional
repressive properties. We used a gene reporter assay to compare the transcriptional
repressive activity of wild type TIF1B with that of various sumoylation-deficient mutants
containing target lysines mutated to arginines. Since TIF1 needs to be recruited to DNA to
repress transcription (Friedman, Fredericks et al. 1996; Kim, Chen et al. 1996; Moosmann,
Georgiev et al. 1996), both wild type and SUMO deficient mutant TIF13 effectors were
fused to Gal4DBD. This fusion protein recognizes the Gal4 response element (5xGal4UAS)
placed in front of the SV40 strong promoter that drives the expression of the luciferase
reporter gene (Figure 3A). As seen in Figure 3C, the repressive activity of wild type
TIF1B is dose-dependent, reaching a maximum of approximately 20-fold. At comparable
maximal doses, TIFIp 4KR (K554,575,779,804R), that includes mutations of the three
major sumoylation sites, represses trancription 4- to 5-fold less than wild type TIF1p. At
doses of transfected TIF1P varying in the 10-fold range, a change limited to ~1.5-fold was
observed in the repressive activity elicited by TIF13 4KR in contrast to ~4-fold increase
obtained with the wild type. This suggests that the TIF13 sumoylation deficient mutant is
unable to fully repress the luciferase reporter in our assay. A comparison of the
transcriptional repression activity of various mutants that impair sumoylation was also
carried out (Figure 3B). Interestingly, TIF1p repressive activity was progressively lost by

increasing the number of mutated sumoylation sites as observed in conditions where all
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sumoylation deficient mutants are expressed at comparable levels. These above results
strongly suggest a correlation between TIF1f repressive activity and its sumoylation

capacity.

While controversial, some studies suggested that the repressive activity of TIFIf
was partially sensitive to histone deacetylase (HDAC) inhibitors (Nielsen, Ortiz et al. 1999;
Lorenz, Koczan et al. 2001; Schultz, Friedman et al. 2001). Our results using wild type
TIF1P or a deletion mutant (AN-TIF1p), containing the previously characterized repressive
region of TIFIP including the six SUMO-targeted lysines (schema on Figure 2 B),
confirmed that treatment with sodium butyrate (Figure 3D) and another inhibitor for class I
and IT HDAC, Trichostatin A (data not shown), reduces the repressive activity of TIF1f by
approximately 30-50% (HDAC-dependent repression) (Figure 3D). In order to investigate
if there is a potential functional link between HDAC recruitment and TIF13 sumoylation,
we compared the sodium butyrate sensitivity of AN-TIFIf and its 6KR derivative that is
refractory to sumoylation. Clearly, the residual 1.5-fold repressive activity of the AN-TIF1[3
6KR mutant was not modulated by the HDAC inhibitor suggesting that the recruitment of
HDAC is SUMO-dependent (Figure 3D - left panel). Furthermore, comparative analysis of
the repression of AN-TIF1[ with that of the AN-TIF1 6KR sumoylation-less mutant in the
presence of HDAC inhibitor revealed that the SUMO-related repression (see arrow on
Figure 3D) involves both HDAC-dependent and HDAC-independent components (see

dotted arrows on Figure 3D).

Since TIFIP acts as a co-repressor indirectly recruited to DNA via DNA-binding
KRAB multifinger proteins (Friedman, Fredericks et al. 1996; Sripathy, Stevens et al.
2006), we also compared the co-repressive activity of wild type TIF1[ and its sumoylation-
deficient mutant following its indirect recruitment to DNA using a Gal4-KRAB fusion
protein (Figure 4A). Interestingly, in the presence of Gal4-KRAB, the co-repressive
activity elicited by the endogenous TIF1f was enhanced by up to 30% by adding increasing
amounts of wild type TIFIPB (Figure 4A). In contrast, the co-repressive activity was

decreased by 10% in the presence of comparable amounts of 4KR mutant suggesting that
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this sumoylation deficient mutant exerts a dominant negative effect over the repression
induced by endogenous TIF1p proteins (Figure 4A). Thus, TIF1f co-repressor activity is
clearly impaired by mutation of its major sumoylation sites. This loss of co-repressive
activity of the 4KR mutant is not due to a change in its sub-cellular localization since
TIF1p sumoylation deficient mutants display the same nuclear localization patterns as the
wild-type TIF1B (observed by immunolocalization with Flag-HA- or GFP-tagged
constructs - data not shown) nor to an impaired interaction with the KRAB domain as
shown by a BRET interaction assay in living cells (Figure 4B) (Mercier, Salahpour et al.
2002; Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003). This is evidenced by the fact that similar
BRET saturation curves were obtained when a fixed amount of Rluc-TIF1f or -TIF13 4KR
was co-expressed with increasing amount of GFP-KRAB-NLS (Figure 4B). As typically
seen when specific interactions occur, these curves showed an increase in the energy
transfer (BRET? ratio) between the RLuc fusion donor and GFP fusion acceptor until a
plateau is reached when the amount of acceptor is no longer limiting compared to the
donor. Noticeably, the BRET? ratio of Rluc-TIF1f or -TIF1p 4KR at the maximal dose of
GFP-KRAB-NLS is 4-fold higher than the one obtained with the negative control BRET
pair Rluc-TIF1BL307P/GFP-KRAB-NLS. The TIF1f L307P mutant was previously shown
to have an abrogated interaction with a KRAB domain in an in vitro experiment using the
RBCC fragment of TIF1[ (Peng, Begg et al. 2000). We also ruled out that the differential
co-repressive activity elicited by TIF1p and its 4KR mutant was due to an impaired homo-

dimerization since they exhibit similar BRET saturation curves (Figure 6A)

Noticeably, the increased repression observed when over-expressing wild type
TIF1p in the presence of Gal4-KRAB correlated with the appearance of a higher molecular
weight band characteristic of TIF1p sumoylated by endogenous SUMO (Figure 4A). This
result suggests that the Gal4-KRAB fusion favours TIF13 sumoylation as explored in detail
below (Figure 5). In contrast, the endogenous sumoylation of TIFIP transfected alone

remains undetectable in our transcriptional assays (Figure 3).
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Regulation of TIF 1 sumoylation by the KRAB domain of multifinger proteins.

Based on observations mentioned above, we investigated the possibility that the
KRAB domain could modulate the sumoylation of TIFI1P. Strikingly, co-transfection of
wild type TIFIP together with a prototypical KRAB domain (derived from ZNF74 zinc
finger protein) significantly boosts the sumoylation level of TIF1f in condition in which
GFP-SUMO was limiting (Figure SA, left panel compare lanes 1 and 2). Such
enhancement was neither observed using a non-repressive truncated version of this KRAB
domain (KRAB tr) which does not interact in vivo with TIF1p (Cote, Boisvert et al. 2001;
Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003) nor with the TIF13 L307P mutant which failed to
bind the KRAB domain as shown in vitro (Peng, Begg et al. 2000) and confirmed here in
living cells by BRET (Figures 4B and SA, left and middle panels). Importantly also, in the
presence of Gal4-KRAB, a higher molecular weight band characteristic of TIF1f3
sumoylated by endogenous SUMO appeared above the endogenous TIF1 (Figure 5B).
These results suggest that the sumoylation of TIF1P co-repressor is favoured by its
interaction with the KRAB domain. To confirm that such a domain can regulate
sumoylation of TIF1 in the context of a full length KRAB multifinger protein, we used
two isoforms of a prototypical KRAB multifinger protein, ZNF74, that include the full
length repressive KRAB domain (ZNF74-II isoform) and the non-repressive truncated
KRAB domain (ZNF74-1 isoform) used above (Cote, Boisvert et al. 2001). Only ZNF74-11
interacts with TIF1B as previously shown in living cells by BRET (Germain-Desprez,
Bazinet et al. 2003). Clearly also, only ZNF74-I1 repressive isoform increases TIF1f
sumoylation (Figure 5A, right panel).

Taken together, our results strongly suggest that the interaction of TIF1f with
KRAB domain-containing zinc finger proteins positively regulates its SUMO modification

and consequently its repressive activity.
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Requirement RBCC oligomerization motif and PHD finger integrity for efficient TIF1[

sumoylation.

TIF1B and other members of the TRIM family are suggested to function as
oligomers homo-dimerizing via their RBCC motif (Cao, Borden et al. 1997; Borden 2000;
Reymond, Meroni et al. 2001; Peng, Feldman et al. 2002; Germain-Desprez, Bazinet et al.
2003). Interestingly, we noticed that the sumoylation of TIF1 RBCC punctual mutants,
L271P and L307P, was significantly reduced compared to that of the wild type TIF1[3
(Figure 6A). These mutants were previously found to be deficient for homo-dimerization
in vitro and to exhibit a reduced homo-dimerization in cell extracts while only L307P was
found to be deficient for interaction with the KRAB domain as shown by Peng et al. (Peng,
Begg et al. 2000). Since our BRET studies also indicate altered homo-dimerization
properties of the RBCC mutants compared to the wild type TIFIf (or the 4KR mutant)
(Figure 6A), we suspected that efficient sumoylation of TIFI may require its
oligomerization. In agreement with this, a HA-tagged deletion mutant lacking the RBCC
dimerization motif, AN-TIFIP, did not show any significant sumoylation despite the
presence of the six possible SUMO-acceptor sites (Figure 6B, left panel). In contrast, a
version of AN-TIF1f fused to the heterologous Gal4 dimerization domain exhibits a ladder
of sumoylated bands (Figure 6B, lane 1 in middle panel) as typically observed for the wild
type protein. Considering these results and the fact that HA-AN-TIF1 retains a nuclear
localization (data not shown), this suggests that homo-dimerization of TIF1f is required for

its sumoylation.

As demonstrated here, the RBCC motif of TIF1B appears dispensable for its
sumoylation when replaced by a heterologous dimerization domain. Recently however,
sumoylation of another RBCC motif-containing protein, PML, was found to depend on the
integrity of part of its RBCC motif, the RING finger (Quimby, Yong-Gonzalez et al. 2006;
Shen, Lin et al. 2006). Interestingly, Capili et al. suggested structure similarity between
PML RING finger and TIF1 PHD finger which are both cysteine-rich, zinc-binding
domains (Capili, Schultz et al. 2001). To assess the potential involvement of the PHD
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finger in the sumoylation of TIF1p, we generated mutants where the PHD finger structure
was disrupted by mutating two amino acids responsible for zinc-binding (H648A,C651A)
(Capili, Schultz et al. 2001). Interestingly, the intensity of sumoylated species was strongly
reduced when the PHD finger mutations were introduced either in the Gal4-AN-TIF1f or in

the full length TIF1f (Figure 6B, middle and right panels, lanes 1 and 2).

The above results indicate that the oligomerization of TIF1f via its RBCC motif and

the structural integrity of its PHD finger domain are essential for TIF1B efficient

sumoylation.
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DISCUSSION

This study identified TIF1PB, the universal co-repressor of KRAB multifinger
proteins as a sumoylation substrate which can be either mono-sumoylated on one of its six
targeted lysines or multi-sumoylated on a combination of these lysine residues. Our results
indicate that the sumoylation of TIF1f is an essential determinant for the repressive activity
of this co-regulator of transcription and is a pre-requisite for recruitment of histone
deacetylase complexes. Interestingly, TIF13 sumoylation is shown to be dependent on its
ability to homo-dimerize. Furthermore, it can be positively modulated by its interaction
with KRAB domain-containing proteins. These results lead us to suggest that KRAB
multifinger proteins not only recruit TIFI co-repressor to target genes but also increase its

repressive activity through enhancement of its sumoylation.

TIF1p, a substrate rich in lysine residues targeted by SUMO.

Using TIF1 lysine-acceptor and carboxy-terminal deletion mutants, we provided
evidences that TIF1B possesses six SUMO-acceptor sites involved in multi-sumoylation
events. Noticeably, in the conditions of our assays using SUMOI1, we ruled out that TIFI3
is poly-sumoylated through the formation of SUMO chains on individual lysine residues.
While the vast majority of SUMO target proteins were described to contain one or two
SUMO modification sites, TIF1p3 appears as a multi-acceptor protein for SUMO such as
PML, Daxx and N-CoR (Kamitani, Kito et al. 1998; Lin, Huang et al. 2006; Tiefenbach,
Novac et al. 2006). Interestingly, all TIF1f sumoylation sites are positioned in its
repressive region which contains a PHD finger and a bromo-domain. As it has been
observed for several transcription factors, SUMO modification frequently occurs within
inhibitory or repression domains (Bies, Markus et al. 2002; Kim, Cantwell et al. 2002;
Yang, Jaffray et al. 2003).
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Only two of the six TIF1p sumoylation sites are part of the classic sumoylation
consensus sequence (WKXE/D). Among these two sites, one is characterized here as a
major (K554) and one as a minor sumoylation site (K676). No specific consensus motif
could be identified surrounding the four other SUMO acceptor sites, characterized as two
major (K779, K804) and two minor (K575, K750) sumoylation targets. During the
completion of this manuscript, three of the six sumoylation sites characterized here were

also identified by others (Lee, Thomas et al. 2006).

Analysis of sumoylation profiles revealed that the position of the targeted lysine
within TIF1p primary sequence strongly influences the migration of each TIF13 mono-
sumoylated species on denaturating polyacrylamide gel. Noticeably, closer the target lysine
is to the terminal end of the protein, the smaller is the apparent molecular weight of the

mono-sumoylated species (Figure 2D, schema).

TIF1P appears as a substrate heavily sumoylated in conditions where it is over-
expressed in the presence of SUMO. As for most sumoylated proteins, it was difficult to
obtain evidence of the sumoylation of endogenous TIF13 by endogenous SUMO. However,
we revealed such endogenous modification in cells transfected with either a SUMO E3

ligase, PIASy, or a KRAB domain reported here to enhance TIF1 sumoylation.

TIF1p sumoylation, a pre-requisite for transcriptional repression.

Our functional assays strongly suggest that the transcriptional repression mediated
by TIF1p requires its post-translational modification by SUMO, an observation also made
for other transcriptional regulators such as Sp3, Elk-1 and BKLF transcription factors
(Ross, Best et al. 2002; Yang and Sharrocks 2004; Perdomo, Verger et al. 2005) or co-
regulators such as p300, CtBP and N-CoR (Girdwood, Bumpass et al. 2003; Lin, Sun et al.
2003; Tiefenbach, Novac et al. 2006). Reducing the number of TIF13 SUMO acceptor sites
by mutating single, double and multiple sumoylation target lysine residues progressively

decreased TIFIB- dependent transcriptional repression to near a basal repressive level.
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Remarkably, a TIF1p sumoylation deficient mutant in which all the target lysine residues
were mutated to arginine residues prevents almost completely the TIFIB-dependent
repression activity. This is suggesting that the TIF1 repressive ability is mostly dependent
on its capacity to be covalently modified by SUMO proteins.

Since no obvious difference has been observed in the sub-cellular localization of
wild type TIF1pB and its various sumoylation deficient mutants (TIF13 4KR and -6KR)
(data not shown), it is unlikely that a variation in their sub-cellular distribution contributes
to their differential transcriptional repressive activity. Previous studies trying to decipher
the mechanisms involved in the repressive activity of sumoylated proteins have suggested
that SUMO displays an intrinsic repressive activity when directly targeted to DNA as a
Gal4-SUMO fusion (Ross, Best et al. 2002; Chupreta, Holmstrom et al. 2005).
Furthermore, it was shown that the covalent attachment of SUMO promotes recruitment of
HDAC complexes and thus inhibition of transcription both in conditions where SUMO 1is
fused with transcriptional regulators to generate a chimera (Ross, Best et al. 2002; Shiio
and Eisenman 2003) or is conjugated to the e-NH2 group of a lysine residue from target
proteins (Girdwood, Bumpass et al. 2003; Yang and Sharrocks 2004; Gong, Brackertz et al.
2006). Importantly, we found that the SUMO-dependent repressive activity of TIFIP is
accounted both by HDAC-dependent and HDAC-independent mechanisms. This is
consistent with the recent results of Lee et al. showing that TIF13 sumoylation correlates
with both an attenuation of histone H3 acetylation (H3-K9, -K14) and with an enhancement
of histone H3 di-methylation (H3-K9) at a specific TIF1 targeted promoter (Lee, Thomas
et al. 2006). Since TIF1p is known to interact with Mi2-a, a zinc finger helicase which is
part of NuRD histone deacetylase complexes, as well as with the SETDBI
methyltransferase (Schultz, Friedman et al. 2001; Schultz, Ayyanathan et al. 2002), it is
tempting to speculate that the recruitment of these repressive enzymatic activities is
modulated by TIF1p sumoylation status. This may occur as a result of a differential
interaction of the sumoylated and un-sumoylated forms of TIFIf with these enzymatic

complexes. Interestingly, a recent paper identified SETDB1 as a protein which directly
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interacts with SUMO?2 (Rosendorff, Sakakibara et al. 2006). Since the interaction of TIFIf3
and SETDBI1 has been previously characterized by yeast-two hybrid and co-
immunoprecipitation experiments (Schultz, Ayyanathan et al. 2002), it remains to be
determined whether this interaction is direct or indirect and if it requires TIFIf3

sumoylation.

TIF1p sumoylation is regulated by its interaction with KRAB-containing proteins and

requires TIF1p oligomerization.

TIF1p, a ubiquitous and abundant protein, is believed to function as the obligate co-
repressor for KRAB multifinger proteins which are mostly expressed in stage-specific and
tissue-specific manner during vertebrate’s development (Kim, Chen et al. 1996). In the
present study, we demonstrate that KRAB domain-containing proteins positively modulate
TIF1PB sumoylation, owing to their direct interaction with TIF13 RBCC motif. Thus, the
recruitment of TIF1[B to gene promoters regulated by KRAB multifinger proteins and its
subsequent KRAB-induced sumoylation may represent a specific and unique way to
enhance the repressive activity of TIFIP at selected promoters. This could explain why
only a small proportion of endogenous TIF1 is SUMO modified at a steady state. It must
be acknowledged that most of our work was done with transient transfections and Gal4-
based systems. Thus, further studies should confirm the importance of TIF13 sumoylation
in gene repression and its regulation by KRAB-containing proteins at promotors in

chromatinized and natural chromatin contexts.

While it is generally recognized that TIF1f can repress gene transcription when
targeted to DNA through KRAB domain interaction, a few studies have found that TIF1[3
could also behave as a transcriptional co-activator (Chang, Chen et al. 1998; Hsu, Yang et
al. 2001). More specifically, TIF1[3 has been characterized as a co-activator when recruited
by transcriptional regulators such as C/EBPJ, the glucocorticoid nuclear hormone receptor

and the TRIP-Br family members (Chang, Chen et al. 1998; Hsu, Yang et al. 2001). Thus,
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one could propose that specific protein interactors such as KRAB multifinger proteins may
regulate TIF1P repressive activity by stimulating its sumoylation, a pre-requisite for
efficient recruitment of repressive enzymatic complexes. In contrast, other protein
complexes, such those described above, may prevent TIF1 sumoylation and switch this
co-regulator into a co-activator with the capacity to recruit activating enzymatic complexes.
In such case, sumoylation may represent a critical determinant by which TIF1f is

regulated.

At least two hypotheses, not mutually exclusive, can be proposed to explain how the
KRAB domain increases TIF1[ sumoylation. First, it could induce a TIF13 conformational
change favouring its interaction with the sumoylation machinery and/or a better
accessibility of TIFIf sumoylation sites. We ruled out however the possibility that the
KRAB domain itself recruits UBC9, the E2 conjugating enzyme for SUMO (data not
shown). Second, since the present study demonstrates that efficient sumoylation of TIFI
requires its oligomerization, an attractive possibility, is that KRAB domains may enhance
TIF1B sumoylation by reinforcing its oligomerization. Consistent with this hypothesis, an
other group suggested that KRAB domain can stabilize TIF1B homo-oligomers formation
in vitro (Peng, Begg et al. 2000). Our previous results also demonstrated that a KRAB
domain-containing protein, ZNF74, can bind to TIF1[ oligomers in living cells suggesting
that oligomers represent the transcriptionally active species (Germain-Desprez, Bazinet et
al. 2003). Interestingly, a dimerization-dependent sumoylation has also been reported for at
least two other proteins, namely HDAC4 and PML (Kirsh, Seeler et al. 2002; Kim, Kim et
al. 2005). In the case of PML, it was recently suggested that its dimerization favours its
auto-sumoylation, a process requiring the presumed intrinsic SUMO E3 ligase activity of
the PML RING finger (Quimby, Yong-Gonzalez et al. 2006; Shen, Lin et al. 2006). Since
we found here that TIFIP efficient sumoylation also requires the integrity of its PHD
finger, a domain reported to be structurally related to the RING finger of PML (Capili,
Schultz et al. 2001), further studies will determine if the TIF13 PHD finger may exhibit a
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SUMO E3 ligase activity allowing the auto-sumoylation of this strong co-repressor of

transcription.

While the number of SUMO target proteins is still growing, the physiological
determinants regulating their specific sumoylation remain unknown. We report here that
members of a family of transcription factors recruiting specifically the co-repressor TIF1[3
can modulate its sumoylation and consequently its repressive activity. Further studies will
determine if sumoylation may antagonize other post-translational modifications of TIF1[3

co-regulator.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1- SUMO modification of TIF1p in vivo.

A-C) Sumoylation of tagged-TIF1p (2 pg) in the presence or absence of GFP-SUMO1 (0,5
-1 pg), GFP-SUMO2 (3 pg), SENP1 (3 pg) and SENPC603S (1 pg) revealed by
immunoblot (IB) of 293T whole cell extracts. D) Sumoylation of immunoprecipitated Flag-
HA-tagged-TIF1B (2 pg) in the presence or absence of GFP-SUMOI (2 pg) revealed by
anti-Flag and anti-GFP immunoblots. The input lanes correspond to 1.25% of the whole
cell extracts used for the immunoprecipitation (IP). With the anti-GFP antibody, the signal
obtained is proportional to TIF1p concentration and the number of GFP-SUMO molecules
linked to TIF1B sumoylated species. E) Sumoylation of endogenous TIF1f in the presence
or absence of transfected myc-SUMOI1 (6 pg), GFP-SUMO (2 pg) or Flag-PIASy (1,5 pg)
revealed by immunoblot of 293T whole cell extracts. Arrow heads point to the unmodified
TIF1B. On panel D, arrows point to the SUMO-modified TIF1p species. On panel A to C,
the star identifies TIF1p modified by endogenous SUMO. NS, signifies a non specific
cross-reacting band. The calibrated molecular mass of prestained marker proteins is

indicated in kDa.

Figure 2- Identification of TIF1f sumoylation sites.

A) Sumoylation profiles of Gal4dDBD-TIF1p and C-terminal deletion mutants (A1-A4) (3
ng) co-transfected (left) or not (right) with GFP-SUMOI (3 pg) revealed by immunoblot of
293T whole cell extracts; the faster migrating dark band corresponds to the unmodified
TIF1B. For the GFP sumoylation, a longer exposure is shown for Al and A2 mutants (last
two lanes). For the wild type protein and C-terminal deletion mutants (lane 1-5, right
panel), stars identify TIFIf species modified by endogenous SUMO. B) Schematic
representation of the full length 834 amino acids TIFIP and mutants. The characterized

domains represented are the RING finger, B box 1, B box 2, coiled-coil domain, HP1BD
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(HP1 Binding Domain), PHD (Plant-Homeo Domain) finger and Bromo-domain. Mutated
residues used in this study are indicated. C) Illustration of the amino acid context
surrounding TIF1f sumoylation target lysines. Target lysine residues are in bold and those
that are part of a classical WKXE consensus sequence are underlined. D) Sumoylation
profiles of lysine to arginine mutants of Gal4DBD-TIF1f (2-3 pg) in the presence of GFP-
SUMOL1 (2 pg) revealed by immunoblot of 293T whole cell extracts. Arrow head points to
the unmodified TIF1B. Arrows point to the bands containing mono-sumoylated species and
the modified lysine is indicated. A schematization of the sumoylation profile is provided on
the right. Brackets identify mono- and multi-sumoylated species and bands in parentheses
correspond to TIF1[ species containing potentially five (observed on some blots) or six

SUMOs (never detected).

Figure 3- Regulation of TIF1B transcriptional repression by sumoylation.

A) Schematic drawing of luciferase reporter and Gal4-effector plasmids. The luciferase
reporter is under the control of the strong SV40 promoter, five consensus Gal4 UAS
(5xGal4UAS) and the SV40 enhancer sequence (SV40 E). Effectors proteins correspond to
wild type TIF1p, its lysine to arginine mutants or KRAB domain. B-C) Transcriptional
activity of TIF1fB wild type and sumoylation-less mutants directly recruited to the luciferase
reporter. All transient transfections were done in 293T cells using 200 ng of reporter
plasmid and a fixed amount of Gal4dDBD-TIF1[3 effectors as indicated in (B) or increasing
amounts of either Gal4ADBD-TIF1 WT or K554,575,779,804R (4KR) mutant (from 25 to
300 ng) (C). Fold repression represents the ratio of luciferase activity measured for the
reporter alone to the activity measured in the presence of the indicated effector proteins
after normalization for transfection efficiency. Error bars represent the standard deviation
for at least three independent experiments performed in duplicate or triplicate. D) Effect of
sodium butyrate, a class I and Il HDAC inhibitor, on the transcriptional activity of TIFI
wild type and its sumoylation-less mutant. Transfections were done using 200 ng of

reporter with 500 ng of the Gal4dDBD-ANTIF1B or 100 ng of the Gal4DBD-TIF1f3
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constructs for untreated cells. Considering the observed ~ five-fold increase in the
expression of TIF1fB and the normalizing Renilla luciferase in sodium butyrate treated cells,
the amount of Gal4DBD-effectors (Gal4DBD-ANTIF1f 100 ng or Gal4DBD-TIF1 20 ng)
was adjusted to obtain similar protein expression in treated and untreated cells. Expression
of the reporter plasmid was unaffected by the sodium butyrate treatment as seen on the
figure. Cells were treated with sodium butyrate 24 h post-transfection and recovered 24 h
later for transcriptional assays. Error bars represent the standard deviation for at least three
independent experiments performed in duplicate. SUMO-related repression (arrow) is
composed of HDAC-dependent and HDAC-independent components (dotted arrows). For
all assays (B-D), the expression level of TIF13 was assessed by immunoblots of 293T
whole cell extracts from pooled duplicate or triplicate samples derived from one

independent experiment.

Figure 4- Regulation of TIF1 transcriptional co-repression by sumoylation.

A) Co-repressor activity of TIF1p wild type and sumoylation-less mutant recruited to the
luciferase reporter by a KRAB domain. Transfections were done in conditions where the
endogenous TIF1B becomes limiting using 600 ng of luciferase reporter, 200 ng of
Gal4DBD-KRAB and increasing amounts of wild type or 4KR Flag-HA-TIFI1 (up to 480
ng). The percentage of change in repression due to the transfected TIF13 and KRAB
domain constructs was evaluated relative to the observed 10-fold repression of the reporter
luciferase activity elicited by the KRAB domain construct alone. A typical experiment out
of three performed in duplicate is presented. The duplicate are within 5,5%. The expression
level of TIF1P or KRAB domain proteins was assessed by immunoblots of 293T whole cell
extracts from pooled duplicate samples derived from one independent experiment. ). Stars
identify TIF1B species modified by endogenous SUMO. B) BRET’ titration curves
showing interaction in living mammalian cells between the KRAB domain and full length
wild type TIF1B and mutants. The BRET? pairs tested were Rluc-TIF1pB (o), Rluc-TIF1p
4KR (O) or Rluc-TIF1f L271P (0) used in fixed amount (in the range of 1-2 pg) with
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increasing amounts of GFP-KRAB-NLS (from 0,2 to 8 pg). Rluc-TIF18 L307P/GFP-
KRAB-NLS BRET? pair (A) was used as negative control. For each pair, data of three

independent experiments performed in duplicate were pooled. The data were represented as

described in EXPERIMENTAL PROCEDURES.

Figure 5- Regulation of TIF1p sumoylation by KRAB domain-containing proteins.

A) KRAB domain-containing proteins promote TIF1B sumoylation. Sumoylation profiles
of wild type HA-tagged-TIF1B (2 pg) (left panel) and HA-TIF1B-L307P deficient for
KRAB domain interaction (2 pg) (middle panel) with limiting amount of GFP-SUMOI (1
pg) in the presence or absence of either the full-length KRAB domain (Gal4-KRAB, 1 ng)
or a truncated KRAB domain (Gal4-KRAB tr) as revealed by immunoblot of 293T whole
cell extracts. In the right panel, either the myc-tagged KRAB domain-containing ZNF74-11
isoform (7 pg) or its KRAB domain truncated isoform, ZNF74-1 (7 ug) were used instead
of Gal4-KRAB constructs. Similar expression level of Gal4DBD-fusion, ZNF74 isoforms
and GFP-SUMO1 were ascertained by immunoblot and total fluorescence measurement,
respectively. B) The endogenous sumoylation of endogenous TIF1f is enhanced in the
presence of a full-length KRAB domain (Gal4-KRAB 6 ug). Arrow heads point to the
unmodified TIFIB. A star identifies the endogenous TIFI species modified by
endogenous SUMO.

Figure 6- TIF1P sumoylation status depends on the integrity of its homo-dimerization

domain and of its PHD finger domain.

A) TIF1B optimal sumoylation requires an intact RBCC motif. Sumoylation profiles of
wild type HA-tagged-TIF1f (1,5 pug) and coiled-coil mutants (L271P or L307P, 2,5 pg) in
the presence of GFP-SUMOI (1 pg) revealed by immunoblot of 293T whole cell extracts.
BRET?” titration analysis showing homo-dimeric interaction of TIF1p wild type, its coiled-

coil domain mutants or its sumoylation-less mutant in living 293T cells. The BRET? pairs
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tested were Rluc-TIF1B/GFP-TIF1 (e), Rluc-TIF1B L271P/GFP-TIF1p L271P (©), Rluc-
TIF1B L307P/GFP-TIF1B L307P (A), Rluc-TIF1p 4KR/GFP-TIFIf 4KR (O) and the
negative control pair Rluc-TIF13/GFP-NLS (). Briefly, 293T cells were transfected with
fixed amount of Rluc fusion protein (in the range of 1-2 pug) and increasing amounts of
GFP fusion protein (from 0,05 to 6 pg). For each pair, data of at least three independent
experiments performed in duplicate were pooled. The data were represented as described in
EXPERIMENTAL PROCEDURES. B) TIF1B sumoylation depends on its homo-
dimerization and on the integrity of the PHD finger domain. Comparison of the
sumoylation profiles obtained in 293T cell extracts between wild type HA-tagged-TIF1 (2
ug) and an HA-tagged-AN-TIF 1B mutant devoid of the RBCC homo-dimerization motif (2
ug) (left panel), Gal4-AN-TIF1f (10 pg) and its derivative mutated in the PHD finger
(middle panel) as well as Gal4-TIF1p and its derivative mutated in the PHD finger
combined as shown in the right panel. GFP-SUMOI1 (1 pg in right panel or 2 pg) was co-
transfected with TIF1[ constructs. For each experiment, the total GFP fluorescence was
measured to confirm equivalent GFP-SUMOI1 expression level. Arrow heads point to the

unmodified TIF1f.
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2 Préambule de la seconde étude

Dans le premier manuscrit nous avons déterminé que la modification par SUMO du
co-régulateur TIF1P régule ses capacités de corépresseur. De plus, nos résultats suggeérent
que la SUMOylation de TIF1f est impliquée dans la formation de complexes répresseurs.
Ainsi, sachant que la plupart des protéines de la machinerie de SUMOylation (SUMO,
UBCO9 et les protéines PIAS) sont associées a des complexes répresseurs, nous avons
postulé que SUMO régulait la formation de ces complexes et plus spécifiquement
I’interaction entre UBC9 et PIAS1. De plus, en utilisant UBC9 et PIAS1 comme couple
modele d’enzymes E2 et E3 ce projet s’est inscrit dans la continuité des recherches visant a
identifier les déterminants moléculaires qui gouvernent la spécificité des interactions entre

les enzymes de conjugaison E2 et les enzymes de ligation E3.

Les résultats présentés dans ce chapitre sont exposés sous la forme d’un article
scientifique prét a étre soumis dans la revue EMBO. Avec Muriel Aubry, j’ai concu les
expériences, généré les constructions, réalisé les expériences et analysé les résultats se
rapportant aux essais de BRET et de génes rapporteurs. Patricia Estephan a reproduit
certaines des expériences de BRET et de génes rapporteurs. Avec James G. Omichinski,
j’ail contribué a la conception et a I’analyse des résultats ayant attrait aux expériences de
calorimétrie 4 titrage isotherme et de RMN ("H-""N HSQC) et j’ai généré les constructions
s’y rapportant. Avec Matthieu Lussier-Price et Laurent Cappadocia, j’ai participé a la
production ainsi qu’a la purification des protéines d’intérét. Luca Raiola et Laurent
Cappadocia ont été¢ impliqués dans 1’acquisition des spectres RMN. Finalement, j’ai rédigé
le présent manuscrit qui a, par la suite, été¢ corrigé par James G. Omichiniski et Muriel

Aubry.
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SUMMARY

Post-translational modifications with Ubiquitin-like proteins (Ublps) require three
sequentially acting enzymes (E1, E2 and E3) that unambiguously recognize each other. In
humans, more than twenty E2s and at least five hundred RING-type E3s function in
Ubiquitination. In contrast, the SUMOylation machinery utilizes a single E2 (UBC9) and a
limited number of RING-type E3s (PIAS proteins). Therefore, the SUMOylation
machinery represents an ideal model for investigating the pairing of E2 and E3 enzymes.
Our biochemical and functional studies reveal that UBC9 and PIAS1 engage both in a
canonical E2:E3 interaction as well as assembling into a non-covalent ternary complex with
SUMO proteins. In the ternary complex, SUMO functions as a bridge by forming non-
overlapping interfaces with both UBC9 and PIAS1. Moreover, our data indicates
phosphorylation of serine residues adjacent to the PIAS1 SUMO-interacting Motif (SIM)
enhances formation of the ternary complex and that UBC9-dependent transcriptional
repression is dependent on its non-covalent interactions with both SUMO and PIAS. Taken
together, the data enhances our knowledge concerning the mode of action of the E2 and E3
enzymes of the SUMO pathway and establishes a framework for investigations in other

Ublps systems.



169
INTRODUCTION

Post-translational modifications (PTMs) by ubiquitin-like proteins (ublps) occur on
a large number of target proteins altering their functions or metabolism and subsequently
cell response to stimuli. The covalent coupling of ublps family members (ubiquitin,
NEDDS, SUMO, ISG15) to specific substrate proteins is achieved through a series of
sequential steps involving three distinct enzymatic activities (E1 activating enzyme, E2
conjugating enzyme and E3 ligase) (Schulman 2011). The ubiquitination machinery has
been extensively studied and it is currently known that the human genome encodes two E1
enzymes, more than twenty E2 enzymes and approximately five hundred RING-type E3
ligases (Deshaies and Joazeiro 2009; Schulman and Harper 2009; van Wijk and Timmers
2010). The appropriate pairing of E2 and E3 enzymes is an important determinant for target
recognition specificity and subsequent ubiquitination (Christensen and Klevit 2009).
Considering the number of possible combination of E2 and E3 enzymes, it is a challenging
process to identify the functional ubiquitin E2:E3 pair required for ubiquitination of a given
substrate and to understand the molecular basis that control specific interactions by ublps.

Human cells possess at least three functional SUMO proteins (SUMOI, 2 and 3)
that share a similar three-dimensional structure with ubiquitin and NEDDS8 despite having
~20% sequence identity (Boddy, Howe et al. 1996; Matunis, Coutavas et al. 1996; Okura,
Gong et al. 1996; Shen, Pardington-Purtymun et al. 1996; Mahajan, Delphin et al. 1997;
Saitoh, Pu et al. 1997; Bayer, Arndt et al. 1998; Chen, Mannen et al. 1998; Kamitani, Kito
et al. 1998; Liu, Jin et al. 1999). In comparison to other known ublp systems, the
SUMOylation machinery appears to be the simplest in terms of possible E2:E3
combinations (Gareau and Lima 2010). In the SUMOylation pathway, there is a single E1
activating enzyme (SAE1/SAE2 heterodimer), a single E2 conjugating enzyme (UBC9) and
a limited number of RING-type E3 ligases [the Siz/PIAS (yeast/human) family members]
(Desterro, Thomson et al. 1997; Gong, Kamitani et al. 1997; Johnson and Blobel 1997;
Johnson, Schwienhorst et al. 1997; Okuma, Honda et al. 1999; Johnson and Gupta 2001;
Kahyo, Nishida et al. 2001; Takahashi, Kahyo et al. 2001; Takahashi, Toh-e et al. 2001).
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Like ubiquitin and NEDDS, SUMO proteins need to be activated prior to their conjugation
to target proteins (Hay 2007). This maturation step, performed by the SUMO-specific
proteases (SENPs), results in the cleavage of the carboxyl-terminal residues to expose a di-
glycine motif that is required for SUMO adenylation in an Mg*‘and ATP-dependent
reaction by the SUMO El enzyme SAEI/SAE2 (Johnson, Schwienhorst et al. 1997).
Similar to the activation step for ubiquitin, the adenylated SUMO is attacked by the
catalytic cysteine residue of the E1 enzyme resulting in the formation of a thioester bond
(Olsen, Capili et al. 2010). The thioester-bound SUMO is then transferred to the catalytic
cysteine residue of the SUMO E2 conjugating enzyme, UBC9, before being covalently
linked to the target lysine residue of the substrate protein (Johnson, Schwienhorst et al.
1997; Desterro, Rodriguez et al. 1999; Okuma, Honda et al. 1999). Unlike what is observed
with ubiquitination sites, a large proportion of SUMO-modified lysine residues are found
withinin consensus motifs corresponding to the sequence WyKxE/D (Rodriguez, Dargemont
et al. 2001). This is consistent with the fact that a single E2-conjugating enzyme functions
in the SUMOylation pathway and with the uniqueness of the catalytic cleft of UBC9
(Sampson, Wang et al. 2001).

The SUMO E2 conjugating enzyme UBC9 shares a similar catalytic core and
tertiary structure (the UBC fold) with all other known ublp E2 conjugating enzymes (van
Wijk and Timmers 2010). However, the surface electrostatic potentials of the UBC9
interfaces involved in interactions with the E1 enzyme and SUMO differ considerably from
those found in other ublp E2s (Giraud, Desterro et al. 1998; Liu, Jin et al. 1999). These
differences appear to allow UBC9 to form specific interactions with various components of
the SUMOylation machinery including the E3 ligases. To date, four structurally unrelated
SUMO E3 ligases have been identified in mammalian cells. These include the PIAS family
members, RanBP2, PC2 and Topors (Sachdev, Bruhn et al. 2001; Kotaja, Karvonen et al.
2002; Pichler, Gast et al. 2002; Schmidt and Muller 2002; Kagey, Melhuish et al. 2003;
Weger, Hammer et al. 2005). Among them, the members of the Siz/PIAS family (PIAS-1
to -4, Sizl and -2) belong to the SP-RING-type (for Siz/PIAS-RING) SUMO E3 ligases
that share a number of characteristics with the RING-type ubiquitin E3 ligases. In
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particular, RING E3 ligases appear to act as scaffold proteins that position both the ublp
loaded E2 conjugating enzyme and the substrate in order to allow modification of the target
lysine residue (Yunus and Lima 2009). Moreover, a unifying theme among the SUMO E3
ligases is their ability to interact non-covalently with SUMO proteins via their SUMO
Interacting Motifs (SIMs), which appears to be required for the activity of select SUMO E3
ligases (Takahashi, Kahyo et al. 2001; Kotaja, Karvonen et al. 2002; Weger, Hammer et al.
2003; Reverter and Lima 2005; Tatham, Kim et al. 2005; Merrill, Melhuish et al. 2010).
These non-covalent interactions between SUMO proteins and their cognate E3 ligases
seems to be shared among other ublp E3 ligases, since several ubiquitin E3 ligases display
ubiquitin Binding Domains (UBDs) that contribute to specificity of the ubiquitination
process (Davies, Ettenberg et al. 2004; Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008; Smit,
Monteferrario et al. 2012).

To better understand the mechanisms that govern the correct selection of E2:E3
combinations in ublps, we attempted to identify key determinants that regulate interactions
between the SUMO E3 ligase PIAS1 and the SUMO E2 conjugating enzyme UBC9. Based
on structure and sequence guided mutational analysis, we performed a series of in vivo and
in vitro experiments to help define the interaction interfaces formed between SUMO,
PIAS1 and UBC9. Based on our results, we conclude that PIAS1, UBC9 and SUMO form a
ternary complex through a series of non-covalent interactions, where SUMO functions as a
bridge to link PIAS1 and UBC9. While the covalent modifications of UBC9 by SUMO are
not required for the formation of the ternary complex, the SUMO:UBC9 non-covalent
interactions appear to enhance the ability of UBC9 to interact with PIAS1 within the
ternary complex. In addition to their non-covalent interactions with SUMO in the ternary
complex, PIAS1 and UBC9 also engage in a canonical E2:E3 RING interaction with each
other, where specific residues of the PIAS1 SP-RING domain directly interact with the L4
loop of UBC9 loop. Moreover, our data support a model whereby the formation of a
PIAS1:SUMO:UBCY ternary complex has the capacity to function in transcriptional
repression and its formation is regulated by the phosphorylation status of the SIM module

of PIASI.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Expression vectors

BRET constructs

Human UBC9 c¢DNA (GenBank™ accession number U45328.1) was isolated from a
human fetal brain MATCHMAKER cDNA library (Clontech) and cloned as a blunted
NotI-Spel fragment into a blunted BamHI digested pBluescript SK" vector. A SK™-UBC9-
ASTOP codon construct was generated using site directed mutagenesis (Stratagene).
UBC9-ASTOP was cloned as a Sacl-Apal fragment into pGFP2N2 vector (PerkinElmer
Life Sciences) and as a blunted Sacl-Apal fragment into a EcoRV-Apal digested
pHRLucN2 vector (PerkinElmer Life Sciences). All the UBC9 mutants (UBC9-ASTOP,
UBC9-R13A, UBC9-K14R, UBC9-R17A, UBC9-H20D, UBC9-F22A, UBC9-P69A,
UBC9-C93S, UBC9-C93A, UBC9-P105A) were generated by site directed mutagenesis
and verified by DNA sequencing. Human PIAS1 ¢cDNA (GenBank™ accession number
NM 016166.1) was isolated from a human fetal brain MATCHMAKER cDNA library and
cloned as a EcoRI-Xhol fragment into pBluescript SK ™ vector. PIAS1 was sub-cloned as a
EcoRI-Kpnl fragment into pHRLucC1 vector (PerkinElmer Life Sciences). All the PIASI
mutants [PIAS1-L337A, PIASI-SIMmt (PIASI-V457A-V459A-1460A-L462A-1464A),
PIAS1-3SA (PIAS1-S466A-S467A-S468A), PIAS1-3SD (PIAS1-S466D-S467D-S468D)]
were generated by site directed mutagenesis and verified by DNA sequencing. PIAS1-5EA
(PIAS1-E470A-E471A-E472A-E473A-E474A) was ordered (Bio Basic) as a Xbal-Kpnl
fragment and sub-cloned into pHRLuc-PIAS1 in replacement of the wild-type fragment and
verified by DNA sequencing. The non conjugable version of human SUMO1 (GenBank ™
accession number U67122.1) and of human SUMO2 (GenBank™ accession number
X99585.1) fused to pGFP10 were generated by site directed mutagenesis from pGFP10-
SUMOI1 and pGFP10-SUMO2 (Mascle, Germain-Desprez et al. 2007), mutating the
SUMO di-glycine motif to alanine residues. All the SUMOI mutants [SUMOImt
(SUMOI1-F36A-K37A-K39A-K45A-K46A) and SUMOI1-E67R] and the SUMO2 mutant
(SUMO2-D63R) were generated by site directed mutagenesis starting from the cDNAs
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encoding the non-conjugable forms of SUMOI and SUMO?2 respectively. All the SUMO

constructs were verified by DNA sequencing.

Recombinant protein constructs

The sequences encoding for the human PIAS1-SIM peptide (residues 456-480), PIAS2-
SIM peptide (residues 466-489, GenBank'™ accession number NM_173206.3) and the
PIAS1-SIM-3SD peptide (S466, S467, S468 mutated to aspartic acid) were ordered as
oligo-nucleotides (Integrated DNA Technologies) with BamHI and EcoRI restriction
enzymes sites, 5’phosphorylated, annealed and cloned as BamHI-EcoRI fragments into
pGEX-2T vector (GE Healthcare). SUMOI1 (residues 2-97 of human SUMO1) cDNA was
PCR amplified from pGFP10-SUMO1 (Mascle, Germain-Desprez et al. 2007) and cloned
as a Xbal fragment into pGEX-4T3 vector (GE Healthcare). A SUMO1-C52A point mutant
was generated using site directed mutagenesis. SUMO?2 (residues 1-93 of human SUMO2)
cDNA was PCR amplified from pGFP10-SUMO2 (Mascle, Germain-Desprez et al. 2007)
and cloned as a BamHI-EcoRI fragment into pGEX-2T vector. UBC9 (residues 1-158 of
human UBC9) ¢cDNA was PCR amplified and cloned as a BamHI-EcoRI fragment into
pGEX-2T vector. All the constructs were verified by DNA sequencing.

Transcriptional assay constructs

Human UBC9 cDNA sequence in fusion with Gal4DBD-(1-147) (which encodes a nuclear
localization signal) was cloned as a BsrGI-BamHI fragment in pcDNA3.1-Gal4DBD
vector. All the UBC9 mutants (UBC9-K14R, UBC9-R17A, UBC9-H20D, UBC9-C93S,
UBC9-C93A, UBC9-D100A-K101A, UBC9-P128A, UBC9-Y134A) were generated by

site directed mutagenesis and verified by DNA sequencing.

Transient transfections
Human embryonic kidney 293T cells (HEK 293T) maintained in Dulbecco's modified
Eagle's medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Wisent), 100 pg/ml penicillin

and streptomycin, | mM L-glutamine were seeded at a density of ~ 1 x 10° cells per 100-
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mm dish for BRET experiments, and ~ 2 x 10° in 6-well plates for transcriptional assays.
Transient transfections of plasmids were performed on the following day using the calcium
phosphate precipitation method except for transcription assays where FuGENE transfection
reagent (3 pul/1 pg DNA) (ThermoFisher) was used. The total amount of transfected DNA
was kept constant (10 pg for 100-mm dishes and 1 pg for 6-well plates).

BRET experiments

The BRET assays were conducted as previously described in (Germain-Desprez, Bazinet et
al. 2003). Cells transiently transfected with the luciferase donor and GFP acceptor were
resuspended and distributed in 96-well plates. Upon addition of the cell permeant luciferase
substrate (coelenterazine deep blue, PerkinElmer Life Sciences), the bioluminescence
signal resulting from its degradation was detected using a 370—450-nm band pass filter
(donor emission peak 400 nm). The energy transferred resulting in a fluorescence signal
emitted by the GFP acceptor (excitation peak 400 nm, emission peak 510 nm) was detected
using a 500-530-nm band pass filter. The BRET signal (BRET ratio) was quantified by
calculating the acceptor fluorescence/donor bioluminescence ratio as previously reported in
(Mercier, Salahpour et al. 2002). Expression level of each construct was determined by
direct measurements of total fluorescence and luminescence on aliquots of transfected cell
samples. The GFP total fluorescence was measured using a Fusion alpha FP (Packard) with
an excitation filter at 425 nm, an emission filter at 515 nm. The total luminescence was
measured using the same cells incubated with coelenterazine H for 10 min (Molecular
Probes) (emission peak 485 nm). The BRET ratios were plotted as a function of the
GFP/Luc fusion protein expression ratio, both fusion proteins expression being assessed
with the same cells as described above, to take into account the potential variations in the

expression of individual constructs from transfection to transfection.

Transcriptional Assays
Transient transfections were done as described above. The firefly luciferase reporter

plasmid pGL3—5xGal4 corresponds to pGL3 vector under the control of the SV40 promoter
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(Promega) and a multimerized Gal4 DNA binding sequence (AGGGTATATAATG) x5.
The Renilla luciferase vector phRluc-C1 (PerkinElmer Life Sciences) (20 ng) was co-
transfected to normalize for transfection efficiency. The effector plasmid corresponds to
pcDNA3.1 (Invitrogen) in which Gal4DBD-(1-147) was cloned and fused to UBC9 and
mutants (see description above). The total amount of transfected DNA was kept constant by
addition of the pcDNA3.1 empty vector. Cell lysates were prepared 48 h after transfection
and split into two samples for determination of the luciferase activity and assessment of the
level of protein expression by Western blotting. The equivalent of 35 pg of cell lysates was

processed for the luciferase activity using the Dual GloTM luciferase assay kit (Promega).

Induction and Purification of Glutathione S-Transferase (GST) Fusion Proteins

SUMO1, SUMO?2, UBC9, PIAS1-SIM, PIAS1-SIM-3SD, and PIAS2-SIM were expressed
as GST-fusion proteins in E. coli host strain TOPP2 (Stratagene). The cells were grown at
37°C in Luria Broth media, and protein expression was induced for ~4 h at 30°C with 0.7
mM isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (Inalco). The cells were harvested by
centrifugation and resuspended in lysis buffer (20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 M NacCl, 0.2
mM EDTA, and 1 mM DTT). The cells were then lysed by being passed through a French
press and centrifuged at 35,000 g for 1 h at 4°C. The supernatant was then collected and
incubated for 1 h with glutathione—Sepharose (GSH) resin (GE Healthcare) at 4°C.
Following incubation, the resin was collected by centrifugation and extensively washed
with lysis buffer and phosphate-buffered saline (PBS) (10 mM Na,HPO4, 2 mM
KH,PO4 (pH 7.4), 140 mM NaCl, and 3 mM KCI). The resin bound proteins were
incubated 2 h with 100 units of Thrombin (Calbiochem) in order to cleave the GST tag
from proteins. The SUMO and UBCY9 proteins were then eluted in PBS and dialyzed
against Sodium Phosphate buffer (20 mM Sodium Phosphate, | mM EDTA, | mM DTT) at
an appropriate pH. For further purification, a Q-Sepharose High Performance column (GE
Healthcare) was used for SUMO proteins while a SP-Sepharose High Performance column
(GE Healthcare) was used for UBC9. After elution, the PIAS peptides were dialyzed

against acetic acid 5% and purified over a Cy-reverse phase HPLC column (Vydac). An
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additional purification step on a Sephadex-75 gel filtration column (GE Healthcare) was
performed for SUMO and UBC9 proteins. Proteins and peptides were then desalted,
lyophilized (for SUMOs and SIM-containing peptides) and kept at -80°C until being
processed for ITC or NMR experiments. '°N-labeled proteins were prepared as previously
described, but the E. coli host strain was grown in a M9-minimal media containing '"NH,Cl

(Sigma) as the sole nitrogen source.

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) experiments

Prior to the day of ITC experiment, lyophilized proteins were resuspended in ultra pure
MilliQ water and dialysed over night at 4°C against Tris buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4).
The concentration of proteins was determined from absorbance at a wavelength of 280 nm.
ITC measurements of filtered degassed samples were performed at 25°C by using a
Microcal VP-ITC calorimeter (MicroCal). The ratio of the concentration of the protein or
peptide in the syringe over the one in the sample cell was adjusted to 10. All titrations
experiments were done at least in duplicates and were fit to a single binding site interaction

with 1:1 stoichiometry. The baseline-corrected data were fit with the Origin 7 software.

NMR Spectroscopy

For the NMR chemical shift perturbation experiments of SUMOI1, 0.5 mM '"N-labeled
SUMO1 was used in 20 mM sodium phosphate (pH 6.5) and 90% H,0, 10% D,O. To map
the PIAS1-SIM peptides binding site on SUMOI1, unlabeled PIAS1-SIM or PIAS1-SIM-
3SD peptides were sequentially added to a final ratio of 1:1.5. To map the UBC9 binding
site on SUMO1, unlabeled UBC9 protein was sequentially added to a final ratio of 1:1. For
the NMR chemical shift perturbation experiments of the PIAS1-SIM-3SD peptide, 0.5 mM
'*N-labeled PIAS1-SIM-3SD was used in 20 mM sodium phosphate (pH 6.5) and 90%
H,0, 10% D,0. The "N-PIAS1-SIM-3SD:SUMOI complex was obtained by sequential
addition of unlabeled SUMOI1 to a final ratio of 1:2. The PIASI-SIM-3SD:UBC9
interactions was assessed by either sequential addition of unlabeled UBC9 in 0.5 mM of

"*N-labeled PIAS1-SIM-3SD to a final ratio of 1:3 or by sequential addition of unlabeled
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PIAS1-SIM-3SD peptide in 0.5 mM of "’N-labeled UBC9 to a final ratio of 1:4. For the
PIAS1-SIM-3SD:SUMO1:UBC9 ternary complex, two set of independent experiments
were performed. 0.5 mM "N-labeled SUMO! was used in 20 mM sodium phosphate (pH
6.5) and 90% H,0, 10% D,O supplemented with either, 0.75 mM of unlabeled PIAS1-
SIM-3SD peptide and then unlabeled UBC9 to a final concentration of 0.5 mM, or with
0.5mM of unlabeled UBC9 and then unlabeled PIASI-SIM-3SD peptide to a final
concentration of 0.75 mM. NMR experiments were carried out at 300 K on Varian Unity
Inova 500- and 600-MHz spectrometers. The backbone assignment of SUMO1 and UBC9
were obtained from the Biological Magnetic Resonance Data Bank (accession numbers
6304 and 4132 respectively). The NMR data were processed with NMRPipe/NMRDraw
and analyzed with CcpNMR.
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RESULTS

A conserved hydrophobic residue in PIAS1 is required for interaction with UBCY.

The Siz/PIAS family SUMO E3 ligases possess a SP-RING that displays both
sequence and structure homology with the RING and U-box domains from ubiquitin E3
ligases (Yunus and Lima 2009) (Figure 1A and Supplementary figures S1.1A, S1.1B,
S1.2B-D). Several in vitro binding studies have shown that SP-RING domains are capable
of directly interacting with UBC9, but very little is known regarding the determinants for
this interaction (Takahashi, Kahyo et al. 2001; Takahashi, Toh-e et al. 2001; Kotaja,
Karvonen et al. 2002; Schmidt and Muller 2002). In order to better understand the role of
the SP-RING domain of PIAS proteins in binding to UBC9, we searched for highly
conserved sequences in known SP-RING domains that might mediate this interaction.
Based on the sequence alignments (Figure 1B and supplemental figure 1.1A-B), we
identified several residues that are either identical or homologous in all SP-RING domains.
From these residues, we chose to mutate a conserved hydrophobic residue (L337) to assess
its role in the binding of PIAS1 to UBC9 in a cellular context. This particular residue was
chosen because a similar residue in Sizl (I363) has been shown to be essential for its in
vitro enzymatic activity (Yunus and Lima 2009).

The interaction between PIAS1-L337A and UBC9 was monitored in HEK293T
cells using a Bioluminescent Resonance Energy Transfer (BRET) assay as a method for
measuring protein-protein interactions in a cellular context (Figure 1C). HEK293T cells
were co-transfected with a fixed amount of a DNA construct coding for either the full
length wild-type PIAS1 or the PIAS1-L337A mutant fused to Renilla luciferase (Rluc-
PIAS1) along with increasing amounts of a DNA construct coding for UBC9 fused to the
Green Fluorescent Protein (UBC9-GFP). For wild-type Rluc-PIAS1, the BRET ratio
increases as a function of UBC9-GFP concentration and reaches a maximum when the
UBC9-GFP expression levels (BRET acceptor) are no longer limiting relative to the Rluc-
PIAS1 expression levels (BRET donor). The saturation curve is indicative of a specific

interaction between PIAS1 and UBC9 under these experimental conditions (Figure 1C). In
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contrast, a much lower BRET signal is obtained for the interaction between UBC9-GFP
and the Rluc-PIAS1-L337A mutant (Figure 1C). This is indicative of a weaker interaction
and suggests that L337 within the SP-RING domain of PIAS1 is an important determinant
for the interaction with UBCO. This result demonstrates that L.337 is required for efficient
PIAS1:UBC9 interaction in a cellular context and is consistent with the fact that an
equivalent residue is essential for the in vitro SUMO E3 activity of Sizl (Yunus and Lima
2009). Moreover, this result suggests that different classes of RING-related E3 ligases use
similar molecular determinants to recognize their cognate E2-conjugating enzyme (Zheng,
Wang et al. 2000; Albert, Hanzawa et al. 2002; Brzovic, Keeffe et al. 2003; Dominguez,
Bonvin et al. 2004).

A conserved proline residue in UBCY is required for binding to PIAS1.

Next, we attempted to identify the region of UBC9 involved in the interaction with
the SP-RING domain of PIAS1. Structural studies indicate that UBC9 shares a common
three-dimensional structure with Ubiquitin E2 enzymes. Furthermore, the integrity of the
L4 and/or L7 loops of several ubiquitin E2 enzymes have been shown to mediate their
interaction with the RING domain of their ubiquitin E3 ligases (Christensen, Brzovic et al.
2007; Mace, Linke et al. 2008; Xu, Kohli et al. 2008; Yin, Lin et al. 2009; Bentley, Corn et
al. 2011) (Supplementary figures S1.1B-D). In an attempt to identify residues in either the
L4 or L7 loop of UBCY9 that might mediate interaction with the SP-RING domain of
PIAS1, we aligned UBC9 sequences from several species along with various ubiquitin E2-
conjugating enzymes (Figure 1D and Supplementary figure 1.1C). Based on the
alignments, we identified two highly conserved proline residues that correspond to P69 in
loop 4 and P105 in loop 7 of human UBC9 (Figure 1D and Supplementary figure 1.1C).
Based on the analysis of available UBC9 crystal structures, these two proline residues are
solvent exposed and thus potentially available to form interactions with the SP-RING
domain of PIAS1. To validate this hypothesis, we generated UBC9-P69A and UBC9-
P105A mutants to test them for interaction with PIAS1 using our BRET assay (Figure 1E).
In comparison to wild type UBC9, only a slight reduction in the BRET signal is obtained
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with the UBC9-P105A (Figure 1E). In contrast, a significant reduction in the BRET signal
is observed for the interaction between PIAS1 and the UBC9-P69A (Figure 1E). Based on
these results, it appears that the conserved P69 residue in the L4 loop of UBC9 is crucial for
the interaction with PIASI. Furthermore, superimposition of the three-dimensional
structures of UBC9 and Sizl onto the structures of several ubiquitin E2:E3 RING or U-box
complexes, indicates that the conserved proline residue in the L4 loop of UBC9 should be
positioned at the interface with the SP-RING domain of Siz1 (Supplementary figure 1.2B-
D). Taken together, these data indicate that PIAS1 and UBC9 share a similar type of
interaction interface with ubiquitin RING-type E3 and E2 enzymes where specific residues

within the SP-RING of PIAS1 contact the L4 loop of UBCO9.

PIAS1 is capable of binding to non-SUMO modified UBC9Y.

Several in vitro studies indicate that ubiquitin E2-conjugating enzymes must be
charged with ubiquitin before interacting with their E3 ligases (Levin, Eakin et al. 2010;
Spratt, Wu et al. 2012) To explore the role of the SUMO moiety conjugated to the catalytic
cysteine residue of UBCY in the interaction with SUMO E3 ligases, two catalytically
inactive UBC9 mutants (UBC9-C93S, UBC9-C93A) were generated and their respective
ability to bind to PIAS1 measured using the BRET assay (Figure 2A-B). Surprisingly, the
two catalytically inactive UBC9 mutants interact with PIAS1 in a similar manner as the
wild-type UBC9 in the BRET assay (Figure 2A). In addition, SUMOylation of UBC9 at
K14 is also not required for the PIAS1:UBC9 interaction since the UBC9-K14R mutant
interacts to the same level with PIAS1 in the BRET assay as wild-type UBC9 (Figure 2C).
These results demonstrate that in a cellular context, neither SUMO-modification of UBC9
nor the formation of a thioester linkage between SUMO and UBC9 are essential for PIAS1
to bind UBC9. These results suggest that PIAS proteins are able to specifically interact with

free UBC9 in a non-covalent fashion.
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Cellular evidence for a non-covalent PIAS1:SUMO:UBCY ternary complex.

Previous studies have characterized the in vitro formation of non-covalent binary
complexes between SUMO proteins and UBC9 (SUMO:UBC9) as well as between
SUMOI1 and PIAS2 (PIAS2:SUMOL1) (Liu, Jin et al. 1999; Tatham, Kim et al. 2003; Song,
Durrin et al. 2004; Song, Zhang et al. 2005) (Supplementary Figures 3.1G and 3.2D-E).
In the non-covalent complex between SUMO and UBC9, a region of UBC9 spanning from
the end of the first a-helix (R13) to the second loop (V26) (human numbering) forms the
interface with a region encompassing the first, the fourth and the fifth B-strands (B1, 4 and
B5) of SUMOs (residues L.24-S31, L65-Q69 and M82-V90 in human SUMOL1). In the
PIAS2:SUMOI non-covalent complex, the SIM of PIAS2 (V467-T473 in human PIAS2)
forms the interface with the region of SUMOI commencing at the first residue of the 2-
strand (D33 in human SUMO1) and ending at the last residue of the a-helix (R54 in human
SUMOI). Since the residues of SUMO that form the interfaces with UBC9 and PIAS
proteins are located on non-overlapping surfaces, we posited that SUMO mediates the
formation of a non-covalent ternary complex by specifically bridging the UBC9 and PIAS
proteins.

In order to address the possibility of a non-covalent PIAS1:SUMO:UBC9 ternary
complex, we first confirmed the SUMO:UBC9 and PIAS1:SUMO non-covalent
interactions in the cell-based BRET assay (Supplementary figures 3.1C-F and 3.2B-C).
Next, we tested several UBC9 mutants including R13A, R17A, H20D and F22A for
binding to PIAS1 by BRET (Figures 3B-D). These UBC9 mutants were chosen because
they are strictly conserved and are not found in other ubiquitin-like E2-conjugating
enzymes. Moreover, they have been found to alter UBC9 binding to SUMO in vitro (Capili
and Lima 2007; Knipscheer, van Dijk et al. 2007). When compared to the BRET signal
obtained for the wild type PIAS1:UBC9 complex (Figures 3B, 3C and 3D), a significant
reduction in signal is obtained with the UBC9-R17A, UBC9-H20D and UBC9-F22A
mutants (Figures 3B and 3D). In addition, a less dramatic, but significant effect is also
observed with the UBC9-R13A mutant (Figure 3C). These results strongly suggest that the
SUMO:UBC9 non-covalent interaction is required for the stabilization and possibly for the
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in vivo formation of the PIAS1:UBC9 non-covalent complex and supports the possible
existence of a PIAS1:SUMO:UBC9 ternary complex.

Recently, PIAS1 was found to form a non-covalent interaction with SUMO through
its SIM (Stehmeier and Muller 2009). In order to define the role of the PIAS1 SIM in the
formation of the PIAS1:SUMO:UBCY ternary complex, a PIAS1 protein mutated in its
SIM was generated (PIAS1-SIMmt) and its interaction with UBC9 assessed in the BRET
assay (Figure 3F). As expected, a significant decrease is observed in the BRET signal for
the PIAS1-SIMmt:UBC9 complex in comparison to the signal with the wild-type
PIAS1:UBCY9 complex. This result is consistent with those previously obtained when
testing the role of the SUMO:UBC9 non-covalent interaction in the PIAS1:UBC9 complex
formation. In addition, it strongly argues that the non-covalent recruitment of SUMO
proteins to PIAS1 is required for stabilization and/or formation of the PIAS1:UBC9
interaction and again these results strongly support the possible importance of a
PIAS1:SUMO:UBC?9 ternary complex.

To further verify the role of a PIAS1:SUMO:UBC9 ternary complex, we tested
several UBC9 mutants (R13, R17, H20 and F22) for their binding to SUMO. As expected,
these UBC9 mutants all disrupt or alter the SUMO:UBC9 non-covalent interaction in the
cell-based BRET assay (Figure 3A and Supplementary figures 3.1A, 3.1C, 3.1E-F).
Similarly, the specific interaction between UBC9 and SUMO is also greatly diminished by
either a SUMOI-E67R mutant or SUMO2-D63R mutant in the BRET assay
(Supplementary figures 3.1 C and D). This acidic residue is also conserved across
evolution within the SUMO family members, but is not present in other ublps such as
ubiquitin and NEDDS8 (Supplementary figure 3.1 B). Taken together, these results support
the existence of a PIAS1:SUMO:UBC9 ternary complex where SUMO bridges UBC9 with

PIASI1 and stabilizes their non-covalent interactions.

Phosphorylation of the PIAS1 SIM enhances formation of the ternary complex
Recent studies have shown that CK2-dependent phosphorylation of residues

immediately adjacent to the SIM sequences in DAXX, (Death-associated protein 6) and
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PML (ProMyelocytic Leukemia protein) play an important role in their function (Lin,
Huang et al. 2006; Scaglioni, Yung et al. 2006). Interestingly, three serine residues
immediately adjacent to the SIM sequence of PIAS1 have also been shown to be
phosphorylated by CK2 and to influence the PIAS1:SUMO interaction (Stehmeier and
Muller 2009) (Figures 4C-D and Supplementary figures 4.1B-C). Based on these results,
we postulated that phosphorylation of these serine residues of PIAS1 might enhance the
formation of a PIAS1:SUMO:UBC9 ternary complex. To test this possibility, we generated
PIAS1 mutants where all three-serine residues were modified to either a phosphomimetic
aspartic acid residue (PIAS1-3SD) or a non phosphorylatable alanine residue (PIAS1-3SA).
Interestingly, BRET saturation curves indicate that UBC9 binds more efficiently to the
PIAS1-3SD mutant than to the PIAS1-3SA mutant. In contrast, only a small increase in
binding efficiency is observed in the UBC9 binding to the PIAS1-3SD mutant compared to
the wild-type PIAS1 (Figure 4A). This small difference between the PIAS1-3SD mutant
and the wild-type protein suggests that PIAS1 may be constitutively phosphorylated in
HEK293T cells. To explore this possibility, a PIAS]1 mutant containing five alanine
substitutions for five glutamic acid residues (PIAS1-5EA) was generated in order to alter
the three CK2 consensus sites without mutating the serine residues that undergo
phosphorylation (Supplementary figure 4.1A). In agreement with what is obtained with
the PIAS1-3SA mutant, a decrease in the BRET signal is observed for the interaction
between the PIAS1-5EA mutant and UBC9 in comparison to wild-type PIAS1 (Figure 4B).
Taken together, these results support a model where the formation of the
PIAS1:SUMO:UBCY9 ternary complex 1is positively regulated by CK2-dependent
phosphorylation of serine residues adjacent to the PIAS1 SIM.

Phosphomimetic substitutions in the PIAS1 SIM enhance in vitro binding to SUMO.

To address the impact of the PIAS1 phosphorylation status on the formation of the
PIAS1:SUMO:UBC9 ternary complex in vitro, chemical shift perturbations studies were
performed using Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. In these studies we

mapped the binding sites on SUMOI for a 25-residue peptide encompassing the SIM of
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PIAS1 (PIAS1-SIM) and compared it to a phosphomimetic PIAS1-SIM peptide (PIASI-
SIM-3SD) (Figure 5A and 5C). In the PIAS1-SIM-3SD peptide, the three serine residues
of PIAS1 that have been shown to be phosphorylated by CK2 were changed to aspartic acid
as done previously in our BRET assay (Figure 4A). 'H-'""N HSQC experiments were
conducted using '*N-labeled SUMOL titrated with either the native PIAS1-SIM peptide or
the PIAS1-3SD peptide. As expected, sequential addition of either the PIAS1-SIM or the
PIAS1-SIM-3SD peptides resulted in significant chemical shift changes [Ad(ppm) > 0.2]
for specific signals of SUMOI1 (Figure 5B and Supplementary figures 5.2A, 5.3A, 5.3B).
Interestingly, superimposition of the 'H—""N HSQC spectra from the two titrations allowed
us to identify the signals of SUMOI that are specifically changed due to the presence of the
three phosphomimetic residues (Figure SC and supplementary figure 5.2B). The
SUMOI1 signals displaying phosphomimetic dependent changes are associated with
residues located mainly in a region spanning from the end the 2-strand to the start of the
a-helix of SUMO1. Within this region, H43 and K46 undergo the most dramatic chemical
shift changes [Ad(ppm) > 0.07] (Figure 5C and supplemental figure 5.2B). To confirm
that the PIAS1-SIM peptide binds only to SUMOI1 and not to UBC9, a second set of NMR
mapping studies were conducted using *N-labeled PIAS1-SIM-3SD peptide titrated with
either unlabeled SUMO1 or unlabeled UBC9. As expected, chemical shift changes are
observed for signals of the '’N-labeled PIAS1-SIM-3SD peptide upon sequential additions
of SUMOI (Figure 5D). In contrast, no significant changes are observed for either the 'H
or "°N chemical shifts of the '"N-labeled PIAS1-SIM-3SD peptide when UBC9 is added
(Figure SE). To further confirm that UBC9 specifically binds only to SUMOI1 and not the
PIASI SIM peptide, *N-labeled UBC9 was titrated with the PIAS1-SIM-3SD peptide. As
expected, no significant chemical shift changes are observed for the ’N-labeled UBC9
upon addition of PIAS1-SIM-3SD (data not shown). Together, these results confirm that
the PIAS1 SIM directly binds SUMO1 and that a basic patch in SUMOI1 (Supplementary
figure 3.2A) is the region involved in the recognition of the negative charges mimicking

the phosphorylation of the PIAS1 SIM module.
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To more quantitatively assess the potential role of phosphorylation in PIASI, we
determined the dissociation constants for the binding of SUMOI1 to the PIAS1-SIM and
PIAS1-SIM-3SD peptides using Isothermal Titration Calorimetry (ITC) studies. By ITC,
the PIAS1-SIM peptide binds to SUMO1 with an apparent dissociation constant (Kp) of 2.0
+ 0.5 uM whereas the PIASI-SIM-3SD peptide binds with a Kp of 0.50 £ 0.15 uM
(Figures 4C, 4D). Thus, the PIAS phospho-SIM module binds SUMOI1 with
approximately 4-fold higher affinity. The binding of the PIAS1-SIM peptide is similar to
what was previously observed in ITC studies examining the binding of the PIAS2-SIM
peptide to SUMOI1 (Song, Durrin et al. 2004) (Supplementary figures 3.2D, 3.2E). Thus,
the ITC studies are consistent with our BRET results and suggest that phosphorylation of
CK2 sites adjacent to the SIM of PIAS1 enhances the interaction between SUMOI and
PIASI.

Two distinct interfaces of SUMO are required for the non-covalent ternary complex.

In order to confirm that PIAS1, SUMO and UBC9 coexist within a non-covalent
ternary complex bridged by SUMO, we performed NMR chemical shift mapping
experiments using '°N-labeled SUMO1, unlabeled UBC9 and unlabeled PIAS1-SIM-3SD
peptide. '"H-"N HSQC experiments were conducted by sequentially adding either
unlabeled UBC9 or unlabeled PIASI-SIM-3SD to '’N-labeled SUMOI. Increasing
amounts of unlabeled UBC9 or PIAS1-SIM-3SD were added into two distinct '*N-labeled
SUMOI samples and their respective 2D 'H-"°N HSQC spectrums were recorded. As
anticipated, upon formation of the SUMOIL:UBC9 and PIASI-SIM-3SD:SUMOI1
complexes, the ’N-labeled SUMOI residues exhibiting significant chemical shift changes
in 'H and "N dimensions where located at two distinct SUMO! surfaces [AS(ppm) > 0.2]
(Figure 5B and Supplementary Figures 5.3B and 5.4A-B). Superimposition of the
resultant 2D "H—""N HSQC spectrums revealed differences for numerous chemical shifts of
a number of SUMOI signals, confirming that non-overlapping SUMOI1 surfaces were
involved in the formation of the two binary complexes (Figure 6A). To form the ternary

complexes, PIASI-SIM-3SD was added to the sample containing the '°N-labeled
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SUMO1:UBC9 proteins and reciprocally, UBC9 was added to the '°N-labeled
SUMO1:PIAS1-3SD complex. As expected, the two resultant 2D 'H—">N HSQC spectrums
obtained were similar and resulted in perturbations induced by both PIAS1-SIM-3SD and
UBC9 (Figure 6B, 6C). This indicates that we obtained identical ternary complexes as
these spectrums were clearly distinct from those obtained with either free '’N-labeled
SUMOI1 or the two binary complexes ('°N-labeled SUMOI1:UBC9 and '°N-labeled
SUMO1:PIAS1-SIM-3SD) (Supplementary Figure 6). These results clearly demonstrates
that a non-covalent ternary complex can form between PIAS1-SIM-3SD, SUMOI1 and
UBC9 with SUMOI acting as a bridge that is specifically recognized by both the SIM
module of the PIAS1 E3 ligase and the backside of the UBC9 E2-conjugating enzyme.

UBCY transcriptional repression activity requires formation of the ternary complex.
Previous studies have shown that both PIAS1 and UBC9 have transcription
regulatory properties and the phospho-SIM module has been shown to be required for the
co-regulatory properties of the PIAS proteins (Shiio and Eisenman 2003; Stehmeier and
Muller 2009). Since this same phospho-SIM motif of SUMO is needed for non-covalent
interactions with UBC9, we were interested to determine if the transcriptional regulatory
properties of UBC9 are governed by its non-covalent interactions with SUMO proteins. In
an attempt to test this hypothesis, UBC9 was fused to a heterologous DNA-binding domain
(Gal4DBD-UBC9) and its effect on transcription was determined by monitoring the
expression of a luciferase reporter gene juxtaposed to a Gal4-response element
(5xGal4UAS) (Figure 7A). HEK293T cells were co-transfected with DNAs encoding for
the Gal4dDBD-UBC9 fusion protein along with the reporter gene plasmid under the control
of the SV40 promoter. In this assay, the Gal4DBD-UBC9 fusion, but not the Gal4DBD
alone, significantly represses the expression of the luciferase reporter in a dose-dependent
manner (up to 5-fold) (Figure 7B). This result suggests that, like the E3 enzymes of the
SUMO pathway, the SUMO E2-conjugating enzyme has a repressive activity on
transcription under our experimental conditions. In order to gain insights into the

mechanism of this UBC9-mediated transcriptional repression, several UBC9 mutants were
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generated and their relative transcriptional activity measured. We first assessed the
repressive acitivity of the catalytically inactive UBC9 mutant (UBC9-C93S), since
SUMOylation of several transcriptional regulatory factors leads to repression of their target
genes (Ross, Best et al. 2002; Perdomo, Verger et al. 2005; Hsu, Sarker et al. 2006; Rytinki
and Palvimo 2008). Intriguingly, UBC9-C93S exerts almost the same repressive activity as
the wild-type UBC9 (Figure 7C). In addition, UBC9 proteins with mutations of specific
residues near the catalytic cysteine that are known to prevent and/or alter substrate
recognition all retain full repressive activity (Tatham, Chen et al. 2003; Yunus and Lima
2006) (Supplementary figure 6). Thus, covalent SUMOylation of transcriptional
regulatory factors is unlikely required for the observed UBC9-dependent repressive
activity. Moreover, SUMOylation of UBC9 on lysine residue 14 is not required for its
repressive activity since the UBC9-KI14R mutant also retains full repressive activity
(Figure 7C). In contrast, a complete loss of repressive activity is observed with both the
UBC9-R17A and the UBC9-H20D mutants, two mutants known to alter non-covalent
binding of UBC9 to SUMO as well as the formation of the PIAS1:SUMO1:UBC9 ternary
complex (Figure 7C). These result correlates with the role of the PIAS SIM in the
regulation of the transcriptional co-regulatory potential of PIAS family members
(Stehmeier and Muller 2009). Together, these results demonstrate that the backside
interface of UBC9 is required to induce a repressive transcriptional response when directly
targeted to DNA. Furthermore, the results suggest that the UBC9-dependent repression is
not coupled to its enzymatic activity, but it does require the non-covalent formation of the

PIAS:SUMO:UBC9 ternary complex.

DISCUSSION

Although the enzymes of the SUMOylation pathway were characterized more than
a decade ago, the molecular determinants regulating the interactions between the E2:E3
enzymes have not been well defined. In this study, we use a combination of in cellular and

in vitro experiments to establish that the interaction between PIAS1 and UBCD9 is stabilized
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by their ability to non-covalently bind distinct surfaces on SUMO1 leading to the formation
of a functional ternary complex. In the PIAS1:SUMO1:UBC9 ternary complex, SUMOI
bridges its cognate E2 and E3 enzymes by concomitantly binding to the SIM of PIAS1 and
the backside interface of UBC9. Our data also suggests that phosphorylation of serine
residues adjacent to the SIM of PIAS1 facilitates the formation of the ternary complex by
increasing the affinity between PIAS1 and SUMOI1. We also demonstrate that PIAS1 and
UBC9 can engage in canonical E2:E3 RING interactions that require conserved residues
located in the PIAS1 SP-RING domain and the L4 loop of UBC9. In addition, we show that
formation of the covalent thioester bond between SUMOI and UBC9 is not an absolute
prerequisite for this interaction since free UBC9 can be specifically recruited to PIASI.
Moreover, we provide evidence that UBC9-dependent transcriptional repression of a
reporter gene correlates directly with the ability of UBC9 to help form the
PIAS1:SUMO:UBC9 ternary complex.

SUMO acts to bridge PIAS1 and UBCY in the ternary complex

While the functions of ublps including SUMO, NEDDS or ubiquitin as modifiers of
protein targets has been intensively studied, less effort has been devoted to unraveling the
roles these proteins play as non-covalent interacting partners in macromolecular complexes.
SUMO2/3 are mainly found in their unconjugated form in unstressed cells and a recent
study reports significant levels of free ubiquitin in different cell lines (Saitoh and Hinchey
2000; Kaiser, Riley et al. 2011). Here, we present convincing evidence that SUMO proteins
function in part by bridging a non-covalent interaction between its E2:E3 enzymes. The
simplest model, supported by our in cellular BRET data as well as our in vitro ITC and
NMR results, argues that a ternary complex is formed between PIAS1, SUMO1 and UBC9.
In this ternary complex, the SIM of PIAS1 and the backside of UBC9 bind to two distinct
surfaces of SUMOI. This suggests that SUMO1 operates as a hub bridging together its own
E3 ligase and E2-conjugating enzyme. Since both the SIM of PIAS1 and the backside of
UBC9 have been shown to bind to different SUMO paralogs, all SUMO family members

could, in principal, form a similar ternary complex with PIAS1 and UBC9. This result is
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also consistent with what has been recently found for the in vitro interaction between
ubiquitin and either the ZNF216:p62 or ZNF4:UBE2D1 complexes. In the ZNF216:p62
and ZNF4:UBE2D1 complexes, the A20 zinc-finger domain of either ZNF216 or ZNF4
contacts the ubiquitin polar patch, whereas the ubiquitin hydrophobic surface binds to
either the UBA domain of p62 or the backside of UBE2D1 (Bosanac, Wertz et al. 2010;
Garner, Strachan et al. 2011). This demonstrates that both SUMO and ubiquitin are highly
versatile proteins that can function either as posttranslational modifying factors or as

scaffolding proteins in non-covalent macromolecular assemblies.

Non-SUMO modified UBCY interacts with PIAS]I.

It has been generally accepted that in order to form an active E2:E3 complex
capable of posttranslationally modifying a given substrate, the E3 ligase must interact with
its E2-conjugating enzyme after it has been charged with its cognate ublp. Using our
cellular BRET assay, we demonstrate that PIAS1 is capable of interacting with free UBC9.
Using catalytically inactivated forms of UBC9, we clearly demonstrate that free
(uncharged) UBC9 is able to also specifically interact with PIAS1. Although, some E2-
conjugating enzymes must be charged before being recruited by their cognate E3 ligases,
other studies have also reported similar direct interactions between the E3 ligase and free
E2-conjugating enzymes (Purbeck, Eletr et al. 2010). Overall, this non-covalent recruitment
of UBC9 to PIAS1 by SUMO is likely to be a conserved process amongst the PIAS family
proteins. However, it is not shared by all the SUMO E3 ligases since RanBP2 recognizes
the SUMO1:UBC9 complex only when SUMOI is covalently attached to UBC9 through a
thioester linkage (Reverter and Lima 2005). Thus, it appears that different classes of E3

ligases can exploit different strategies to interact with their corresponding E2 conjugating

enzyme.

PIAS1 and UBCY also engage in canonical E2:E3 interactions.
In addition to the non-covalent interaction mediated by SUMO1, we find that UBC9
directly binds to PIAS1 through a canonical E2:E3 RING interaction similar to the one
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used by the E2:E3 enzymes of the ubiquitination pathway. We demonstrate that L337
within the SP-RING domain of PIASI and P69 within the L4 loop of UBC9 make
significant contributions to the interaction between PIAS1 and UBCY. Interestingly,
equivalent residues are conserved in the RING E3 and E2 enzymes of the ubiquitination
pathway and structural models demonstrate that these residues are crucial for E2:E3
interactions (Zheng, Wang et al. 2000; Dominguez, Bonvin et al. 2004; Zhang, Windheim
et al. 2005; Christensen, Brzovic et al. 2007; Xu, Kohli et al. 2008). This suggests that
PIASI and UBC9 use a strategy similar to the one employed by E2:E3 enzymes of the
ubiquitination pathway. Moreover, our results also suggest that the interaction interface
used by UBC9 (L4 loop) to bind the PIAS1 SP-RING domain overlaps with the one used to
bind the IR1 motif of RanBP2 (Reverter and Lima 2005). Interestingly, the RanBP2 IR1
motif and the PIAS/Siz SP-RING domain show no sequence or structural similarities. This
indicates that UBC9 can recognize two structurally distinct SUMO E3 ligases using the
same interface. A similar characteristic is also observed for enzymes of the ubiquitination
pathway, where the E2 conjugating enzyme, UbcH7 (UBE2L3) uses a similar surface to
contact two structurally distinct E3 ligases (Huang, Kinnucan et al. 1999; Zheng, Wang et
al. 2000).

Phosphorylation of PIAS1 enhances formation of the PIAS1:SUMO:UBC9 complex.

All members of the PIAS family of SUMO E3 ligases possess an extended SIM
which is juxtaposed to a cluster of serine residues located within consensus CK2
phosphorylation sites (Stehmeier and Muller 2009). The phosphorylation of these serine
residues in PIASI has been proposed to dictate its binding to SUMO-family proteins
(Stehmeier and Muller 2009). However, we detect a relatively strong binding between
SUMOI and the native PIAS1-SIM peptide by ITC and this is in agreement with a previous
study examining the interaction between the SIM of PIAS2 and SUMO1 (Song, Durrin et
al. 2004). Interestingly, the affinity of SUMOI1 for the PIAS1-SIM peptide is enhanced
when three serine residues are changed to phosphomimetic aspartic acid residues in the

PIAS-SIM-3SD peptide. These results are further supported by our NMR data where we
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observe more pronounced chemical shift changes for signals of SUMOI residues with the
PIAS1-SIM-3SD peptide in comparison with the PIAS1-SIM peptide. In addition, we
observe specific changes in the signals corresponding to H43 and K46 of SUMO1 with the
PIAS1-SIM-3SD peptide. This suggests that although CK2-dependent phosphorylation is
not a prerequisite for the PIAS1:SUMO interaction, it significantly increases the affinity.
This regulation of SUMO binding by CK2-dependent phosphorylation is consistent what
has been observed for DAXX (Chang, Naik et al. 2011). Moreover, these in vitro studies
are consistent with our in cellular BRET data suggesting that the phosphorylation status of
the PIAS1 SIM regulates the PIAS1:UBC9 interaction in a SUMO-dependent manner.
Altogether, these results provide strong evidence suggesting that the phosphorylation status
of the PIAS1 SIM helps regulate the formation of the PIAS1:SUMO:UBC9 ternary

complex.

UBCY9 mediated transcriptional repression requires formation of the ternary complex

So far, the functional roles of SUMOylation have been largely connected to
regulating nuclear processes including transcription, DNA repair and the formation of
PML-Nuclear Bodies. For example, members of the PIAS family have been found to
repress the activity of several transcriptional activators (Nishida and Yasuda 2002; Ross,
Best et al. 2002; Perdomo, Verger et al. 2005; Hsu, Sarker et al. 2006). Consistent with the
role of PIAS family members in transcriptional repression, we show that UBC9 also
induces the transcriptional repression of a Luciferase reporter gene, when directly recruited
to DNA. Interestingly, we show that neither the catalytic activity of UBC9 nor the residues
involved in the recognition of the SUMOylation consensus are required for this UBC9-
dependent repression. Moreover, covalent coupling of SUMO to K14 of UBC9 is not
required for the repressive activity. This is consistent with the fact that transcriptional
repression induced by the PIAS proteins can occur independently of their SUMO ligase
activity (Zhou, Si et al. 2008). In addition, we establish that inhibiting the non-covalent
SUMO:UBC9  binding, which  concomitantly = impairs formation of the
PIAS1:SUMO:UBC9 ternary complex, disrupts the ability of UBC9 to repress
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transcription. Taken together, this suggests that the PIAS proteins work with UBC9 and
SUMO as part of a repression complex on specific genes that function independently of

their SUMOylation activity.

The SUMO:UBCY9 non-covalent interaction recruits UBC9 to SIM-containing proteins.

To date, most of the proteins targeted by SUMO contain a SIM within their
sequence (Shen, Lin et al. 2006). For the vast majority of these proteins, a functional SIM
is required for an efficient SUMO-modification (Lin, Huang et al. 2006; Chang, Izumiya et
al. 2010; Merrill, Melhuish et al. 2010; Saether, Pattabiraman et al. 2011; Sung, Lee et al.
2011). This suggests that SIMs function by recruiting the SUMOylation machinery to
proteins. Interesting, parallels have been drawn in work studying E3-independent mono-
ubiquitination (Hochstrasser 2007). Therefore, it has generally been accepted that SIMs
interacts with SUMO that is covalently bound to UBC9 through a thioester linkage at C93.
However, an alternative explanation is that the SIM-dependent SUMOylation process
comes from the ability of UBC9 to be targeted by SUMO on K14 (Knipscheer, Flotho et al.
2008). Recently, SUMO-modification of UBC9 has been shown to enhance SP100
SUMOylation, a process that also requires the SIM of SP100. However, this is not a
universal mechanism since the SUMOylation of both PML and DAXX, two additional
SIM-containing proteins, is not up regulated by covalent modification of UBC9 by SUMO.
Moreover, UBC9 is a poor substrate for SUMOylation and its modification site is not
functionally conserved across evolution (Knipscheer, Flotho et al. 2008). Therefore, it
appears that there are at least two distinct mechanisms functioning for SUMOylation of
SIM-containing proteins.

Based on our findings, it is tempting to speculate that a third system might operate
for the SUMOylation of SIM-containing proteins. In this process, SUMO acts as a scaffold
bridging UBC9 to SIM-containing proteins to achieve a number of specific functions. In
support of this idea, it has been shown that the SUMO E3 ligase Pc2 requires a functional
SIM to relocalize UBC9 to sub-nuclear foci and reciprocally, UBC9 defective for non-

covalent interaction with SUMO fails to be re-localized to these sub-nuclear structures by
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Pc2 (Merrill, Melhuish et al. 2010; Yang and Sharrocks 2010). Future studies are needed to
determine whether or not SUMO-dependent recruitment of UBC9 to SUMO E3 ligases is

important for the functions associated with other SIM-containing proteins.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Conserved residues within PIAS1 and UBC9 play a key role in the PIAS1-
UBC9 complex formation.

(A) Schematic representation of the full-length 651 amino acids of human PIAS1. Key
domains and regions of the protein are highlighted with boxes including the SAP (SAF-
A/B, Acinus and PIAS) domain (black), PINIT (Proline-Isoleucine-asparagiNe-Isoleucine-
Threonine) motif-containing domain (grey), SP-RING (Siz/PIAS-Really Interesting New
Gene) domain (magenta) and SIM (SUMO Interacting Motif) module (orange). (B)
Structure based amino acid sequence alignment for the PIAS1/Siz SP-RING domains from
different eukaryotic species. (C) BRET titration curves showing interaction between wild-
type UBC9 and either wild-type PIASI or the PIAS1-L337A mutant in HEK293 cells. The
BRET pairs were tested with a fixed amount of either RLuc-PIAS1 (M) or RLuc-PIASI-
L337A () and increasing amounts of UBC9-GFP. For each pair tested, the data of two
independent experiments (40 independent transfections) were pooled. (D) Structure based
amino acid sequence alignment of the L4 and L7 loops of UBC9 from different eukaryotic
species. (E) BRET titration curves showing the interaction between wild-type PIAS1 and
either wild-type UBC9 or UBC9 loop mutants. The BRET pairs were tested using a fixed
amount of wild-type RLuc-PIAS1 and increasing amounts of UBC9-GFP (M), RLuc-
PIAS1:UBC9-P105A-GFP (L7 loop mutant) (O) or RLuc-PIAS1:UBC9-P69A-GFP (L4
loop mutant) (). For each pair, data of at least two independent experiments were pooled.
For (B) and (D), the ¥ indicates the residue of human PIASI or UBC9 subjected to
mutational analysis. The zinc-coordinating residues are underlined and conserved aliphatic
and proline residues residing at the potential SUMO E3:E2 interface are colored in red and
blue, respectively. (*) indicates identical residues, (:) indicates homologous residues and (.)

indicates weakly homologous residues.

Figure 2: SUMO modification of UBC9 K14 is not required for the PIAS1:UBC9

interaction.
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(A) BRET titration curves showing the interaction between wild-type PIAS1 and either
wild-type UBC9 or a catalytically inactive UBC9-C93S mutant. The BRET pairs were
tested with a fixed amount of wild-type RLuc-PIASI and increasing amounts of either
UBC9-GFP (M) or UBC9-C93S-GFP (Q). For each pair, data of at least two independent
experiments were pooled. (B) BRET bar graph showing the interaction between wild-type
PIAS1 and either wild-type UBC9 or the UBC9-C93A mutant. Data are derived from a
BRET titration assay at similar GFP acceptor/Luc donor expression ratios. (C) BRET bar
graph showing interaction between wild-type PIAS1 and either wild-type UBC9 or
SUMOylation-deficient UBC9-K14R mutant. Data are derived from a BRET titration assay

at similar GFP acceptor/Luc donor expression ratios.

Figure 3: SUMO forms distinct interactions with PIAS1 and UBC9 that stabilize the
PIAS1:UBC9 complex.

(A) Structure based amino acid sequence alignment of the first a-helix for UBC9 from
different eukaryotic species. Conserved positively charged residues implicated in the
SUMO:UBC9 non-covalent interaction are colored in blue. (B) BRET titration curves
showing interaction between wild-type PIAS1 and either wild-type UBC9, the UBC9-
R17A mutant or the UBC9-H20D mutant. The BRET pairs were tested with a fixed amount
of wild-type RLuc-PIAS1 and increasing amounts of wild-type UBC9-GFP (M), UBC9-
R17A-GFP (L) or UBC9-H20D-GFP (©). For each pair, data of at least three independent
experiments were pooled. (C) BRET titration curves showing interaction between wild-
type PIAS1 and either the wild-type UBC9 or the UBC9-R13A mutant. The BRET pairs
were tested with a fixed amount of wild-type RLuc-PIAS1 with increasing amounts of
wild-type UBC9-GFP (M) or UBC9-R13A-GFP (). (D) BRET bar graph showing
interaction between wild-type PIAS1 and either the wild-type UBC9 or the UBC9-F22A
mutant. Data are derived from a BRET titration assay at similar GFP acceptor/Luc donor
expression ratios. (E) Amino acid sequence alignment of the SUMO Interacting Motifs
(SIM) for Siz/PIAS SUMO E3 ligases from different eukaryotic species. Conserved
hydrophobic residues within the minimal SIM core are colored in yellow. (F) BRET
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titration curves showing interaction between wild-type UBC9 and either wild-type PIAS1
or PIAS1-SIMmt mutant. The BRET pairs were tested using a fixed amount of either wild-
type RLuc-PIAS1 (M) or RLuc-PIAS1-SIMmt (A) with increasing amounts UBC9-GFP.
For each pair, data of two independent experiments were pooled. For (A) and (E), the ¥
indicates the residue of human PIASI and UBC9 subjected to mutational analysis. (*)
indicates identical residues, (:) indicates homologous residues and (.) indicates weakly

homologous residues.

Figure 4: Phosphorylation of the PIAS1 SIM positively regulates the PIAS1:UBC9
interaction.

(A) BRET titration curves showing interaction between wild-type UBC9 and either wild-
type PIAS1, PIASI-3SD or PIASI-3SA. The BRET pairs were tested using increasing
amounts of UBC9-GFP with a fixed amount of either wild-type RLuc-PIAS1 (M), Rluc-
PIAS1-3SD (A) or RLuc-PIAS1-3SA (). For each pair, data of two independent
experiments were pooled. (B) BRET bar graph showing interaction between wild-type
UBC9-GFP and either wild-type Rluc-PIAS1 or RLuc-PIAS1-5EA. Data are derived from
a BRET titration assay at similar GFP acceptor/Luc donor expression ratios. (C) and (D)
Representative ITC thermograms for the interaction between the wild-type PIAS1-SIM or
PIAS1-SIM-3SD peptides and SUMOI.

Figure 5: Characterization of the PIAS1-SIM-3SD:SUMOL interaction.

(A) Amino-acid sequences of the PIAS1-SIM and the PIAS1-SIM-3SD peptides used in the
NMR studies. The CK2-targeted serine residues are underlined in the wild-type PIAS1 SIM
peptide and have been mutated to aspartic acid residues (colored in red) in the PIAS1-SIM-
3SD peptide. (B) Overlay from the 2D "H-""N HSQC spectra of '*N-labeled SUMOI (0.5
mM) in the free form (black) and in presence of unlabeled PIAS1-SIM -3SD peptide (up to
0.75 mM; orange). SUMOLI residues significantly shifting [Ad (ppm) > 0.2] are identified
according to the human SUMOI numbering. Arrows depict the direction of the change

(free — bound). (C) Histogram of the differences in chemical shifts between '“N-labeled
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SUMOI1:PIAS1-SIM-3SD and "N labeled SUMOI1:PIAS1-SIM. The differences were
calculated with the formula A8 = [(0.17ANg)* + (AHx)*]"? and are given in parts per
million. SUMOI1 residues significantly shifting [AS (ppm) > 0.07] are identified according
to the human SUMOI numbering. (D) Overlay from the 2D 'H-""N HSQC spectra of "°’N-
labeled PIAS1-SIM-3SD (0.5 mM) in the free form (black) and in presence of unlabeled
SUMOI1 (up to 1 mM; violet). Arrowheads indicate significantly shifting PIAS1-SIM-3SD
signals. (E) Overlay from the 2D '"H-">’N HSQC spectra of '*N-labeled PIAS1-SIM-3SD
(0.5 mM) in the free form (black) and in presence of unlabeled UBC9 (up to 1.5 mM;

magenta).

Figure 6: In vitro characterization of a ternary complex between PIAS1, SUMO1 and
UBC9.

(A) Overlay from the 2D 'H-">N HSQC spectra of "N-labeled SUMO1 (0.5 mM) in the
free form (black) and in the presence of either unlabeled PIAS1-SIM-3SD peptide (0.75
mM; orange) or unlabeled UBC9 (0.75 mM, purple). (B)-(C) Selected regions of 2D 'H-
>N HSQC spectra of N-labeled SUMO1 (0.5 mM; black) illustrating perturbations to
specific SUMO1 residues upon formation of either binary (PIAS1-SIM-3SD:""N-SUMOI;
left panels and "N-SUMO1:UBC9; middle panels) or ternary complexes (PIAS1-SIM-
3SD:'"N-SUMO1:UBC9; right panels). Asterisks (*) indicate the position of free '“N-
labeled SUMOI1 signals and arrows depict the direction of the change (free — bound). (B)
Signals of residues L65 and G68 from SUMOI are significantly shifted upon binding to
unlabeled UBC9 (0.75 mM; purple; middle panels) but unaffected upon binding to
unlabeled PIAS1-SIM-3SD peptide (0.75 mM; orange; left panels). (C) Signals of residues
T42 and L47 from SUMOL1 are significantly shifted upon binding to unlabeled PIAS1-SIM-
3SD peptide (0.75 mM; orange; left panels) but unaffected upon binding to unlabeled
UBC9 (0.75 mM; purple; middle panels). (B)-(C) In the formation of the ternary complex
(TERNARY COMPLEX; red; right panels), the four SUMOI residues (T42, L47, L65 and
G68) are perturbed, indicating simultaneous binding of unlabeled UBC9 and PIAS1-SIM-
3SD peptide to '*N-labeled SUMO1.
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Figure 7: Regulation of UBC9-dependent repression by SUMO non-covalent
interactions.

(A) Schematic drawing of firefly luciferase reporter plasmid and Gal4-effector constructs.
The luciferase reporter is under the control of the strong SV40 promoter containing five
consensus Gal4 UAS (5xGal4UAS) and the SV40 enhancer sequence (SV40E). Effectors
proteins correspond to wild-type UBC9 or its mutants fused to Gal4DBD. (B)
Transcriptional activity of increasing amounts of wild type UBC9 directly recruited to the
luciferase reporter (C) Transcriptional activity of wild type UBC9 and its SUMO
interactions deficient mutants (UBC9-C93S, UBC9-K14R, UBC9-R17A and UBC9-H20D)

directly recruited to the luciferase reporter.
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SUPPLEMENTARY FIGURES AND LEGENDS

RING-finger rehlted domains
SP-RING
Hs PIAS1 335 crwmm:r:nmgsimq-cmmvxmmmgwgn 378
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U-box
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RING
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SP-RING domains

v
Hs PIAS1 335 CPLGKMRLTIPCRALTCSHLQCFDATL-YIQMNEKKP-TWVCP-V-C 377
Hs PIAS2 346 CPLGKMRLTIPCRAVTICTHLQCFDAAL-YLOMNEKKP-TWICP-V-C 388
Hs PIAS3 327 CPLGKMRLTVECRALTCAHLOSFDAAL-YLOMNEKKP-TWICP-V-C 369
Hs PTAS4 326 CPLVKMRLSVECRAETCAKLQCFDAVE-YLOMNEKKP-TWMCP-V-C 368
Hs NSE2 169 CPITKEEMKKPVKNKVCGHTYEEDATVRMIESRQKRKKKAYCPQIGC 215
Hs EMIZ1 742 CPITFRRIQLPARGHDCKHVQCFDLES-YLQLNCERG-TWRCP-V-C 784
Hs ZMIZ2 600 CPITFRRIQLPARGHDCRHIQCFDLES- FLQLNCERG- TWRCP-V-C 642

ko * * * P e ¥

Loops of E2 conjugating enzymes

L4 loop L7 loop
suMo E2 v v
Hs UBCS 63 LFKDDYPSSPPK 74 101 KDWRFPAITI 109
o * *

UBI E2

Hs UBE2G1 60 TFPKDYPLRPPK 71 109 ERWLFIHTV 117
Hs UBE2B 59 EFSEEYPNKPPT 68 94 NRWSPTYDV 102
Hs UBE2C 84 EFPSGYPYNAPT 95 120 EKWSALYDV 128
Hs UBE2S 65 LLGKDFPASPPK 76 101 RDWTAELGI 109

Hs UBE2D1 55 HFPTDYPFKPPK 66 91 SQWSPALTV 99
Hs UBE2El 101 TFTPEYPFKPPK 112 137 DNWSPALTI 141
Hs UBE2N 57 FLPEEYPMAAPK 68 93 DKWSPALQI 101
Hs UBE2K 61 KIPETYPFNPPK 72 98 DQWAAAMTL 106
Hs UBE2T 56 IIPERYPFEPPQ 67 103 GAWRPSLNI 104
Hs UBE2L3 56 NFPAEYPFKPPK 67 93 ENWKPATKT 101
Hs UBE2Q1 320 SFKDNFPFDPPF 331 358 QGWSSAYSI 366
Hs UBE2H 56 DLPDKYPFKSPS 67 93 QTWTALYDL 101

Nedd8 E2
Hs UBCl2 81 KVGQGYPHDPPK 92 117 EDWKPVLTI 125

IsGl5 E2
Hs UBE2L$§ 56 SFPPEYPFKPPM 67 92 ENWKPCTKT 100
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Supplementary figure 1.1: Sequence alignments comparing the RING-related
domains and loops for several E3 ligases and E2-conjugating enzymes.
(A) Structure based amino acid sequence alignment of several RING-finger related
domains of characterized human E3 ligases (TRAF2 excepted). Note that the aliphatic and
proline residues conserved in SP-RING, RING and U-box domains of E3 ligases are absent
from the RING-finger domain of TRAF2, which lacks ubiquitin E3 ligase activity (Yin, Q
et al., Biochemistry 2009,48:10558). (B) Structure based amino acid sequence alignment
for SP-RING domains from human SUMO E3 ligases of the PIAS family and from other
SP-RING domain containing proteins (NSE and ZMIZ family). (C) Structure based amino
acid sequence alignment of the L4 and L7 loops from several human ubiquitin-like proteins
E2-conjugating enzymes. Note that the proline residues are more preferentially conserved
in the L4 loop than in the L7 loop. For (A) to (C), the ¥ indicates the residue of human
PIAS1 or UBCY subjected to mutational analysis. The zinc-coordinating residues are
underlined and conserved aliphatic and proline residues residing in the potential SUMO
E3:E2 interaction interface are colored in red and blue, respectively. (*) indicates identical
residues, (:) indicates strongly homologous residues and (.) indicates weakly homologous

residues.
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Supplementary figure 1.2: Structure model of the Sizl SP-RING:Ubc9 complex based
on different characterized ubiquitin E3 RING-type:E2.
(A) to (C) Superposition of the Sizl SP-RING (magenta):Ubc9 (orange) complex on to the:
(A) NMR solution structure of the CNOT4 RING:UBE2D2 complex (blue, PDB:1URO6);
(B) X-ray crystal structure of the CHIP Ubox:UBE2D1 complex (yellow, PDB:20XQ);
and (C) X-ray crystal structure of the TRAF6 RING:UBE2N complex (pale blue,
PDB:3HCT). (D) Proposed model of the Sizl SP-RING (PDB:312D; magenta):Ubc9
(PDB:2EKE; orange) complex based on structural alignment with A-C.
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Supplementary figure 3.1: SUMO:UBC9 non-covalent interactions.
(A) Structure based amino acid sequence alignment of the first a-helix from human
ubiquitin-like proteins E2-conjugating enzymes. Conserved positively charged and
negatively charged residues are colored in blue and red respectively. Note that the
positively charged residues (blue) of UBC9 implicated in the SUMO:UBC9 non-covalent
interaction are not conserved in other E2-conjugating enzymes. (B) Structure based amino
acid sequence alignment of the L4 loop for SUMOI1 from different eukaryotic species and
several other human ubiquitin-like proteins. A conserved negatively charged residue
implicated in the SUMO:UBC9 non-covalent interaction is colored in red for the SUMO
proteins. Note that this residue is not conserved in either ubiquitin or NEDDS proteins. (C)
BRET titration curves showing interaction between UBC9 and a non-conjugable version of
SUMOI. The BRET pairs tested using fixed amounts of wild-type UBC9-Rluc (M), UBC9-
R17A-RLuc (L) or UBC9-H20D-RLuc (V') with increasing amounts of GFP-SUMOI1 or a
fixed amount of wild-type UBC9-Rluc with increasing amount of GFP-SUMO1-E67R ().
For each pair, data of two independent experiments were pooled. (D) BRET bar graph
showing interaction between UBC9-RLuc and non-conjugable GFP-SUMO2 or GFP-
SUMO2-D63R. Data are derived from a BRET titration assay at similar GFP acceptor/Luc
donor expression ratios. (E) BRET bar graph showing interaction between non-conjugable
GFP-SUMO2 and either the wild-type UBC9-RLuc or UBC9-H20D-RLuc. Data are
derived from a BRET titration assay at similar GFP acceptor/Luc donor expression ratios.
(F) BRET bar graph showing interaction between non-conjugable GFP-SUMO?2 and either
the wild-type UBC9-RLuc or UBC9-R17A-RLuc. Data are derived from a BRET titration
assay at similar GFP acceptor/Luc donor expression ratios. (G) Representative ITC
thermogram for the interaction between SUMOI1 and UBC9. Experimental details are
provided in Materials and Methods. For (A) and (B), the ¥ indicates residues of human
UBC9 and SUMO subjected to mutational analysis. (*) indicates identical residues, (:)
indicates homologous residues and (.) indicates weakly homologous residues. For (D) to

(F) data from at least two independent experiments are pooled.
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Supplementary figure 3.2: PIAS1:SUMO non-covalent interactions.

(A) Structure based amino acid sequence alignment of the SIM interacting region for
SUMOI1 (from the second B-strand to the end of the a-helix) from different eukaryotic
species and other ubiquitin-like proteins. For SUMO proteins, conserved aromatic and
positively charged residues implicated in the PIAS1:SUMO non-covalent interaction are
colored in yellow and blue respectively. Note that the positively charged residues are
switched to negatively charged residues (colored in red) in ubiquitin and NEDDS proteins.
The V¥ indicates residues of human SUMO1 subjected to mutational analysis. (:) indicates
homologous residues and (.) indicates weakly homologous residues. (B) BRET titration
curves showing interaction between wild-type PIAS1 and non-conjugable SUMO1 or non-
conjugable SUMO1 mutated in the SIM binding surface (SUMO1mt; F36A, K37A, K39A,
K45A and K46A). The BRET pairs were tested using a fixed amount of RLuc-PIAS1 with
increasing amounts of either wild-type GFP-SUMO1 (M) or GFP-SUMO1mt (). For each
pair, data of two independent experiments were pooled. (C) BRET bar graph showing
interaction between non-conjugable GFP-SUMO2 and either the wild-type Rluc-PIASI or
Rluc-PIAS1-SIMmt. Data are derived from a BRET titration assay at similar GFP
acceptor/Luc donor expression ratios. (D) and (E) Representative ITC thermograms for the

interaction between either the PIAS2 or the PIAS1 SIM-containing peptides and SUMO1.
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Supplementary figure 3.3: Overlay of the structure of the SUMO:UBC9 complex onto
structures of the UBC9:SLD and ubi E2:UBI complexes.
(A) X-ray crystal of UBC9 (orange):SUMO (green) complexes (PDBs:2UYZ, 2PE6 and
2EKE); (B) to (E) Superposition of the SUMO:UBC9 complex on to the: (B) X-ray crystal
structure of the Ubc9:Rad60-SLD2 complex (gold, PDB:3RCZ); (C) X-ray crystal structure
of the UBC9:Nip45-SLD2 complex (pale green, PDB:3A4S); (D) NMR solution structure
of the UBE2D3:UBI complex (grey, PDB:2FUH); (E) X-ray crystal structure of the
UB2V2:UBI complex (magenta, PDB:1ZGU).
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Supplementary figure 4.1: The phosphorylation status of the PIAS1 SIM regulates its
interaction with SUMO2.

(A) Amino acid sequence alignment of the SUMO Interacting Motifs for Siz/PIAS SUMO
E3 ligases from different eukaryotic species. Conserved hydrophobic residues, CK2-
targeted serine residues and the glutamic/aspartic acidic cluster are colored in yellow,
magenta and red respectively. The ¥ indicates residues from human PIAS1 subjected to
mutational analysis. (¥*) indicates identical residues, (:) indicates strongly homologous
residues and (.) indicates weakly homologous residues. (B) and (C) Representative ITC
thermograms for the interaction between the wild-type PIASI-SIM or phosphomimetic
PIAS1-SIM-3SD peptides and SUMO2.
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Supplementary Figure 5.1: 2D "H-"N HSQC spectra of free SUMOI1 and of free
PIAS1-SIM-3SD peptide.
(A) 2D 'H-""N HSQC spectra of *N-labeled SUMO1 (0.5 mM) in the free form. (B) 2D
'H-""N HSQC spectra of '*N-labeled PIAS1-SIM-3SD peptide (0.5 mM) in the free form.
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Supplementary Figure 5.2: Mapping of PIAS1-SIM and PIAS1-SIM-3SD peptides
binding sites on SUMOL1.
(A) Overlay of 2D 'H-">’N HSQC spectra of '°N-labeled SUMOL1 (0.5 mM) in the free form
(black) and in the presence of increasing concentration of unlabeled PIAS1-SIM peptide
(up to 0.75 mM; green). SUMOI residues significantly shifting [Ad (ppm) > 0.2] are
identified according to the human SUMO1 numbering. Arrows indicate the direction of the
shift. (B) Overlay from the 2D 'H-">’N HSQC spectra of '*N-labeled SUMO1 (0.5 mM) in
the presence of unlabeled PIAS1-SIM (0.75 mM; green) and PIAS1-SIM-3SD (0.75 mM;
orange) peptides. Residues of SUMOI that shift are identified according to human SUMOI
numbering and significantly shifting residues are colored in red [Ad (ppm) > 0.07].
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Supplementary Figure 5.3: Identification of the PIAS1-SIM and PIAS1-SIM-3SD
binding sites on SUMO1

(A) Histogram of the variation in chemical shifts [Ad (ppm)] observed in the 'H-""N HSQC
spectra of ’N-SUMO! upon formation of the PIAS1-SIM:SUMOI complex. The chemical
shifts were calculated with the formula A8 = [(0.17ANy)* + (AHN)z]l/ ? and are given in parts
per million. (B) Histogram of the variation in chemical shifts [Ad (ppm)] observed in the
"H-""N HSQC spectra of "N-SUMO1 upon the formation of the PIAS1-SIM-3SD:SUMO1
complex. The chemical shifts were calculated with the formula A8 = [(0.17ANp)* +

(AHx)?]"? and are given in parts per million.
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Supplementary Figure 5.4: Identification of the UBC9 binding sites on SUMO1
(A) Overlay of 2D 'H-">’N HSQC spectra of '°N-labeled SUMOL1 (0.5 mM) in the free form
(black) and in the presence of increasing concentration of unlabeled UBC9 (up to 0.5 mM;
purple). SUMOL1 residues significantly shifting [Ad (ppm) > 0.2] are identified according to
the human SUMO1 numbering. Arrows depict the direction of the shift. (B) Histogram of
the variation in chemical shifts [A8 (ppm)] observed in the 'H-">’N HSQC spectra of '°N-
SUMOI upon the formation of the SUMO1:UBC9 complex. The chemical shifts were
calculated with the formula A8 = [(0.17ANy)* + (AHN)Z]“2 and are given in parts per

million.
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Supplementary Figure 6: Characterization of the PIAS1-SIM:SUMO1:UBC9 ternary
complex
(A) Overlay of 2D 'H-">’N HSQC spectra of '°N-labeled SUMOL1 (0.5 mM) in the free form
(black) and in complex with unlabeled UBC9 and PIAS1-SIM-3SD peptide (0.75 mM
each; red). (B) Overlay of 2D 'H-"N HSQC spectra of '*N-labeled SUMO1 (0.5 mM) in
complex with unlabeled PIAS1-SIM-3SD peptide (0.75 mM; orange) and in complex with
unlabeled UBC9 and PIAS1-SIM-3SD peptide (0.75 mM each; red). (C) Overlay of 2D 'H-
>N HSQC spectra of *N-labeled SUMOI1 (0.5 mM) in complex with unlabeled UBC9
(0.75 mM; purple) and in complex with unlabeled UBC9 and PIAS1-SIM-3SD peptide
(0.75 mM each; red).



236

Fold Repression

6 - —L
5+
T
44 T
34
2-
14

Amount of 4 f ‘ ‘

Gal4DBD D100A P128A  Y134A
-UBCY K101A

Supplementary Figure 7: Regulation of UBC9-dependent repression is independent of

its substrate binding capacity
Transcriptional activity of increasing amounts of wild type UBC9 and its substrate
interactions deficient mutants (UBC9-C93S, UBC9-D100A-K101A, UBC9-P128A and

UBC9-Y134A) directly recruited to the luciferase reporter.
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3 Préambule de la troisiéme étude

Dans le deuxiéme manuscrit nous avons déterminé que le recrutement adéquat de
UBC9 a PIAS1 nécessite 1’interaction non-covalente de SUMO avec la séquence SIM de
PIASI. De plus, nos résultats indiquent que la phosphorylation de résidus sérines
juxtaposées au SIM de PIAS1 régule positivement le recrutement de UBC9 en renforgant
I’affinité¢ d’interaction SUMO:SIM. Ainsi, sachant qu’un nombre significatif de protéines
possede des résidus phosphorylables juxtaposés a leur séquence SIM, nous avons postulé
que la phosphorylation de ces résidus renforce la liaison SUMO:SIM en établissant de
nouvelles interactions avec des résidus spécifiques de SUMO. Pour ce faire nous avons
utilis¢ PML comme protéine modele contenant un SIM régulable par la phosphorylation.
En effet, dans une autre étude, présentée en annexe de cette thése compte tenu de ma
participation comme co-auteur, il a été mis en évidence que le SIM de PML est requis pour
la dégradation de PML induite par le trioxyde d’arsenic. De plus, un autre groupe de
recherche a mis en évidence que la phosphorylation des résidus sérines jouxtant le SIM de
PML est impliquée pour la dégradation induite par le stress. Ces études soulignent
I’importance fonctionnelle du SIM de PML et de la phosphorylation des sérines adjacentes
dans différentes conditions. Les ¢études faisant 1’objet de ce troisiéme manuscrit
s’intéressent au role de la phosphorylation dans I’interaction de SUMOI1 avec le SIM de

PML dans des conditions basales.

Les résultats présentés dans ce chapitre sont exposés sous la forme d’un article
scientifique qui sera soumis dans une revue scientifique de haut calibre dés sa complétion.
Les données présentées dans cette étude sont le fruit d’une étroite collaboration avec
Laurent Cappadocia qui est co-auteur de ce manuscrit. J’ai congu et réalisé les expériences
et analysé les résultats se rapportant aux essais de BRET et ai généré les clones de SUMO
s’y rapportant. J’ai généré les constructions de PML nécessaires a la production et a la
purification des protéines d’intérét. Avec Laurent Cappadocia et deux stagiaires de premier
cycle, Malik Chaker-Margot et Samuel Tremblay-Belzile, j’ai contribué a la production et a

la purification des protéines d’intérét nécessaires aux expériences de calorimétrie a titrage
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isotherme ainsi qu’a la génération de cristaux de protéines. Laurent Cappadocia a été
impliqué dans I’acquisition des spectres RMN (‘H-">’N HSQC) que j’ai par la suite analysé.
J’ai participé aux collectes de données qui ont permis a Laurent Cappadocia de résoudre les
structures cristallographiques des différents complexes présentés dans cette étude.
Finalement, mis a part la figure 5 et les résultats s’y rapportant, j’ai rédigé le présent

manuscrit qui a, par la suite, été corrigé par James. G Omichiniski et Muriel Aubry.
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SUMMARY

SUMO proteins control a wide range of biological processes through their ability to
function either as a post-translation modification or through participation in non-covalent
protein-protein interactions. Some of the best-characterized non-covalent interactions
involving SUMO proteins occur during PML-dependent recruitment of transcriptional
regulatory proteins into sub-nuclear bodies known as PML-Nuclear Bodies (PML-NBs).
Like PML, these proteins often contain a cluster of serine/acidic residues immediately
adjacent to a series of hydrophobic residues within their SUMO-Interacting Motifs (SIM).
Using cellular and biochemical studies, we demonstrate that the interaction between
SUMOI1 and PML is governed by the Casein Kinase 2 (CK2)-dependent phosphorylation
of four serine residues in PML. The crystal structures of SUMOI1 in complex with both a
unphosphorylated and tetraphosphorylated PML-SIM peptide indicates that three of the
four phospho-serines make direct contacts with residues of SUMOI1. In support of the
functional importance of these interactions, mutation of lysine residues within the two basic
patches of SUMOL1 significantly decreases the interaction with PML in human cells. Taken
together, these results provide an atomic level description of the role of CK2-dependent
phosphorylation in PML function, as well as important insights into the potential role of the

phopho-SIM regions of other proteins recruited to the PML-NBs.
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INTRODUCTION

Promyelocytic Leukemia (PML) protein is a tumor suppressor protein implicated in
a wide range of biological processes including transcriptional regulation, cell cycle control
and maintenance of genome integrity (Zhong, Salomoni et al. 2000; Dellaire and Bazett-
Jones 2007; Salomoni, Dvorkina et al. 2012). Due to alternative splicing, the PML gene
gives rise to several protein isoforms (Jensen, Shiels et al. 2001), but all PML isoforms
contain an N-terminal Tri-partite motif (TRIM) responsible for their dimerization as well as
a variable C-terminal region that imparts isoform specific properties (Fogal, Gostissa et al.
2000; Jensen, Shiels et al. 2001; Nguyen, Pandolfi et al. 2005). Even though a high
percentage of the total PML protein is distributed diffusely within the nucleus, a significant
fraction forms the fundamental component of nuclear matrix associated structures
commonly referred to as PML-Nuclear Bodies (PML-NBs) (Daniel, Koken et al. 1993;
Ishov, Sotnikov et al. 1999; Lang, Jegou et al. 2010). Of the various PML isoforms all are
known to be important components of PML-NBs except isoform VII due to the fact that it
is only found within the cytosol (Condemine, Takahashi et al. 2006; Bernardi and Pandolfi
2007; Weidtkamp-Peters, Lenser et al. 2008; Brand, Lenser et al. 2010). Although the
precise physiological functions of the PML-NBs remain enigmatic, a wide array of proteins
transit in an out of the bodies in a cell cycle dependent fashion. This highly dynamic
process occurs in response to a number of different factors including radiation damage,
oxidative stress, viral infection and following exposure to heavy metals (Everett, Lomonte
et al. 1999; Eskiw, Dellaire et al. 2003; Netkens, Negorev et al. 2003; Salomoni, Bernardi
et al. 2005; Dellaire, Ching et al. 2006; Bernardi and Pandolfi 2007; Everett and Chelbi-
Alix 2007; Chen, Kappel et al. 2008; Weidtkamp-Peters, Lenser et al. 2008; Jeanne,
Lallemand-Breitenbach et al. 2010).

Several years ago, the PML protein was identified as a component of a fusion
protein with the retinoic acid receptor alpha (PML-RARa) as a result of the t(15;17)
chromosomal translocation in patients with Acute Promyelocytic Leukemia (APL)

(Rowley, Golomb et al. 1977; de The, Chomienne et al. 1990; Kakizuka, Miller et al. 1991;
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Pandolfi, Grignani et al. 1991; Melnick and Licht 1999). This finding led to numerous
studies that established the role of PML in a wide array of cellular functions including
apoptosis, senescence and antiviral defense (Quignon, De Bels et al. 1998; Wang, Ruggero
et al. 1998; Ferbeyre, de Stanchina et al. 2000; Zhong, Salomoni et al. 2000; Geoffroy and
Chelbi-Alix 2011; Vernier, Bourdeau et al. 2011). While non-pathological cells typically
display a limited number of PML-NBs, cells derived from APL patients containing the
translocation contain a large number of smaller bodies and this is directly associated with
high expression levels of the PML-RARa fusion protein (Dyck, Maul et al. 1994; Weis,
Rambaud et al. 1994). Interestingly, treatment with arsenic trioxide induces the
reorganization of the PML-NBs in APL cells expressing high levels of the PML-RAR«a
fusion protein and this is consistent with arsenic trioxide being a successful therapeutic
agent for patients with certain forms of APL (Zhu, Koken et al. 1997; Soignet, Maslak et al.
1998; Wang, Rivi et al. 1998; Zhu, Gianni et al. 1999). This reorganization of PML-NBs
following arsenic trioxide treatment is directly associated with an increase in the
SUMOylation of both the native PML and the PML-RARa fusion protein (Muller, Matunis
et al. 1998; Lallemand-Breitenbach, Zhu et al. 2001). In addition, PML-NBs are also
enriched with the enzymes required for SUMOylation as well as a number of other proteins
that are post-translationally modified by SUMO (Van Damme, Laukens et al. 2010).

The SUMO family proteins are ubiquitin-like proteins that transiently modify a
wide array of proteins such as PML and adopt a core tertiary structure similar to ubiquitin
(Boddy, Howe et al. 1996; Bayer, Arndt et al. 1998; Chen, Mannen et al. 1998). Like
ubiquitin, SUMO proteins can be covalently attached to lysine residues in target proteins
through a posttranslational modification that involves three enzymatic reactions
(SAEI:SAE2 El activating enzyme, UBC9 E2 conjugating enzyme and E3 ligases)
(Desterro, Thomson et al. 1997; Desterro, Rodriguez et al. 1999; Kahyo, Nishida et al.
2001; Kotaja, Karvonen et al. 2002; Pichler, Gast et al. 2002; Kagey, Melhuish et al. 2003;
Weger, Hammer et al. 2005). One important feature that regulates the overall SUMOylation
pathway is the existence of SUMO-binding domains (SBDs) that recognize SUMO proteins

and mediate non-covalent protein-protein interactions. Although numerous ubiquitin
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Binding Domains (UBDs) have been identified (Husnjak and Dikic 2012), only two types
of SBDs have been characterized to date; a SUMO-specific zinc-finger domain (ZZ zinc
finger) (Danielsen, Povlsen et al. 2012) and a short recognition sequence referred to as a
SUMO-interacting motif (SIM) (Song, Durrin et al. 2004; Song, Zhang et al. 2005). SIMs,
also known as SUMO Binding Motifs (SBMs), constitute a majority of the known SBDs.
SIMs have been characterized within both E1 and E3 enzymes of the SUMOylation
pathway as well as in a number of SUMO substrates (Weger, Hammer et al. 2003; Song,
Durrin et al. 2004; Reverter and Lima 2005; Hecker, Rabiller et al. 2006; Merrill, Mclhuish
et al. 2010; Olsen, Capili et al. 2010). The minimal core of the SIM is typically
characterized by a short sequence composed of hydrophobic residues, Yx¥YY¥ and WYWx¥
(where V¥ is either V, I or L). Upon binding to SUMO proteins, the SIM forms either a
parallel or an anti-parallel B-strand configuration with the ond B-strand of SUMO proteins
and the orientation of the SIM (parallel vs anti-parallel) towards a specific SUMO protein is
believed to be dependent on acidic and/or phosphorylated amino acid residues adjacent to
the hydrophobic core of the SIM (Song, Zhang et al. 2005).

The SIM found in the various PML isoforms is composed of four hydrophobic
residues followed by a cluster of serine and acidic residues (Song, Durrin et al. 2004; Shen,
Lin et al. 2006). Within the serine/acidic rich cluster, there are three consensus casein
kinase 2 (CK2)-phosphorylation sites and a fourth CK2-phosphorylation site is generated
subsequent to phosphorylation of the C-terminal site (Scaglioni, Yung et al. 2006). Several
studies have implicated CK2-dependent phosphorylation in a number of PML functions.
Initially, it was suggested that PML degradation rates are significantly enhanced by CK2-
dependent phosphorylation of these serine residues based on the observation that mutating
these four-serine residues to alanine significantly enhances PML stability by blocking
phosphorylation (Scaglioni, Yung et al. 2006). In addition, several tumor-derived cell lines
display an inverse relationship between their CK2 activity and their levels of PML protein
(Koken, Linares-Cruz et al. 1995; Zhang, Chin et al. 2000; Gurrieri, Capodieci et al. 2004;
P, Rusch et al. 2004; Scaglioni, Yung et al. 2008). Moreover, mutating the four serines to

alanines leads to a decrease in PML binding to SUMOI1 as well as an enhancement of



246

PML-driven senescence and apoptosis (Scaglioni, Yung et al. 2006; Percherancier,
Germain-Desprez et al. 2009; Stehmeier and Muller 2009). Taken together, these results
suggest that the several PML functions are regulated by varying the phosphorylation status
of the serine residues adjacent to the hydrophobic residues of the SIM of PML.

Given the importance of CK2-dependent phosphorylation sites within the SIM of
PML in regulating its function, we have used a combination of functional, biochemical and
structural studies to characterize the role that phosphorylation of PML plays in regulating
its interaction with SUMO1. We established that the interaction between SUMO1 and PML
is strongly enhanced by CK2-dependent phosphorylation of serine residues immediately
adjacent to the SIM of PML both in vivo and in vitro. Structural characterization of
SUMOI in complex with a phosphorylated PML-SIM peptide indicates that three
phosphoserines make distinct interaction with residues of SUMO1. In addition, mutation of
select lysine residues within SUMO1 implicated in the interaction with the phosphoserine
residues of PML significantly decreases the interaction in human cells. These results
provide not only an atomic level description of the role of CK2-dependent phosphorylation
of PML in PML interaction with SUMO, but important insights into the potential role of
the phopho-SIM regions of other proteins recruited to the PML-NBs such as DAXX and
SP100.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Expression vectors

BRET constructs

The PML BRET constructs (PMLIII-RLuc, PMLIII-4SA-RLuc and PMLIII-4SD-RLuc)
were previously described (Percherancier, Germain-Desprez et al. 2009). The non
conjugable version of human SUMO1 ¢cDNA (GenBank™ accession number U67122.1)
and of human SUMO2 ¢cDNA (GenBank™ accession number X99585.1) fused to pGFP10
were generated by site directed mutagenesis from pGFP10-SUMOI1 and pGFP10-SUMO2
(Mascle, Germain-Desprez et al. 2007), mutating the SUMO diglycine motif to alanine
residues. All the SUMOI1 mutants [SUMO1-K37A-K39A, SUMOI1-K45A-K46A and
SUMO1-4KA (SUMOI-K37A-K39A-K45A-K46A)] were generated by site directed
mutagenesis starting from the cDNAs encoding the non-conjugable forms of SUMOI and
SUMO?2 respectively. All the SUMO constructs were verified by DNA sequencing.

Recombinant protein constructs

The sequences encoding for the human PML-SIM peptide (residues 547-573 of PML
Isoform I: GenBank™ accession number NM_033238.2) and the PML-SIM-4SD peptide
(S560, S561, S562 and S565 mutated to aspartic acid) were ordered as oligo-nucleotides
(Integrated DNA Technologies) with BamHI and EcoRI restriction enzymes sites,
5’phosphorylated, annealed and cloned as BamHI-EcoRI fragments into pGEX-2T vector
(Amersham). SUMOI (residues 2-97 of human SUMO1) cDNA was PCR amplified from
pGFP10-SUMOI1 and cloned as an Xbal fragment into pGEX-4T3 vector (Amersham). A
SUMOI1-C52A point mutant was generated using site directed mutagenesis. A AN-SUMO1
construct (residues 17-97 of human SUMO1 with the C52A mutation) was cloned into a
modified pGEX-2T vector with a Tobacco Etch Virus (TEV) protease cut site instead of the

Thrombin protease cut site. All the constructs were verified by DNA sequencing.
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Transient transfections

Human Embryonic Kidney 293T cells (HEK 293T) maintained in Dulbecco's modified
Eagle's medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Wisent), 100 pg/ml penicillin,
100 pg/ml streptomycin and 1 mM L-glutamine were seeded at a density of ~ 1 x 10° cells
per 100-mm dish for BRET experiments. Transient transfections of plasmids were
performed on the following day using the calcium phosphate precipitation method. The

total amount of transfected DNA was kept constant (10 pg per dish).

BRET Experiments

The BRET assays were conducted as previously described (Germain-Desprez, Bazinet et al.
2003). Cells transiently transfected with the luciferase donor and GFP acceptor were
resuspended and distributed in 96-well plates. Upon addition of the cell permeable
luciferase substrate (coelenterazine deep blue, PerkinElmer Life Sciences), the
bioluminescence signal resulting from its degradation was detected using a 370-450-nm
band pass filter (donor emission peak 400 nm). The energy transferred results in a
fluorescence signal emitted by the GFP acceptor (excitation peak 400 nm, emission peak
510 nm) that was detected using a 500-530-nm band pass filter. The BRET signal (BRET
ratio) was quantified by calculating the acceptor fluorescence/donor bioluminescence ratio
as previously reported (Mercier, Salahpour et al. 2002). Expression level of each construct
was determined by direct measurements of the total fluorescence and luminescence on
aliquots of transfected cell samples. The GFP total fluorescence was measured using a
Fusion alpha FP (Packard) with an excitation filter at 425 nm and an emission filter at 515
nm. The total luminescence was measured using the same cells incubated with
coelenterazine H (Molecular Probes; emission peak 485 nm) for 10 min. The BRET ratios
were plotted as a function of the GFP/Luc fusion protein expression ratio, the expression of
both fusion proteins was assessed with the same cells as described above, to take into
account the potential variations in the expression of individual constructs from transfection

to transfection.
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Expression and Purification of Proteins
SUMO1, AN-SUMOI1, PML-SIM and PML-SIM-4SD were expressed as GST fusion
proteins in E. coli host strain TOPP2 (Stratagene). The cells were grown at 37°C in Luria
Broth media, and protein expression was induced for 4h at 30°C with 0.7 mM isopropyl-
beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (Inalco). The cells were harvested by centrifugation
and resuspended in lysis buffer (20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 M NaCl, 0.2 mM EDTA, and
I mM DTT). The cells were then lysed by being passed through a French press and
centrifuged at 35,000 g for 1h at 4°C. The supernatant was then collected and incubated for
1h with glutathione—Sepharose (GSH) resin (GE Healthcare) at 4°C. Following incubation,
the resin was collected by centrifugation and extensively washed with lysis buffer and
either phosphate-buffered saline (PBS) [10 mM Na,HPO, (pH 7.4), 125 mM NaCl, and 5
mM DTT] for SUMOI1, PML-SIM, PIAS1-SIM-4SD, or TEV buffer [25 mM Na,HPOyu, 2
mM KH,PO4 (pH 7.4), 140 mM NacCl, and 3 mM KCI] for AN-SUMOI. The resin bound
proteins were incubated 2h with 100 units of either Thrombin (Calbiochem) (SUMOI,
PML-SIM, PML-SIM-4SD) or 100 units of TEV protease (AN-SzUMOI1), in order to
cleave GST tag from proteins. The SUMO1 proteins were then eluted by extensive washes
in PBS and dialyzed against Sodium Phosphate buffer (20 mM Sodium Phosphate, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT) at an appropriate pH. For further purification, a Q-Sepharose High
Performance column (GE Healthcare) was used for the SUMOI proteins. After elution, the
PML peptides were dialyzed against acetic acid 5% and purified over a Cs-reverse phase
HPLC column (Vydac). An additional step on a gel filtration column was done for the
SUMOI1 proteins. Proteins and peptides were then desalted, sampled, flash frozen and
lyophilized and kept at -80°C until being processed for ITC or NMR experiments. *N-
labeled proteins were prepared as previously described, but the E. coli host strain was

grown in a M9-minimal media containing "’NH4CI (Sigma) as the sole nitrogen source.

In vitro phosphorylation and purification
To generate the tetra-phosphorylated peptide (PML-SIM-POs- S560, S561, S562 and S565
as phosphoserines), the purified PML-SIM peptide was incubated overnight at room
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temperature with CK2 enzyme (New England BioLabs) with the manufacturer's buffer
supplemented with an ATP regenerating system composed of creatinine-phosphate and
creatinine kinase (Sigma). The phosphorylated PML-SIM-PO, was purified over a Cy4-
reverse phase HPLC column (Vydac).

Isothermal titration calorimetry experiments

Prior to the day of ITC experiment, lyophilized proteins were resuspended in ultra pure
MilliQ water and dialysed over night at 4°C against Tris buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4).
The concentration of proteins was determined from absorbance at a wavelength of 280 nm.
ITC measurements of filtered degassed samples were performed at 25°C by using a VP-
ITC calorimeter (MicroCal). The ratio of the concentration of the peptides in the syringe
over the protein in the sample cell was adjusted to 10. All titrations experiments were done
at least in duplicates and were fit to a single binding site interaction with 1:1 stoichiometry.

The baseline-corrected data were fit with Origin 7 software.

NMR spectroscopy

For the NMR chemical shift perturbation experiments the sample consisted in 0.5 mM °N-
SUMOL1 in 20 mM sodium phosphate (pH 6.5) and 90% H,0,10% D,O. Unlabeled PML-
SIM or PML-SIM-4SD peptides were progressively added to a final ratio of 1:2. NMR
experiments were carried out at 300K on either a Varian Unity Inova 500- or 600-MHz
spectrometer. The backbone assignment of SUMO1 was obtained from the Biological
Magnetic Resonance Data Bank (accession number 6304). The NMR data were processed

with NMRPipe/NMRDraw and analyzed with CcpNMR.

Crystallization and data collection

Lyophilized AN-SUMOI1 protein was suspended in water at a final concentration of 2 mM.
PML-SIM-PO,4 was added to a final ration of 1:1.2. Crystals of the AN-SUMO1:PML-SIM-
PO, complex were obtained by the hanging drop vapor diffusion method using a precipitant

solution containing 100 mM cacodylate pH 6.5, 20 % (w/v) PEG3350 and 10 mM CaCls.
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Crystals were cryoprotected by increasing the PEG3350 to a final concentration of 26%,
mounted in a loop and flashed-cooled in a stream of nitrogen gas at 100K. Diffraction data
were collected using a Rayonix MX300 detector at beamline 08-ID at the Canadian Light
Source (CLS), indexed and integrated using XDS and scaled with Scala (CCP4).

Structure determination and refinement

Initial phases were obtained by molecular replacement using the crystal structure of AN-
SUMOI1 (PDB: 2UYZ) as a search template. Phases were improved by iterative cycles of
model building with Coot and refinement with Phenix. Test data sets were randomly

selected from the observed reflections prior to refinement. The figures were prepared with
PyMOL.
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RESULTS

Phosphorylation of PML increases its non-covalent binding to SUMO proteins in cells.
Previous studies have shown that PML is phosphorylated on four serine residues
(S560, S561, S562 and S565 based on numbering of PML isoform I) in a CK2-dependent
manner and replacing these residues with the phosphomimetic aspartic acid enhanced PML
binding to SUMOI1 in a yeast-two-hybrid assay (Scaglioni, Yung et al. 2006; Stehmeier and
Muller 2009). Interestingly, the region encompassing these serine residues and the
hydrophobic SIM is highly conserved across different eukaryotes species including most
PML isoforms (Figure 1A and Supplementary Figure 1). To confirm the importance of
PML phosphorylation to SUMO1 binding in cells, we used a Bioluminescence Resonance
Energy Transfer (BRET) assay to measure the interaction between of full length wild-type
PML, a non-phosphorylable mutant (PML-4SA) and a phosphomimetic mutant (PML-4SD)
with SUMO1 in human HEK293T cells. In the mutants, the serine residues that correspond
to the known CK2-dependent phosphorylation sites of PML were mutated to either alanine
(PML-4SA) or aspartic acid (PML-4SD) (Figure 1B). HEK293T cells were co-transfected
with a fixed quantitiy of DNA coding for either the full length wild-type PML (PML-Rluc),
the non-phosphorylable mutant (PML-4SA-RLuc) or the phosphomimetic mutant (PML-
4SD-Rluc) fused to Renilla luciferase along with increasing amounts of a DNA coding for a
non-conjugable version of GFP-SUMOI. For wild-type PML, the BRET ratio increases as
a function of GFP-SUMOI1 concentration and reaches a maximum when the GFP-SUMO1
expression levels (BRET acceptor) are no longer limiting relative to the PML-Rluc
expression levels (BRET donor) (Figure 1C). The saturation curve is indicative of a
specific non-covalent interaction between PML and SUMOI1 under our experimental
conditions since the GFP-SUMOI1 is a non-conjugable form of SUMO1 where the two C-
terminal glycine residues have been mutated to alanine. In contrast, a significantly lower
BRET signal is obtained for the interaction between PML-4SA-Rluc and GFP-SUMOI
(Figure 1C). This is indicative of a weaker interaction between PML-4SA and SUMOI and

suggests that phosphorylation events targeting the serines of PML modulate the
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SUMO1:PML non-covalent interactions in human cells. Next, we measured the interaction
between SUMO1 and the phosphomimetic PML mutant (PML-4SD). As expected, a BRET
saturation curve similar to the one with wild-type PML is obtained when measuring the
interaction between PML-4SD-Rluc and GFP-SUMO1 (Figure 1C). This result
demonstrates that replacing the alanine residues with the negatively charged aspartic acid
fully restores the ability of PML to interact with SUMOI1 in HEK293T cells. Moreover, it
suggests that the serine residues within the SIM module of wild-type PML are
constitutively phosphorylated in a CK2-dependent manner in HEK293T cells under our
assay conditions.

It has been proposed that the negative charges associated with acidic or
phosphorylated residues following the hydrophobic stretch of the SIM of PML help
determine binding specificity to distinct SUMO-family proteins (Chang, Naik et al. 2011).
To test this hypothesis, we used the BRET assay to measure the interaction between the full
length wild-type PML, the PML-4SA mutant and the PML-4SD mutant with SUMO?2 in
human HEK293T cells. The wild-type PML-RLuc, the PML-4SD-RLuc and the PML-
4SA-RLuc gave BRET saturation curves with GFP-SUMO2 similar to what is observed
with GFP-SUMO1 (Data not shown). This result demonstrates that as seen with SUMO1
replacing the alanine residues with the negatively charged aspartic acid fully restores the

ability of PML to interact with SUMO?2 in HEK293T cells.

Phosphomimetic mutants of the PML SIM display enhanced binding to SUMOI in vitro.
Next, we attempted to quantitatively address the role that the phosphorylation status
had on the binding of PML to SUMOI1 in vitro. For these studies, two peptides
corresponding to residues 547-573 of PML (Isoform I) were prepared and their apparent
dissociation constants (Kp) for binding to SUMO1 measured by Isothermal Titration
Calorimetry (ITC) (Figure 2). These peptides encompass the SIM of PML as well as the
four adjacent serine residues that are phosphorylated by CK2 (Figure 2B). The first peptide
contained the wild-type PML sequence (PML-SIM) and the second peptide corresponded to
the phosphomimetic analog (PML-SIM-4SD) with the four-serine residues mutated to
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aspartic acid as described above for the BRET assay. In the ITC assay, the PML-SIM
peptide binds SUMO1 with Kp, of 36 + 12 uM whereas the PML-SIM-4SD peptide binds
SUMOI with a 5-fold higher affinity and a Kp of 6.9 + 1.1 uM (Figure 2C). Consistent
with what was observed in the cellular BRET studies, the phosphomimetic aspartic acidic
residues increase the binding affinity of the PML-SIM peptide to SUMOI1 in the ITC
studies (Figure 2A and 2C). Taken together, the BRET and ITC studies strongly support
that CK2-dependent phosphorylation of the PML SIM significantly enhances its binding to
SUMOI and suggest that the phosphorylation status of the PML plays an important role in
the SUMO1:PML interaction.

Lysine residues of SUMOI1 make specific contacts with the PML-SIM-4SD peptide.

To address the impact of the PML phosphorylation status on the formation of the
PML:SUMOI1 complex and identify SUMOI residues specifically involved in the binding
to PML-SIM-4SD, chemical shift perturbation studies were performed using Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. In these studies, the SUMOI interaction
surfaces for both the PML-SIM and the PML-SIM-4SD peptides were mapped on the basis
of significant changes in chemical shift. 'H-">’N HSQC experiments were conducted using
*N-labeled SUMOI and either the native PML-SIM peptide or the PML-SIM-4SD peptide.
As expected, sequential addition of either peptide resulted in significant changes in both the
"H and "°N chemical shifts for several residues of SUMO1 (Supplementary Figures 2 and
3). Superimposition of the final "H-">’N HSQC spectra from the two titrations revealed
several important differences (Figure 3A). These differences indicate that specific
chemical shift perturbations are occurring in SUMO1 upon interaction with the PML-SIM-
4SD peptide (Figure 3B) due to the presence of the four phosphomimetic residues. The
most significant differences occur at signals corresponding to residues located primarily in

the region of SUMOI1 spanning from the end of its second [ strand (2) strand to the

middle of its a helix (al) (Figure 3B and 3C). This region contains a number of positively
charged residues (K37, K39, K45 and K46) that could enhance binding of the PML-SIM-
4SD peptide and K39, H43 and K46 from this region show the most dramatic differences
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when comparing the "H-""N- HSQC spectra obtained with the PML-SIM peptide with the
PML-SIM-4SD peptide (Figure 3B). Consistent with the BRET and ITC studies, the NMR
chemical shift perturbation studies demonstrate the potential importance of PML

phosphorylation in the binding to SUMOI.

SUMOI lysine residues are essential for the SUMO1:PML interaction

The SUMOI1 region spanning from the end of B2 to the start of the a1 contains two
distinct positively charged patches and NMR studies confirmed that residues in these
patches undergo dramatic chemical shift changes in the presence of the PML-SIM-4SD
peptide. The first positively charged patch of SUMOI includes K37 and K39 while the
second one contains K45 and K46 (Figure 4A). To determine the importance of positively
charged residues for SUMOI binding to full-length PML, we generated a series of lysine to
alanine mutants within these two positively charged patches of SUMO1 (SUMO1-K37A-
K39A, SUMO1-K45A-K46A and SUMOI1-K37A-K39A-K45A-K46A) and tested their
ability to bind PML in a cellular context using our BRET assay. In comparison to the
BRET signal observed between full length wild-type PML-RLuc and GFP-SUMOI in
HEK?293T cells, a significant decrease is observed in the BRET signals for the interactions
between PML-RLuc and either the GFP-SUMOI1-K37A-K39A, GFP-SUMOI1-K45A-
K46A or GFP-SUMOI1-K37A-K39A-K45A-K46A mutant (Figure 4B). Interestingly, the
decrease in the intensity of the BRET signal is similar for all three basic patch mutants
tested and this suggests that the two basic patches function in unison to achieve optimal
binding to PML with all four-lysine residues of SUMOI possibly contributing to the
binding either directly or indirectly.
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Structure of the SUMO1:PML-SIM-PO, complex.

In order to gain structural insights on the role that CK2-dependent phosphorylation
of PML has on its interactions with SUMOI1, we crystallized an N-terminal truncated form
of SUMO1 (AN-SUMOVI; residues 17-97 of human SUMO1), in complex with a PML-
SIM-POy peptide (S560, S561, S562 and S565 as phosphoserines). The crystals belong to
the P2,2,2, space group, diffract to 1.40-A resolution, and contain one AN-SUMO1:PML-
SIM-PO4 complex in the asymmetric unit. Clear density is visible for residues 19-94 of
SUMOI, residues 552-562 of PML (Figure SA) and residues 569-573 of PML
(Supplementary Figure 4). In the complex, SUMO1 adopts a canonical ubiquitin-like fold
while PML expands the SUMO1 B-sheet by adopting a parallel B-strand conformation with
respect to the second B-strand ($2) of SUMOI (Figure 5B). This portion of the B-sheet is
stabilized by a network of hydrogen bonds between the backbone of PML (residues 555-
559), and the backbone of SUMOI1 (residues 35-37). In this configuration, the side chains
of PML residues V556 and V558 are partially exposed to the solvent, whereas those of
residues V557 and 1559 are buried within a hydrophobic groove of SUMO1 composed of
the first al helix and B2. Residues of the SIM motifs are mainly stabilized by hydrophobic
contacts provided by the side chains of SUMOI residues Y21, K23, 134, H35, F36, K37,
V38, K46, L47 and R54. In addition, several contacts from residues located outside of the
PML SIM are provided by E554 and R555. Notably, the Ne atom of R555 of PML forms a
hydrogen bond with the backbone of E33 from SUMO1 while the terminal guanidino group
participates in a water-mediated hydrogen bond network with SUMOI. In addition, there
are hydrophobic contacts between the aliphatic portion of R555 of PML and 134 of
SUMOIL.

Three phosphoserine residues (S560, S561 and S562) immediately adjacent to the
SIM motif are clearly visible in the electron density maps (Figure SA) and the phosphate
moiety of each of the three serine residues is making contacts with SUMOI residues in the
crystal structure (Figure 5B). More precisely, the phosphate moiety of S560 is forming
hydrogen bonds with K46, the phosphate moiety of S561 forms an electrostatic interaction
with K39 and the phosphate moiety of S562 forms hydrogen bonds with H43. A fourth
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serine residue (S565) whose phosphorylation is crucial for the subsequent phosphorylation
of S562 does not appear to be stabilized by SUMOI1 in the crystal structure.

To verify that the phosphates groups of S560, S561 and S562 specifically contribute
to stabilization of the serine residues, we obtain crystals of the same SUMOI construct in
complex with the wild-type PML peptide (PML-SIM). These crystals belong to the same
P2,2,2; space group and diffract to 1.46-A resolution. In contrast to what is observed in the
structure of the complex with PML-SIM-PO4 where the four phosphoserine residues are
clearly visible in the electron density maps, S560 is the only one of the four serine residue
visible in the electron density map of the SUMO1: PML-SIM complex (Figure 5C). This,
in addition to the absence of an interaction between S560 of PML and K46 of SUMOI1
(Figure 5D), indicates that phosphorylation effectively contributes to the stabilization of
the serine residues adjacent to the SIM. Importantly, the positions of the four hydrophobic
residues preceding the three serine residues are identical for PML-SIM and for PML-SIM-
PO4. Globally, the structures are in good agreement with previous reports describing the
mode of interaction of the four hydrophobic residues of the SIM motif. Importantly, the
specific interactions involving the three phosphoserine residues in the SUMO1: PML-SIM-
POy structure are consistent with the idea that PML phosphorylation increases its affinity
for SUMOI1 and highlights the roles that K39, H43 and K46 of SUMOI1 contribute to the

interaction interface.
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DISCUSSION

Although the role of covalent attachment of SUMO-family proteins to substrates
has been extensively studied, less effort has been dedicated to understanding the biological
functions regulated by non-covalent interactions involving SUMO and SIM-containing
proteins. Previous studies have suggested that phosphorylation of residues adjacent to the
hydrophobic SIM sequences for different proteins is important for their binding to SUMO,
but the precise molecular determinants required for these interactions as well as the
associated functions are not clearly understood (Stehmeier and Muller 2009; Chang, Naik
et al. 2011). Using the PML protein as a model of a SIM-containing protein, we have
characterized, at the molecular level, the key determinants in the binding of SUMOI to the
PML phospho-SIM module using a combination of functional, biophysical and structural
experiments. We established that the binding of SUMOI to PML is strongly enhanced by
CK2-dependent phosphorylation of serine residues immediately adjacent to the SIM of
PML. Consistent with the increased in the binding affinity observed both in vitro with
peptide models of the PML SIM and with full-length PML in a cellular context, the crystal
structures of the SUMO1:PML-SIM complexes revealed that three phosphorylated serine
residues within the PML SIM make specific contacts with a series of basic residues located
in two positively charged patches on SUMOI.

Like PML, several other proteins found in PML-NBs contain SIM modules that are
adjacent to regions rich in either acidic and/or amino acids that can be phosphorylated in a
CK2-dependent manner (Rasheed, Saleem et al. 2002; Lin, Huang et al. 2006; Cho, Lim et
al. 2009; Sung, Lee et al. 2011). In previous studies, it was proposed that these negative
charges associated with acidic or phosphorylated residues following the hydrophobic
stretch of the SIM help determine binding specificity to distinct SUMO-family proteins
(Hecker, Rabiller et al. 2006; Chang, Naik et al. 2011). However, our BRET data indicate
that PML binds with similar affinity to the various SUMO proteins in cells. In addition,
mutants containing alanines that block CK2-dependent phosphorylation of the four key
serine residues of PML significantly alters PML binding to both SUMO1 and SUMO2.
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These results suggest that phosphorylation of the PML SIM module increases its interaction
with both SUMOI1 and SUMO2. In addition, our ITC data indicate that SUMO1 displays
low affinity for the PML-SIM peptide, in comparison to other previously characterized
SUMOI1:SIM interactions (Song, Durrin et al. 2004; Sekiyama, lkegami et al. 2008;
Escobar-Cabrera, Okon et al. 2011). However, the affinity of PML for SUMOI is
significantly increased when the four-serine residues are mutated to aspartic acid residues
in the PML-SIM-4SD peptide in order to mimic the CK2-dependent phosphorylation that
occurs in vivo. These results with the PML-SIM-4SD peptide are further supported by our
NMR data where we observed more pronounced chemical shift changes for specific signals
of SUMOI residues in comparison with the PML-SIM peptide. These significant chemical
shift changes observed with the PML-SIM-4SD peptide occurred in two positively charged
patches on SUMOI and the signals corresponding to K39, H43 and K46 of SUMOI1
displayed the most dramatic differences. Interestingly, these in vitro studies are consistent
with our BRET data in cells and together suggest that positively charged residues of
SUMO1 (K37, K39, K45 and K46) play a key role in the SUMOI1:PML interaction
following phosphorylation. Altogether, these data strongly support that the CK2-dependent
phosphorylation of four serine residues, adjacent to the PML SIM sequence, dictate the
PML:SUMO binding by generating key interactions with positively charged residues of
SUMO.

Although previous studies have indicated that phosphorylation of residues adjacent
to the hydrophobic residues in the SIM of several proteins is implicated in the binding to
SUMOI, the molecular bases of this interaction have never been clearly defined. Our
structural characterization of the SUMO1:PML-SIM-PO, complex provides the first atomic
level description of the role that phosphorylation plays in the binding of SIM motifs to a
SUMO family protein. The PML-SIM-PO, peptide makes extensive contacts with SUMO1
in a groove composed of the B2 strand, the al helix as well as the connecting loop. Like
other SIM-containing peptides, the PML-SIM-PO4 peptide binds in an extended
conformation and contacts the SUMOI1 B-sheet by forming an additional B-strand in a

parallel orientation relative to the B2 strand. This extended interaction module can be
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perceived as two distinct sub-modules, one corresponding to the hydrophobic core (V556-
V557-V558-1559) and the other one encompassing the three phosphorylated serine residues
(8560p04-S561p04-S562p04). Indeed, the unphosphorylated PML SIM sequence does not
display an extended interaction interface with SUMO1. Comparison of our SUMO1:PML-
SIM peptide complexes to previously characterized SUMO:SIM containing complexes
reveals several similarities and differences between the PML SIM and other canonical
SIMs. Indeed, the PML SIM hydrophobic core occupies a position analogous to other
canonical SIMs, by contacting hydrophobic residues in the groove of SUMOI1 (Reverter
and Lima 2005; Song, Zhang et al. 2005; Sekiyama, Ikegami et al. 2008; Olsen, Capili et
al. 2010; Armstrong, Mohideen et al. 2012). Moreover, as also observed for the SIMs of
PIAS2, DAXX and MCAF1, in complex with SUMO1 and SUMO3 respectively, the PML
SIM adopts a parallel orientation with respect to the B2 strand of SUMOI. In addition, the
hydrophobic portion of the SIM sequence is followed immediately by a cluster of serine
and/or negatively charged residues which might contribute to their orientation on SUMO
through electrostatic interactions (Song, Zhang et al. 2005; Sekiyama, Ikegami et al. 2008;
Chang, Naik et al. 2011). Conversely, in the case of RanBP2, the hydrophobic core of the
SIM is preceded by an acidic stretch and, consequently, it binds in the opposite orientation
and adopts an anti-parallel orientation relative to the B2 strand of SUMO (Reverter and
Lima 2005; Gareau, Reverter et al. 2012). Although the relative position (C-terminal or N-
terminal) of the serine/acidic rich sequence might contribute to the orientation of the native
PML SIM, the absence of density for these residues suggest that they do not strongly
participate in the stabilization of the interaction with SUMOI. This is consistent with the
NMR structure of the SUMO1:PIAS2-SIM peptide complex. Indeed, no specific contacts
are observed between SUMOI1 and the cluster of serine/acidic residues adjacent to the
PIAS2 SIM sequence (Song, Zhang et al. 2005). Thus, the extended interaction interface
seen in the SUMO1: PML-SIM-PO4 complex requires the CK2-dependent phosphorylation
of three serine residues immediately adjacent to the PML-SIM hydrophobic stretch. Indeed,
the SUMO1:PML-SIM-POy structure reveals that phosphorylation of S560, S561 and S562

generates three additional interactions with three distinct residues of SUMOI, respectively
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K46, K39 and H43. The structure is consistent with our ITC data where the
phosphomimetic version of the PML-SIM displays an increased binding to SUMO1 when
compared to the native PML SIM sequence. Interestingly, phosphorylation of a fourth
serine residue (S565) in the PML serine/acidic cluster does not appear to make a specific
interaction with SUMOI in the crystal structure since no corresponding density can be
observed in the electron density maps. This suggests that phosphorylation of S565 is not
implicated for the binding of the PML-SIM to SUMOI1 but rather is required for the
subsequent phosphorylation of S562 which does contribute to the binding to SUMOI1.
Although the biological functions of PML-NBs remain enigmatic, one characteristic
shared by a significant proportion of proteins found to reside and/or to transiently interact
within these sub-nuclear structures is their capacity to be post-translationally modified by
SUMO (Van Damme, Laukens et al. 2010). Compelling evidences indicate that these
proteins interact with PML and associate in PML-NBs only after they have been
SUMOylated (Goodson, Hong et al. 2001; Weger, Hammer et al. 2003; Dahle, Bakke et al.
2004; Fernandez-Lloris, Osses et al. 2006; Lin, Huang et al. 2006; Janssen, Hofmann et al.
2007; Karvonen, Jaaskelainen et al. 2008). Interestingly, a number of proteins interacting
with the PML-NBs also contain phospho-SIM modules similar to the one in PML,
including DAXX and the PIAS proteins (Lin, Huang et al. 2006; Stehmeier and Muller
2009; Rabellino, Carter et al. 2012). Moreover, bio-informatic searches have identified
potential similar phospho-SIM modules in a number of transcription factors and co-
activators that are SUMOylated prior to transiently interacting with the PML-NBs
(Supplementary Figure 1). This strongly suggests that the homeostasis of the PML-NBs is
governed by SUMO-dependent non-covalent binding and that these interactions are
regulated by phosphorylation events. Interestingly, it was proposed that PML SIM:SUMO
non-covalent interactions were needed for the proper formation of the PML-NBs. Indeed,
whereas cells expressing wild-type PML proteins typically present less than 20 spherical-
shaped PML-NBs, a small number of large aggregates are observed when the PML SIM is
mutated (Shen, Lin et al. 2006). In contrast, cells expressing a PML phosphomimetic
mutant (PML-S565D) display low numbers of small PML-NBs (Scaglioni, Yung et al.
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2006). These small PML-NBs are consistent with decreased levels of the PML-S565D
mutant protein due to enhanced degradation (Scaglioni, Yung et al. 2006). Moreover, this is
also consistent with an increase in number and size of the PML-NBs upon different
proteasome inhibitor treatments or knock-down of RNF4, a recently characterized SUMO-
targeted ubiquitin ligase (Everett, Earnshaw et al. 1999; Bailey and O'Hare 2005; Tatham,
Geoffroy et al. 2008). Altogether, this suggests that the phosphorylation status of serine
residues adjacent to the PML SIM sequence tightly controls the degradation of the PML
protein via a mechanism dependent on a SUMO:SIM interaction. This phospho-SIM
dependent protein degradation process might also be applicable to other phospho-SIM
containing proteins. Indeed, several proteins found to interact with the PML-NBs also
contain similar phospho-SIM modules. Strikingly, most of these phospho-SIM modules
contain CK2-consensus sites. Since CK2 is under the control of stress-activated kinases
such as p38 MAPK and ERK kinases (Sayed, Kim et al. 2000; Roux and Blenis 2004;
Scaglioni, Yung et al. 2006; Scaglioni, Yung et al. 2008), it indicates that cellular stresses
are controlling the phospho-SIM dependent interactions in PML-NBs. Indeed, exposure to
sub-toxic concentration of cadmium induces the release of DAXX from the PML-NBs and
this leads to a decrease in the size of the PML-NBs. Interestingly, pre-treating cells exposed
to cadmium with inhibitors of stress-activated kinases prevent the disruption of these PML-
NBs components (Nefkens, Negorev et al. 2003). Together, this suggests that stress-
activated phosphorylation events are controlling the composition of PML-NBs through

regulation of phospho-SIM modules.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Phosphorylation of the PML SIM enhances the interaction with SUMO1 in
HEK293T cells.

(A) Schematic representation of domains in the full-length PML protein (isoform 1 of
human PML) and sequence alignment of the highly conserved phospho-SIM region. The
domains and regions represented as boxes include the RING (Really Interesting New Gene)
domain (light grey), the Bl and B2 B-boxes domains (medium grey), the coiled-coil
domain (CC, dark grey) and the phospho-SIM (SUMO Interacting Motif) module (black).
The alignment of the PML phospho-SIM region includes sequences from different
eukaryotic species. (f) indicates CK2-targeted serine residues, (*) indicates identical
residues in the aligned sequences and (.) indicates homologous residues. (B) Amino-acid
sequence of phospho-SIM mutants used in BRET studies. The residues that were mutated
in the context of the full-length PML protein for the BRET studies are in italics and
underlined. (C) BRET titration curves, of a representative experiment, showing interaction
between SUMO1 and either wild-type PML or mutants in HEK293T cells. The BRET pairs
tested were PML-RLuc (W), PML-4SD-Rluc (A) and PML-4SA-Rluc (V) used in a fixed

amount with increasing amounts of GFP-SUMOI.

Figure 2: Phosphomimetic substitutions in the PML SIM enhance PML interaction
with SUMOL1 in vitro.

(A) Representative ITC thermogram for the interaction between SUMO1 and the PML-
SIM-4SD peptide. (B) Amino-acid sequences of the PML-SIM and the PML-SIM-4SD
peptides used in the ITC studies. The phosphomimetic substitutions are in italics and
underlined. (C) Comparison of the dissociation constant (Kp) values for SUMO1 binding to
the PML-SIM and PML-SIM-4SD peptides in the ITC studies.

Figure 3: Lysine residues in SUMOI1 basic patches are specifically involved in the

interaction with the PML-SIM-4SD in vitro.
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(A) Overlay from the 2D 'H-">N HSQC spectra of ’N-labeled SUMOL in the presence 2
molar equivalents of either the unlabeled PML-SIM or PML-SIM-4SD peptide. (B)
Histogram of the differences in chemical shift changes that occur in the titration between
*N-labeled SUMOI1 and the PML-SIM-4SD peptide with those obtained in the titration
between '*N-labeled SUMOI1 and the PML-SIM peptide. The differences chemical shift
changes for the two individual titrations were calculated using the formula AS =
[(0.17ANH)2 + (AHN)Z]I/2 and the values obtained with the PML-SIM peptide were
subtracted from the ones obtained with the PML-SIM-4SD peptide. The differences are
reported in parts per million. (C) Ribbon model of the 3D structure of SUMO1 (light grey;
PDB: 2UYZ). The amino acids of ’N-labeled SUMO1 showing a significant chemical shift
change [AS (ppm) > 0.15; A8 = [(0.17ANy)* + (AHx)*]"*1 upon formation of a complex with
PML-SIM-4SD are highlighted in green.

Figure 4: SUMOL1 lysine residues are critical for the PML:SUMO1 interaction in
HEK293Tcells.

(A) Ribbon model of the 3D structure of SUMO1 (light grey; PDB: 2UYZ) with the lysine
residues from the two basic patches showing significant chemical shift changes in the NMR
titration (AS (ppm) > 0.15) highlighted as sticks. (B) Representative BRET titration curves
showing interaction between PML and either wild type SUMO1 or the SUMO1 basic patch
mutants in HEK293T cells. The BRET pairs were tested with a fixed amount of wild type
PML-RLuc and increasing amounts of GFP-SUMO1 (W), PML-RLuc:GFP-SUMOI1
K37A-K39A (O), PML-RLuc:GFP-SUMO1-K45A-K46A (+) or PML-Rluc:GFP-
SUMO1-4KA (SUMO1-K37A-K39A-K45A-K46A) ().

Figure 5: Crystal structure of the SUMO1:PML-SIM-PO4 and SUMO1:PML-SIM
complexes.

(A) Electron density map corresponding to PML-SIM-PO, peptide residues 552 to 562. The
peptide is in stick representation with carbon atoms colored in yellow. The 2F,F, electron

density map, contoured at 1.2c is represented by a grey mesh. (B) Overall structure of the
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AN-SUMO1:PML-SIM-PO, complex highlighting the interactions between SUMOI1 and
PML residues 552 to 562. The proteins are in cartoon representation with SUMO1 carbon
atoms colored in grey and PML-SIM-PO, carbon atoms colored in yellow. SUMOI
residues interacting with PML-SIM-PO, are in stick representation. (C) Electron density
map corresponding to PML-SIM residues 552 to 560 and using the same representation
mode as in (A) with PML carbon atoms colored in green. (D) Overall structure of the
SUMO1:PML-SIM complex highlighting the interactions between SUMOI1 and PML
residues 552 to 560. The presentation is similar as in (C) with PML carbon atoms colored

in green.
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Supplemental Figure 1: Characterized and potential phospho-SIM module in several
proteins known to reside and/or to transiently interact with the PML-NBs.

(A) Amino acid numbering of the phospho-SIM module according to the different PML
isoforms. (B) Characterized SIM and phospho-SIM modules of proteins known to reside
and/or to interact in the PML-NBs. (C) Potential SIM and phospho-SIM modules of known
SUMOylated transcriptional regulators transiently interacting with the PML-NBs.
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Supplemental Figure 2: Mapping of the PML-SIM and PML-4SD binding sites on
SUMO1

(A) Overlay of 2D 'H-">’N HSQC spectra of '°N-labeled SUMO1 (0.5 mM) in the free form
(black) and in the presence of increasing concentration (up to 1 mM; blue) of unlabeled
PML-SIM peptide. (B) Overlay of 2D 'H-""N HSQC spectra of ’N-labeled SUMOI (0.5
mM) in the free form (black) and in the presence of increasing concentration (up to 1 mM;

red) of unlabeled PML-SIM-4SD peptide.
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Supplemental Figure 3: Identification of the PML-SIM and PML-4SD binding sites on
SUMO1

(A) Histogram of the variation in chemical shifts [A8 (ppm)] observed in the "H-'""N HSQC
spectra of '"N-SUMOI1 upon the formation of the SUMOI1:PML-SIM complex. The
chemical shifts were calculated with the formula A8=[(0.17ANy)* + (AHN)Z]I/2 and are
given in parts per million. (B) Histogram of the variation in chemical shifts [Ad (ppm)]
observed in the 'H-'"N HSQC spectra of ""N-SUMOI upon the formation of the
SUMO1:PML-SIM-4SD complex. The chemical shifts were calculated with the formula
AS=[(0.17ANg)* + (AHx)?]"* and are given in parts per million.
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Supplemental Figure 4:

(A) Electron density map corresponding to PML-SIM-PO; residues 559 to 574. The peptide
is in stick representation with carbon atoms colored in yellow. The 2F,F, electron density
map, contoured at 1.2c, is represented by a grey mesh. (B) Overall structure of the AN-
SUMO1:PML-SIM-PO,4 complex highlighting the interactions between SUMO1 and PML
residues 559 to 574. The proteins are in cartoon representation with SUMO1 carbon atoms
colored in grey and PML residues 559 to 574 carbon atoms colored in yellow. SUMOI1
residues interacting with PML-SIM-POy residues 559 to 574 are in stick representation.
PML-SIM-PO; residues 552 to 562 are colored in dark gray.



Table 1. Data collection and refinement statistics
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Data set SUMO1:PML-SIM-WT SUMO1:PML-SIM-PO,
Data Collection
Beamline X29, NSLS 08-ID, CLS
Wavelength (A) 1.075 A 0.9794 A
Space group P2:2:24 P2:2:24
Unit-cell parameter (A) a=38.39, b=47.25, ¢=63.91 a=38.27, b=47.08, ¢=63.99
Resolution (A) 50-1.46 (1.54-1.46) 50-1.40 (1.48-1.40)
No. of unique reflections 20770 20730
Multiplicity 6.8 (5.6) 9.3(4.3)
Completeness (%) 99.2 (95.4) 89.4 (51.4)
Rinerge 0.092 (0.597) 0.115(1.422)
I/o(D) 11.6 (2.7) 10.3 (0.9)
Refinement Statistics

Resolution (A) 50-1.46 50-1.40

Reflections (total/test) 20720/1037 20674 /1034

Ryork/Réree (%0) 18.27/20.24 19.46/21.92
Number of atoms
(excluding hydrogens)

Protein 753 766

Water 146 139
B-factors

Protein 249 24.7

Water 36.8 35.5
RMSDs

Bond lengths (A) 0.007 0.006

Bond angles (°) 1.192 1.131
Ramachandran

Favored (%) 100.0 100.0

Outliers (%) 0 0

Values in parentheses are for highest-resolution shell. Rgym = YAkl Y1 [Tnw; — 1hkl| | Y

1hkl, where I, is the intensity of an individual measurement of the reflection with Miller

indices Akl and I is the mean intensity of that reflection. Ry = D 4kl Fo| — |F. / Y hkl |Fo,

where |F,| is the observed structure-factor amplitude and |F.| is the calculated structure-

factor amplitude. Rge. is the R factor based on at least 500 test reflections that were

excluded from the refinement.

 Reflections with F, > 0.

b MolProbity analysis.



III. DISCUSSION

Le sujet principal de cette theése fit 1’é¢tude d’'un mode de régulation des protéines: la
modification chimique des protéines par SUMO, une MPT de la famille des Ublps. Notre
but a ét¢ de cerner les impacts fonctionnels et structuraux ainsi que la régulation que
peuvent engendrer la liaison covalente ou non-covalente de SUMO sur trois protéines
d’échafaudage a domaine RING. TIF1B/TRIM28, PIAS1 et PML/TRIM19. Ces études se
sont appuyées sur I’analyse de nombreux paralleles structuraux et mécanistiques avec le
processus d’Ubiquitination qui a servi de guide de réflexions pour nos recherches. Le but

ultime était d’améliorer la compréhension des modes d’action de SUMO.

Les travaux présentés dans la premiére étude relatent la découverte ainsi que la
caractérisation de la SUMOylation de TIF1B, le corépresseur universel des protéines
KRAB-Multidoigt de zinc. La SUMOylation de TIF1B cible spécifiquement plusieurs
résidus lysine regroupés dans son domaine répresseur. Ainsi, des études de geénes
rapporteurs nous ont permis de déterminer que la SUMOylation de TIF1[ est essentielle a
son activité répressive et corépressive via, notamment, le recrutement d’activités HDACs.
De plus, la SUMOylation de TIF1f est positivement régulée par son interaction avec le
domaine KRAB, caractéris¢ comme un domaine conférant une activité répressive aux
protéines Multdoigt de zinc. A la lumiére de ces résultats, nous suggérons que les protéines
KRAB-Multidoigt recrutent TIFIB a I’ADN et augmentent sa capacité répressive en
favorisant sa SUMOylation. La SUMOylation de TIF1f lui permet d’interagir avec

plusieurs protéines directement impliquées dans la répression de la transcription.

La machinerie de SUMOylation (SUMO, I’enzyme de conjugaison UBC9 et les
enzymes de ligation de la famille des PIAS) étant impliquée dans la répression de I’activité
de plusieurs facteurs de transcription, nous avons investigué les déterminants moléculaires
requis dans la formation, la régulation et la fonction répressive associée a cette machinerie
enzymatique. Ainsi, les travaux de la deuxiéme étude indiquent que PIAS1, SUMOI et
UBC9 peuvent s’assembler en un complexe ternaire (PIAS1:SUMO1:UBC9) répresseur.

C’est la premicre fois qu’un tel complexe est mis en évidence pour la machinerie de
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SUMOylation. Au sein de ce complexe, SUMOI joue le role de protéine adaptatrice
spécifique en reconnaissant simultanément la surface backside de son enzyme de
conjugaison, UBC9Y, et la séquence SIM de PIAS1, une des enzymes E3 de ligation de la
machinerie de SUMOylation. Nos résultats révelent que 1’activité répressive induite par
UBC9 corréle avec sa capacité d’interagir de maniére non-covalente avec SUMOI1 et
conséquemment PIAS1 au sein de ce complexe ternaire. En outre, des approches in vivo et
in vitro indiquent que la phosphorylation par CK2, de trois résidus sérines adjacents a la
séquence SIM de PIASI1 favorise la formation du complexe ternaire PIAS1:SUMO:UBC9
en renforcant 1’interaction de SUMO avec PIASI. Ainsi, a la lumicre de ces données, nous
proposons que les interactions non-covalentes de PIAS1 et UBC9 avec SUMO soient
requises pour leur interaction spécifique et la formation d’un complexe ternaire possédant

une activité répressive.

Enfin, les travaux présentés dans la troisieme étude portent sur la caractérisation
structurale et fonctionnelle du complexe entre SUMOI et la séquence SIM phosphorylée de
PML, I’organisateur de corps nucléaires. Cette étude révele, pour la premiere fois, un
complexe entre SUMOI1 et la séquence SIM de PML sous ses formes native et
phosphorylée. Ces résultats, issus d’une combinaison d’approches in vivo et in vitro,
indiquent que la phosphorylation d’une séquence de résidus sérine, juxtaposée au SIM de
PML et ciblée in vivo par la kinase CK2 augmente significativement 1’affinité d’interaction
entre PML et les proté¢ines SUMO. L’obtention des structures cristallographiques des
complexes SUMO1:PML-SIM et SUMO1:PML-SIM-PO4 nous a permis d’identifier avec
une résolution quasi atomique I’interface d’interaction entre SUMOI1 et le SIM de PML
dans ses formes native et phosphorylée. Alors qu’aucun contact n’est observé entre
SUMOI1 et les résidus sérine du SIM natif de PML, trois des quatre phospho-sérines
forment des ponts hydrogenes et des interactions électrostatiques avec plusieurs résidus
basiques de SUMOL. A la lumiére de ces données, nous proposons que la phosphorylation
des résidus sérines adjacents a la séquence SIM de PML participe a I’homéostasie des corps
nucléaires de PML en régulant de fagcon dynamique les interactions de PML dépendant de

SUMO.
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Les prochaines sections de cette discussion abordent :

1- Les méthodologies employées pour étudier les interactions des protéines
d’échafaudage étudiées dans cette theése. Outre un rappel des principes des méthodes, les

spécificités et les avantages de leur utilisation dans le cadre de nos études sont discutés.

2- La mise en perspective pour chacune des études présentées.

1 Stratégie méthodologique

Dans le but d’appréhender au mieux les déterminants moléculaires a la base des
différentes interactions dépendantes de SUMO, notre stratégie a reposée sur 1’emploi de
plusieurs méthodes semi-quantitatives in vivo, tels le transfert d’énergie par résonance de
bioluminescence, la co-immunoprécipitation et 1’essai de gene rapporteur, dans le contexte
de protéines pleines longueurs. Ces techniques ont été combinées a des approches in vitro
plus quantitatives, telle la microcalorimétrie et la résonance magnétique nucléaire, faisant
souvent appel a des fragments isolés des protéines d’intérét. Finalement une approche
radiocristallographie a été utilisée pour identifier avec une résolution quasi atomique
certaine des interfaces d’interaction d’intérét. Une bréve description de la stratégie

méthodologique employée est présentée ci-dessous (Figure 48).

1.1 Stratégies employées pour D’étude  d’interaction
protéine:protéine

Une spécificité de nos ¢études réside dans [’utilisation d’une combinaison
d’approches biophysiques ayant permis de cerner les déterminants moléculaires impliqués
dans les interactions protéines:protéines étudiées dans cette theése. Toutes les techniques
utilisées possedent leurs avantages et leurs inconvénients mais leur utilisation combinée
permet 1’obtention d’informations différentes et complémentaires essentielles a la
caractérisation des interactions protéiques. Ces techniques sont briévement décrites ci-

dessous apres une revue de leurs avantages.
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La premicre technique est le transfert d’énergie par résonance de bioluminescence
ou BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer). 1l s’agit d’une technique in vivo
relativement puissante lorsque comparée aux autres approches communément utilisées lors
de la caractérisation d’interactions in vivo. Ainsi, le BRET nous permet d’appréhender les

interactions protéine:protéine dans le contexte de cellules intactes [491].

De plus, contrairement a nombre de techniques in vitro faisant appel a des
fragments de protéines, le BRET permet I’étude de protéines pleine longueur. Si cette
approche donne une indication de I’affinité relative et de la proximité relative entre deux
protéines et permet I’identification d’interactions directes, elle ne permet pas d’exclure de
facon définitive la possibilit¢ d’interactions indirectes. En conséquence, une fois

I’interaction détectée par BRET, celle-ci a été confirmée au moyen de méthodes in vitro.

Les techniques utilisées in vitro sont, la microcalorimétrie ou ITC (Isothermal
Titration Calorimetry) et la spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
[492]. Ces deux approches quantitatives complétent bien les études de BRET et permettent
de caractériser plus précisément les déterminants moléculaires a la base de I’interaction et
de conclure si I’interaction est de type direct ou indirect. De plus, ces approches permettent
(1) d’appréhender la nature (hydrophobicité¢) des forces qui dictent 1’interaction, (ii) de
mesurer 1’affinité de 1’interaction (constante de dissociation) mais aussi, (iii) d’identifier les
surfaces et les résidus de chacune des protéines impliquées dans 1’interaction. Néanmoins,
si P’ITC et la RMN offrent ces avantages, leur limitation concerne la taille des complexes
¢tudiés. En général, seules les protéines de moins de 30 kDa peuvent étre étudiées par

RMN.

Enfin, une approche de radiocristallographie a été utilisée dans le but de d’obtenir,
avec une résolution quasi atomique, la structure de complexes protéiques d’intéréts et ainsi
d’identifier les déterminants moléculaires régissant leur formation. Une fois I’interaction
caractérisée structurellement, des mutations ponctuelles sont générées dans le but d’affecter
la liaison tout en évitant de perturber le repliement du domaine ou de la protéine donnée.
Les roles de ces interactions peuvent finalement étre adressés au moyen d’études

fonctionnelles.
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Figure 48 : Stratégies méthodologiques pour les études d’interactions.

1.1.1 Le transfert d’énergie par résonance de bioluminescence dans les

interactions E3:E2

Les approches utilisant le transfert d’énergie par résonance non radiative (FRET,
BRET) exploitent toutes le méme principe basé sur 1’utilisation de protéines fluororescentes
(ex: GFP pour Green Fluorescent Protein) et/ou d’enzymes bioluminescentes (ex: Renilla
Luciferase) qui sont génétiquement fusionnées a des macromolécules d’intérét [491]. Lors
d’une expérience de BRET, un transfert d’énergie se produit entre les protéines
bioluminescentes et fluorescentes si les macromolécules auxquelles elles sont fusionnées
interagissent dans une orientation dite permissive. Ainsi, 1’énergie émise par le donneur
d’énergie (la Renilla Luciférase dans le cas du BRET) est transférée sous forme de photons
a un fluorophore accepteur d’énergie. L’efficacité du transfert d’énergie dépend

principalement de la distance séparant le donneur et 1’accepteur d’énergie, et est
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inversement proportionnelle a la sixieme puissance de cette distance [493]. Donc, un
accroissement de la distance entre les deux fluorophores peut entrainer une perte de
transfert d’énergie. Selon les approches, le transfert d’énergie entre les deux fluorophores

est efficace jusqu’a environ 100 A.

La plupart des études publiées s’intéressant aux interactions E3:E2 utilisent, tout
comme dans notre deuxiéme étude, des approches in vitro (RMN et radiocristallographie),
le plus souvent avec des fragments des protéines d’intérét [50,87,494]. Compte tenu de la
nature transitoire des interactions E3:E2, quelques études ont aussi exploité des approches
de type double hydride chez la levure [495,496]. Notre étude est la premiére qui emploie le
BRET pour définir les déterminants moléculaires a la base de I’interaction entre des
enzymes E3 et E2 impliquées dans la voie de SUMOylation. De fagcon unique, cette
approche nous a permis de caractériser les interactions directes et indirectes de nos
protéines d’intérét dans leur forme plein longueur et dans des cellules intactes de

mammiferes.

1.1.2 La microcalorimétrie dans les interactions SIM:SUMO

La microcalorimétrie (ITC pour Isothermal Titration Calorimetry) a été utilisée
pour déterminer de maniere quantitative les constantes d’affinité ainsi que les parametres
thermodynamiques qui régissent les interactions entre les séquences SIM de nos protéines
d’intérét (PIAS1 et PML) et SUMO. Cette technique se base sur les lois de la
thermodynamique. En effet, toute réaction chimique échange de la chaleur avec

I’environnement [492].

Techniquement, le microcalorimetre isotherme est formé de deux compartiments,
appelés cellules ainsi que d’une seringue d’injection (Figure 49). Une des deux cellules sert
de référence tandis que l’autre renferme un des deux partenaires protéiques d’intérét
(molécule A). La seringue est chargée de I’autre partenaire protéique (molécule B). Lors
d’un titrage ITC, réalisé a température et a pression constantes, le partenaire protéique
contenu dans la seringue (molécule B) est graduellement injectée dans la cellule contenant

la molécule A. Suite a chaque injection, la chaleur échangée dans le milieu est mesurée et
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comparée a celle de la cellule de référence. Ainsi, la différence de chaleur entre les cellules
s’exprime comme la puissance ¢électrique permettant de maintenir une température
constante entre ces deux cellules. Au fur et a mesure que les sites de liaison de la molécule
A sont saturés par la molécule B, 1I’échange de chaleur diminue jusqu’a ce que plus aucun
échange ne soit détecté. Le systéme se retrouve donc a 1’équilibre. Cette technique est trés
sensible puisque I’appareil ITC permet de détecter de trés petits changements de chaleur
(de I’ordre de la microcalorie) et donc de détecter des interactions présentant des faibles

échanges de chaleur.

Ainsi, au moins deux cas de figures se rencontrent lors d’une interaction entre
macromolécules. L’interaction peut s’accompagner (i) d’une émission de chaleur (réaction
exothermique), comme observé pour I’interaction entre le SIM de PIAS1 et SUMOI ou (i1)
d’une absorption de chaleur (réaction endothermique) tel qu’obtenu pour I’interaction entre
le SIM de PML et SUMOI1. Ces résultats nous suggerent que la nature des interactions
impliquées dans la liaison SIM:SUMO sont différentes chez PIAS1 et PML. De plus, lors
d’une expérience d’ITC, les échanges de chaleurs induits lors de la formation d’un
complexe protéique sont quantifiés et permettent de déterminer la constante d’association
(Ka) et la steechiométrie (n) du systéme en solution (Figure 49). Nos expériences nous ont
permis de déterminer que le SIM de PIASI présente une aftinité (Kp) pour SUMOI1 dix-
huit fois plus importante que le SIM de PML (PIAS1:SUMOI1 Kp = 2 uM versus
PML:SUMOI1 Kp = 36 uM). De plus, il est possible d’obtenir les parametres
thermodynamiques de la réaction (variations d’enthalpie libre AG, d’enthalpie AH,
d’entropie AS) qui nous renseignent sur la nature de I’interaction. Par exemple, une
interaction présentant une enthalpie positive, comme c’est le cas entre le SIM de PML et
SUMOLI, est principalement dictée par des interactions hydrophobes et des déplacements de
molécules d’eau. L’enthalpie négative obtenue pour 1’interaction entre le SIM de PIAS]1 et
SUMOI indique que leur liaison est dictée par des interactions hydrophobes et la formation
de ponts hydrogenes. Tous ces résultats correlent avec une ¢tude de bioinformatique qui a
proposé I’existence de plusieurs familles de séquences SIM en se basant sur la nature des

résidus retrouvés au sein du motif hydrophobe et juxtaposés a celui-ci [312].
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Figure 49 : Repésentation schématique de microcalorimetre et vue d’un thermogramme
typique.

A) La seringue (vert) est connectée a la cellule de mesures (rouge). La cellule de référence
est colorée en bleu. B) Thermogramme typique d’une réaction endothermique. Les
parametres (variation d’enthalpie (AH), constante d’association (K) et stoechiométrie (n)
sont représentes.

1.1.3 La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire et la

cartographie des interfaces d’interaction

La spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire permet d’obtenir différents
types de spectres dont 1’analyse peut aboutir a la résolution de structures tridimensionnelles
de protéines. Dans le cadre de nos études et compte tenu que la structure RMN de SUMO1

est disponible, nous avons utilisé la RMN pour identifier les zones d’interaction de UBC9
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et des séquences SIM de PIASI1 et de PML sur la surface de SUMOI en utilisant une
approche 'H-'>N HSQC (HeteronuclearS Quantum Correlation). Durant I’expérience nous
avons détecté les déplacements chimiques des résidus de SUMO1 lorsque complexé soit au
SIM de PIAS1 ou a celui de PML ou bien a UBC9. De plus, cette approche nous a permis
de confirmer les données de nos expériences de BRET qui nous suggéraient 1’existence

d’un complexe ternaire in vivo entre PIAS1, SUMOI1 et UBCO.

Le principe de cette technique repose sur les propriétés magnétiques de certains
noyaux atomiques qui lorsque placés dans un puissant champ magnétique voient leurs spins
adopter un état d’équilibre en s’orientant le long de 1’axe principal de ce champ. Des
séquences d’impulsions électromagnétiques spécifiques perturbent 1’état d’équilibre de ces
spins en les faisant passer d’un état de basse énergie a un état a haute énergie. Un signal de
résonance (RMN) de ces spins est mesuré lors de leur retour a 1’état d’équilibre. Il est a
noter que chaque atome d’une macromolécule résonne a une fréquence spécifique
dépendamment de son environnement chimique immédiat. La fréquence de résonance,
mesurée en Hertz (Hz), est convertie en partie par million (ppm); on parle alors de
déplacements chimiques (0). Ainsi, les déplacements chimiques des résidus de SUMOI1
sont différents si SUMOI est libre ou bien complexé a un partenaire (par exemple le SIM
de PIASI, le SIM de PML ou UBC9) qui change I’environnement chimique de SUMOL. 1l

est donc possible de cartographier les régions d’interaction de SUMO1

Cette technique nous a donc permis de cartographier les interfaces d’interaction de
UBC9 et des séquences SIM de PIASI et de PML sur SUMO1 marqué a I'azote 15 (°N)
tel que représenté schématigement dans la figure 50. Pour ce faire, des expériences de
RMN hétéronucléaire de type 'H-'’N HSQC qui aboutissent & I’acquisition de spectre a
deux dimensions (‘H et '’N) ont étre entreprises. Lors de ce type d’expériences, un signal
est obtenu pour chacune des liaisons amides (H-N) de la chaine principale ainsi que pour
les résidus asparagine et glutamine de SUMO1 marqué. L’acquisition de nouveaux spectres
'H-""N HSQC, lorsque SUMO! marqué est complexé a la séquence SIM de PIASI ou bien
a celle de PML, nous a permis d’établir une liste des déplacements chimiques de SUMO1

qui surviennent lors de la formation de chacun des complexes et donc d’identifier les
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résidus de SUMO1 impliqués dans I’interaction. Le méme principe s’est appliqué lorsque
nous avons cartographié¢ I’interface d’interaction entre I1SN-SUMOI1 et UBC9. Ces études
nous ont permis de mettre définitivement en évidence la formation du complexe ternaire
entre le SIM de PIASI, SUMOI1 et UBC9 et d’exclure une interaction directe entre UBC9
et le SIM de PIAS1. En conséquence, cette technique nous a permis de cartographier les

zones d’interaction de SUMO1 avec plusieurs partenaires protéiques comme UBC9, le SIM

de PIAS] et le SIM de PML.
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Figure 50 : Schématisation de spectres RMN 2D de type 'H-"’N HSQC lors d’une
expérience de titrage de la protéine X par la protéine Y.

A) Spectre 'H->"N HSQC de la protéine X marquée, sous sa forme libre (noir). B)
Superposition des spectres 'H-""N HSQC de la protéine X marquée, sous sa forme libre

(noir) et sous sa forme complexée a la protéine Y (mauve). Les déplacements chimiques
des résidus de la protéine X sont indiqués par des fléches.

1.1.4 La radiocristallographie pour déterminer ’interface d’interaction

entre SUMOL1 et la séquence SIM phosphorylée de PML

L’approche par radiocristallographie nous a permis d’obtenir des mod¢les
tridimensionnels des complexes protéiques entre SUMOI et le SIM de PML dans sa forme

native et dans sa forme phosphorylée a une résolution atomique.

A ce jour, tous les modéles de structures tridimensionnelles disponibles entre
SUMO et une séquence SIM ont été résolus au moyen de la technique de RMN. Notre
troisieme étude présente, pour la premicre fois, un modele de structure tridimensionnelle
entre SUMOI et une séquence SIM obtenue par radiocristallographie. De plus, c’est la
premiére fois qu’un complexe est isolé entre SUMOI1 et une séquence SIM phosphorylée,

le motif SIM de PML. Il est a noter que le modele radiocristallographique du complexe
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entre SUMOI avec le motif SIM de PML corrobore les modéles RMN des complexes entre
SUMOL1 et le SIM de PIAS2 et entre SUMO3 et le SIM de MCAF1 (MBD1-containing
Chromatin-Associated Factorl) [304,306]. A savoir, la séquence aliphatique du SIM de
PML, s’insére avec une orientation paralléle dans le sillon hydrophobe formé du second
brin B et de I’hélice oo de SUMOI. De plus, la structure du complexe entre SUMOI1 et le
motif SIM de PML phosphorylé nous permet d’identifier les résidus de SUMOI1
spécifiquement impliqués dans la reconnaissance des groupements phosphates issus des

résidus sérines phosphorylés de PML.

Théoriquement, la technique de radiocristallographie se base sur le haut degré
d’organisation interne d’un cristal. Ainsi, et contrairement a des protéines en solution qui
peuvent s’agencer de maniere aléatoire, I’organisation périodique du cristal lui confére un
fort pouvoir diffractant lorsque celui-ci est soumis a un faisceau de rayons X. Ceci aboutit a
I’obtention de patrons de diffraction dont le traitement mathématique a permis de calculer
des cartes de densité électroniques qui ont été par la suite interprétées afin d’obtenir des
modeles tridimensionnels des complexes entre SUMOI1 et le SIM de PML dans sa forme

native et dans sa forme phosphorylée a une résolution atomique.

I1 est a noter que de nombreux tests ont aussi €té effectués dans le but d’obtenir des
cristaux entre SUMOL et les séquences SIM de plusieurs protéines. Cependant, les seules

conditions cristallisantes fructueuses ont été obtenues entre SUMOI1 et le SIM de PML.

2 Role de SUMO dans la répression de la transcription

dépendante de TIF1f

Tel que présenté¢ dans DI’article 1 de cette theése, nous avons montré que l'activité
répressive de TIF1[B est directement dépendante de sa capacité¢ a étre SUMOylé sur six
résidus lysines cibles que nous avons identifiées dans sa région carboxy-terminale.
L'activit¢ répressive est directement proportionnelle au nombre de résidus lysine
SUMOylables tel que mis en évidence apres leur mutation séquentielle et combinatoire en

arginine. Ces données correlent avec des résultats non publiées qui relient la faible activité
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répressive de TIF1a, un autre membre de la famille TIF1, a sa capacité d’étre SUMOylé
sur seulement deux résidus lysine. Il est a noter que tous ces résidus lysine sont localisés au
sein du domaine répresseur de TIF1B. De maniére analogue, divers facteurs et
corégulateurs transcriptionels présentent des sites de SUMOylation au sein de leur domaine

inhibiteur, indiquant que la SUMOylation de ces régions dicte leur capacité répressive

[371,497-499].

De plus, nous avons montré que la SUMOylation de TIF1f dépend de son
interaction avec le domaine KRAB des protéines KRAB-Multidoigt de zinc. Ce résultat est
intéressant car il suggere un mécanisme par lequel la SUMOylation de TIF1B peut étre
régulée. 1l est possible d’envisager que la SUMOylation de TIF1 pourrait étre favorisée
par un recrutement a I’ADN via une interaction avec les protéines KRAB-Multidoigt de
zinc. Si la modification par SUMO de TIF1[ intervient suite a son recrutement a I'ADN, les
formes SUMOylées de TIF1B pourraient correspondre aux formes transcriptionnellement
fonctionnelles au niveau de I'ADN. Ainsi, sachant que la SUMOylation est un phénomene
dynamique et réversible, ceci expliquerait pourquoi seule une faible proportion de TIFIf
est SUMOylée dans la cellule, comme c’est le cas pour bon nombre d’autres protéines de la
cellule [500]. L'identification du domaine KRAB comme un facteur stimulant la
SUMOylation de TIF1p est intéressant sachant, qu'hormis les composantes de la
machinerie de SUMOylation, peu d'agents spécifiques sont actuellement connus pour

favoriser la SUMOylation de protéines en particulier.

Selon le courant de pensées actuelles, il apparait que SUMO, lorsque couplé a un
régulateur de la transcription, permet le recrutement de protéines répressives présentant des
séquences SIM [318,501,502]. Ainsi, de récentes études ont proposé que la SUMOylation
de TIFIP permette le recrutement de SETDB1 et CHD3, deux protéines présentant des
séquences SIM et impliquées dans I’établissement de marques épigénétiques associées a la
répression transcriptionnelle [503]. Dans cette thése, nous avons pu démontrer que la
SUMOylation de TIF1f3 permettait aussi de recruter des activités HDACs. Ce mécanisme
de recrutement d’activés répressives de types HDACs a aussi €té rapporté pour plusieurs

autres régulateurs transcriptionels lorsque SUMOylés [332,334].
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Plusieurs expériences de genes rapporteurs non publiées nous ont suggéré que
d’autres possibilités peuvent étre envisagées pour expliquer le role de SUMO dans I’activité
répressive induite par TIF1P. En effet, bien que le mutant de SUMOylation de TIF1[3
(TIF1B-6KR) présente une capacité de répression cinq fois moins élevée que TIFIP
sauvage, lorsque directement recruté a ’ADN, il induit une répression de 1’expression du
gene rapporteur luciférase de prés de quatre fois (Figure 51). Ceci indique que méme
lorsque non SUMOVyI¢, TIF1P présente encore une capacité de répression. Il est a noter que
cette activité de répression résiduelle de TIF1B-6KR est complétement abrogée lorsque
nous co-exprimons Gaml, une protéine virale qui inhibe le processus de SUMOylation de
la cellule en induisant la dégradation de 1’enzyme E1 d’activation (SAE1:SAE2) pour
SUMO [224] (Figure 51). Ces résultats indiquent que I’activité résiduelle de répression de
la forme non SUMOylable de TIF1B dépend de la SUMOylation d’autres protéines dans la

cellule.
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Figure 51 : Inhibition de la répression transcriptionnelle de TIF1B et de TIFIB-6KR par

Gaml.

Ces protéines pourraient correspondre a des protéines répressives SUMOylées,

recrutées par un motif potentiel d’interaction avec SUMO de TIF1[3. L’inspection de la

séquence primaire de TIFIP a révélé D’existence d’au moins deux séquences SIM

potentielles, toutes deux situées dans la portion carboxy-terminale répressive de TIFIP. La

mutation d’une de ces séquences SIM potentielles altére I’activité répressive de TIF1 dans

des essais de genes rapporteurs (Figure 52). Il est donc envisageable que la répression

induite par TIF1 passe aussi par le recrutement de protéines répressives SUMOylées.



304

18
16 A
14 1
12 4
10
8

6

Fold Repression

4

2 A

0
Gal4DBD - AN-TIFIp AN-TIF1B-SIMmt

Figure 52 : La répression transcriptionnelle de AN-TIF1B dépend de I’'intégrit¢é d’une

séquence SIM potentielle.

Dans un premier temps, il serait important de confirmer que ce motif est
effectivement une séquence SIM. Des essais d’ITC et de RMN, tels qu’effectués dans les
¢tudes de cette theése, permettraient de répondre a cette hypothése en confirmant
I’interaction directe de ce motif avec SUMO. Si la séquence SIM potentielle de TIFIf
s’avere €tre un motif d’interaction avec SUMO, il serait important d’identifier les
partenaires SUMOylées impliqués dans cette interaction. Pour ceci, deux approches
complémentaires peuvent Etre envisagées. Dans un premier temps, répertorier les
partenaires de TIF1B connus pour étre SUMOylés grace a une revue de la littérature. Parmi
les partenaires connus de TIF1p, les protéines HPla et CHD3, qui sont des substrats de
SUMO, représentent des candidats potentiels ([504] et données non publiées). En effet, une
fois SUMOYylés, ceux-ci pourraient interagir avec le motif SIM de TIF1p. En parall¢le, des
co-purifications de type TAP-tag dans des conditions qui préservent la SUMOylation (par

exemple avec du NEM, N-EthylMaleimide) peuvent aussi étre envisagées.

Au cours de nos études, afin d’accroitre le niveau cellulaire de SUMOylation de
TIF1B et de permettre ainsi la purification des complexes protéiques recrutés par TIFI

SUMOyIlé¢, nous avions construit un clone chimere encodant une protéine de fusion entre
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TIFIB et UBCY (TIF1B-UBC9). Des constructions contrdles avaient aussi ¢té préparées
dans le cadre de ce projet soit TIF1B-6KR fusionné¢ a UBC9 (TIF1B3-6KR-UBC9) ou au
mutant catalytiquement inactif de UBC9 (TIF1B-6KR-UBC9-C93S). Des essais de genes
rapporteurs avaient été entrepris pour caractériser I’activité répressive de chacune de ces
constructions. De fagcon paradoxale, tel qu’observé dans la figure 53, les protéines de
fusion TIFIB-6KR-UBC9 et TIFIB-6KR-UBC9-C93S récapitulent la répression
transcriptionnelle induite par la protéine TIF1[ sauvage alors que la répression induite par
le mutant de SUMOylation de TIF1p (TIF1B-6KR) est 4 a 5 fois moins ¢élevée que celle de
la protéine TIF1f sauvage. Ce résultat indique que I’interaction forcée avec UBC9 obtenue
dans le cadre de la fusion est suffisante pour accroitre la répression transcriptionnelle et
souligne que cette activité répressive est indépendante de 1’activité catalytique de UBC9.
Ainsi, on ne peut exclure que la SUMOylation de TIF1p puisse stabiliser son interaction
avec la machinerie de SUMOylation et que cette stabilisation puisse aussi contribuer a son

role de corépresseur transcriptionnel.
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Figure 53 : Restauration de ’activité répressive de TIF1B-6KR par les protéines fusions

TIF1B-6KR-UBC9 et TIF1B-6KR-UBC9-C93S.

Sachant qu’UBC9, SUMO et les membres de la famille des PIAS exercent tous une
activité répressive lorsque directement recrutés a ’ADN et que dans le cas d’UBC9 et de
PIAS, cette activité répressive est indépendante de leur activité enzymatique a titre de E2 et
de E3, les études citées dans le paragraphe précédent ont orienté nos recherches pour tenter
de mieux comprendre le rdle des interactions de SUMO avec PIASI et UBC9 dans la
répression (article 2). En effet, aucun mécanisme moléculaire n’avait été suggéré pour
expliquer les activités répressives de ces trois composantes de la machinerie de
SUMOylation. Des mode¢les alternatifs sont proposés dans la figure 54 pour expliquer la

répression transcriptionnelle induite par les interactions SUMO:TIF1.
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Figure 54 : Modg¢les alternatifs pouvant expliquer la répression transcriptionnelle induite
par les interactions SUMO:TIF1f3.

A) La SUMOylation de TIF1f permet le recrutement de protéines répressives contenant des
séquences SIMs (SETDB1 et CHD3). B) La séquence SIM potentielle de TIFIP permet le

recutement de protéines répressives SUMOylées (CHD3). C) la SUMOylation de TIF1[3
stabilise son interaction avec les enzymes répressives de la voix de SUMOylation.

3 Les Ublps, de possible déterminants spécifiques dans
la formation des complexes E3:E2

Notre étude a mis en évidence le réle d’adapteur joué par SUMO et I’importance de
ses interactions non-covalentes avec UBC9 et PIAS1 pour la formation d’un complexe
ternaire E3:SUMOI1:E2. Compte tenu des analogies structurales entre les enzymes du
processus d’Ubiquitination et celles de la SUMOylation, de nombreux paralléles ont pu étre
fait et donc potentiellement applicables a I’un ou I’autre des systémes. Nous nous sommes
donc initialement basés sur les connaissances structurales disponibles concernant le
processus d’Ubiquitination pour ¢lucider les déterminants moléculaires régissant les

interactions entre UBC9 et PIASI.

Ainsi, comme démontré dans cette thése, ces deux enzymes de la SUMOylation
doivent reconnaitre leur propre Ublp, SUMO, pour interagir entre elles de manicre
spécifique. Considérant les analogies mécanistiques entre les systémes d’Ubiquitination et
de SUMOylation, il est tentant de suggérer que des principes similaires controlent les

interactions spécifiques de certaines des enzymes E2 et E3 de la machinerie
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d’Ubiquitination. Il est & noter que plusieurs de ces enzymes interagissent de fagon non-
covalente avec 1’Ubiquitine. Cela implique soit leur surface backside comme c’est le cas de
plusieurs enzymes de conjugaison E2 (UBE2D2 et UBE2V2), soit un domaine
d’interaction avec 1’Ubiquitine (UBD, UBA) comme c’est le cas pour certaines enzymes de
conjugaison E2 (UBCI, UBE2K) et différentes enzymes de ligation E3 (CBL, IAPs)
[64,66,160,162,163,505]. Ainsi, des ¢tudes similaires a celles présentées dans 1’article 2
pourraient étre entreprises pour identifier les déterminants moléculaires a la base de la

formation de paires E3:E2 physiologiquement actives.

Donc, outre le role des interactions de SUMO dans la formation du complexe
ternaire PIAS1:SUMO1:UBC9 répresseur, notre deuxiéme étude ouvre des pistes de
recherche pour la détermination des interactions spécifiques entre les enzymes de
conjugaison E2 et les enzymes de ligation E3 de I’Ubiquitine mais aussi d’autres Ublps. A
premiére vue le processus de SUMOylation semble plus simple, puisqu’il ne compte
qu’une enzyme de conjugaison (UBC9) et seulement quatre enzymes de ligation de type
RING (PIAS1-4) [177,183], mais les mémes principes d’interaction pourraient s’appliquer
pour les autres Ublps. L’identification des paires E3:E2 physiologiquement actives fait
actuellement ’objet de recherches intensives dans le monde de I’Ubiquitine [43]. Tel
qu’abordé dans I’introduction, prés de trente enzymes de conjugaison E2 et probablement
plus de cinq cent enzymes de ligation E3 de type RING opérent dans le processus
d’Ubiquitination [80]. Considérant le nombre significatif d’enzymes E3 impliquées dans
des pathologies [136], une compréhension adéquate des déterminants moléculaires qui
régissent la spécificité des interactions des enzymes E2 et E3 de 1’Ubiquitine apparait donc

essentielle.

Une bonne caractérisation des mécanismes moléculaires qui dictent les interactions
spécifiques entre les enzymes de ligation E3 et les enzymes de conjugaison E2 permettrait
de développer de molécules inhibitrices ou activatrices ciblant spécifiquement les interfaces
d’interaction de couples E3:E2 connus pour étre impliqués dans divers pathologies, tel
BRCAT1 impliqué dans le développement du cancer du sein, ou bien Parkin associée au

Parkinson [136].
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4 Les protéines PIAS, des ligases E3 pour SUMO

possiblement activables par le stress

Les résultats de notre deuxiéme étude (article 2) indiquent que le niveau de
phosphorylation des résidus sérines adjacents au SIM de PIAS] module la formation du
complexe ternaire entre PIAS1, SUMO1 et UBC9. Sachant que la phosphorylation de ces
sérines est sous le controle de la kinase CK2 qui est activable dans des cas de stress
cellulaires par la voie p38 MAPK, notamment [271], il est possible d’envisager que la
formation et l’activité enzymatique du complexe ternaire PIAS1:SUMO:UBC9 soient
positivement régulées par la phosphorylation de PIAS1. Il est a noter que différents types
de stress induisent une conjugaison de SUMO?2 et de SUMO3 a des protéines [199]. 11 est
donc possible que cette SUMOylation de protéines par SUMO2 et SUMO3 reflete 1’activité
de PIAS1 dans des conditions de stress cellulaires. Considérent le haut degré de
conservation de ces résidus sérine chez les autres protéines PIAS, il est probable que ce

mécanisme d’induction soit valable pour toutes les protéines PIAS lors de stress cellulaires.

5 Les relations entre la stabilité de PML et la
phosphorylation de son SIM

Tel qu’abordé dans I’introduction et dans deux des articles présentés dans cette
thése (article 3 et article en annexe), PML interagit de maniére non-covalente avec les
protéines SUMO via son SIM. D’autre part, il a été rapporté que le SIM de PML est
impliqué dans la formation adéquate des corps nucléaires de PML [408]. De maniére
analogue, les corps nucléaires de PML requiert UBC9 [227]. Ceci indique que les
interactions de PML avec SUMO et sa machinerie sont un des moteurs de I’homéostasie de

ces organelles.

Les résultats de cette theése soulignent que si I’interaction PML:SUMO est dictée par
la phosphorylation de résidus sérines juxtaposés au SIM de PML, la phosphorylation de ces

mémes résidus ne semble pas impliquée dans le recrutement de UBC9 (donnée non



310

publiée) comme c’est le cas pour PIASI dans le contexte de la formation ternaire
PIAS1:SUMO1:UBC9. Ainsi, bien que la phosphorylation des SIM de PML et de PIAS1
augmente leur interaction respective avec SUMO, les impacts fonctionnels de cette
phosphorylation sont différents chez PML et PIAS1. Ceci, indique que des propriétés

intrinséques a PIAS1 et a PML dictent la spécificité fonctionnelle des séquences SIM.

Bien que la séquence SIM de PML soit requise pour la dégradation de PML induite
par trioxyde d’arsenic, la phosphorylation des résidus sérine adjacents n’est pas essentielle.
Par contre, la phosphorylation de ces mémes résidus semble étre impliquée dans la
dégradation de PML induites par CK2 [437,441]. Sachant que la phosphorylation des
résidus sérine adjacents a la séquence SIM semble étre impliquée dans la dégradation de
PML lors de stress cellulaire via la voie de CK2, mais pas dans des conditions de traitement
au trioxyde d’arsenic, il apparait important de mieux comprendre les différentes voies de

dégradation impliquées dans chacun de ces processus.

Un traitement au trioxyde d’arsenic permet d’accroitre fortement la poly-
SUMOylation de PML ainsi que le recrutement de RNF4, une ligase E3 pour I’Ubiquitine
reconnaissant spécifiquement les chaines de poly-SUMO et permettant leur Ubiquitination
pour une dégradation par le protéasome. Plusieurs autres ligases E3 pour I’Ubiquitine sont
impliquées dans 1’Ubiquitination de PML dans différentes conditions [131,439]. 1l est
possible de proposer que la phosphorylation du SIM de PML pourrait permettre de stimuler

le recrutement d’une E3 ligase pour I’Ubiquitine dans sa forme SUMOyl¢e.

6 SUMO et I’Ubiquitine : des processus de conjugaison
analogues dictent des fonctions distinctes

Dans cette these, il a été illustré que la mécanistique des processus de conjugaison
de SUMO et de I’Ubiquitine sont trés similaires. Tout comme 1’Ubiquitine, SUMO se
retrouve conjugué de maniere covalente sur des résidus lysine de protéines cibles suite a
une série d’étapes séquentielles (maturation, activation, conjugaison et ligation). La

machinerie d’Ubiquitination semble cependant plus complexe que celle contrdlant la
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SUMOylation. En effet, alors que la machinerie de SUMOylation n’emploie qu’une seule
enzyme d’activation E1 (SAE1:SAE2), qu’une seule enzyme de conjugaison E2 (UBC9) et
que quelques enzymes de ligation E3 de type RING (PIAS1-4), deux enzymes d’activation
El, prés de trente enzyme de conjugaison E2 et plus de 500 enzymes de ligation E3 de type
RING officient pour I’Ubiquitination des protéines [5,41,80]. Le nombre élevé des enzymes
impliquées dans la machinerie d’Ubiquitination refléte fort probablement un haut degré de
spécialisation pour les mécanismes associés a 1’Ubiquitination des protéines. En effet, tel
que présenté dans I’introduction, les différentes topologies de chaines de poly-Ubiquitine
peuvent entrainer différentes fonctions [146]. Cette multifonctionnalité est en partie assurée
par la diversit¢ de domaines capables d’interagir de maniére non-covalente avec les

nombreux types de chaine de poly-Ubiquitine [147]. Ceci n’est pas le cas pour SUMO.

A ce jour, la majorité des motifs d’interaction non-covalente avec les protéines
SUMO correspondent a une séquence tétra-peptidique de nature hydrophobe (wwyxy,
XYy, ou y représente un acide aminé hydrophobe et x correspond souvent soit a un résidu
hydrophobe, soit a un résidu négativement chargé ou bien a un résidu phosphorylable) sans
structure secondaire définie [302]. Les principaux acides aminés constituant ce motif sont
les résidus isoleucine et valine; des résidus leucine sont retrouvés, mais de manicre plus
anecdotique. La présence de cette séquence de résidus dans une protéine semble lui
conférer la capacité de lier de maniére non-covalente SUMO. Ainsi, tel qu’abordé dans la
troisieme étude un bon nombre de protéines, et notamment celles retrouvées dans les corps
nucléaires de PML, incluant PML lui-méme, présente une extension, sous la forme de
résidus acides et/ou phosphorylables, qui suit ou bien précéde ce motif hydrophobe. Lors de
sa liaison a SUMO, le motif SIM hydrophobe forme un brin 8 qui prolonge le feuillet 3 de
SUMO en établissant des liaisons hydrogenes classiquement retrouvées dans le cadre de
brins  adjacents qui constituent un feuillet B et les résidus formant la séquence SIM
s’inserent dans un sillon hydrophobe localisé entre le second brin f et I’hélice o de SUMO
[306]. Selon les données cristallographiques du complexe SUMOI1:PML-SIM, le motif
SIM de PML forme un brin 3 et adopte une configuration parallele vis-a-vis du second brin

B de SUMOI. L’orientation du motif SIM hydrophobe semble dépendre de la nature des
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résidus qui I’encadre. Notamment, la position relative (amino- versus carboxy-terminale) de
I’extension phospho/acidique par rapport au tétra-peptide hydrophobe pourrait étre un des
déterminants dictant I’orientation parallele ou antiparalléle du motif SIM. La présence de
résidus basiques occupant des positions spécifiques dans SUMO pourrait aussi dicter ce
phénomene. Ainsi, I’orientation paralléle du SIM de PML, tel qu’observée dans la structure
cristallographique du complexe SUMO1:PML-SIM, s’explique par la position de la
séquence phospho/acidique qui suit son motif hydrophobe. Dans le cas de RanBP2, une des
enzymes E3 du processus de SUMOylation, la présence de résidus phospho/acidiques
précédant son motif SIM lui confére une orientation anti-parallele vis-a-vis du second brin

B de SUMO [59].

Contrairement aux séquences SIM qui forment des brins 3, beaucoup de domaines
caractérisés a ce jour pour interagir de maniére non-covalente avec 1’Ubiquitine (UBD),
adoptent la configuration d’hélice a (UIM, MUI, DUIM, UBA, CUE, VHS, GAT) [147].
Cependant, toutes les hélices a ne fonctionnent pas commme des UBDs. Un espacement
adéquat de résidus aliphatiques dans les UBDs leur permet d’établir des interactions de
nature hydrophobe avec la surface convexe qui entoure le résidu isoleucine 44 de
I’Ubiquitine [506]. Les interactions entre 1’Ubiquitine et ce type de motifs présentent, dans
la plupart des cas, une affinité relativement faible lorsque comparée aux affinités mesurées
entre différentes séquences SIM et SUMO [307,308] et (données non publiées). En outre,
I’affinité entre SUMO et les motifs SIM peut étre modulée par différentes modifications
post-traductionnelles. Ainsi, alors que la phosphorylation de 1’extension riche en résidus
sérine jouxtant la séquence SIM de plusieurs protéines augmente 1’affinité de liaison du
SIM a SUMO, I’acétylation de résidus lysine de SUMO semblerait inhiber cette interaction
[271,313]. A ce jour, de tels mécanismes de régulation de 1’affinité entre I’Ubiquitine et les
UBDs n’ont pas ¢été rapportés. Considérant le nombre ¢levé de domaines différents qui lient
1’Ubiquitine, il est probable que de nouveaux domaines interagissant avec SUMO restent

encore a découvrir.
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IV. CONCLUSION

Les résultats des études présentées dans cette thése explorent comment SUMO, une
petite protéine de la famille de 1’Ubiquitine, participe a la régulation des fonctions de
protéines d’échafaudage modéles, telles TIF1B, le corépresseur universel des protéines
KRAB-Multidoigt de zinc, PIASI, une ligase E3 pour la SUMOylation ainsi que le
suppresseur de tumeurs et ’organisateur de corps nucléaires PML. Qu’il soit couplé de
facon covalente (SUMOylation) ou non covalente a ses protéines cibles, il apparait que
SUMO puisse agir en fournissant des nouvelles interfaces d’interaction a titre de protéine

adaptatrice, de plateforme de recrutement ou de stabilisateur d’interactions.

Nous avons démontré qu’une SUMOylation adéquate de TIF1P sur des résidus
lysine de son domaine inhibiteur est essentielle a ses fonctions de répresseur et corépresseur
transcriptionnel. De plus, alors que peu de mécanismes sont connus pour réguler la
SUMOylation de substrats spécifiques, nous avons établi que la SUMOylation de TIF1j est

dictée par son interaction avec le domaine KRAB des protéines KRAB-Multidoigt de zinc.

Nos données ont suggéré que les enzymes de la machinerie de SUMOylation, telles
PIAS1 et UBC9 participent aussi a la répression de la transcription dépendante de TIF1§3,
nous conduisant a concentrer nos recherches sur la caractérisation des déterminants
impliqués dans D’interaction de PIAS1 avec UBCY9. En nous inspirant des processus
régissant les interactions des enzymes de la machinerie d’Ubiquitination que nous avons
pu démontré que SUMO est une protéine adaptatrice dont les interactions non-covalentes
sont essentielles a ’activité répressive de UBC9 et a la genése d’un complexe ternaire
PIAS1:SUMO1:UBC9. De plus, nous révélons que le niveau de phosphorylation de résidus
sérine jouxtant la séquence SIM de PIAS1 qui est ciblés par la kinase CK2, module son

interaction avec SUMO et conséquemment la formation du complexe ternaire.

Enfin, sachant que PIAS1 mais aussi PML et qu’un nombre significatif de protéines
retrouvées dans les corps nucléaires de PML possédent des sites potentiellement ciblés par
CK2 et juxtaposés a leur séquence SIM, des études structurales ont ét¢ entreprises et ont

permis d’identifier les résidus de SUMO1 spécifiquement impliqués dans la reconnaissance
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des phospho-sérines de la séquence SIM de PML. Des cristaux du complexe entre SUMO1

et la séquence SIM de PML ont pu étre générés, ce qui a permis d’obtenir par
radiocristallographie la premiére structure tridimensionnelle d’un complexe entre SUMO1
et une séquence SIM phosphorylée. Nos données indiquent que la phosphorylation du SIM
de PML dicte sa capacité d’interagir avec SUMO. A la lumiére de ces résultats, il apparait
¢vident que SUMO influence de deux fagons les interactions protéines:protéines, tout
d’abord en agissant a titre de modification post-traductionnelle covalente mais aussi a titre
de partenaire non-covalent. De plus, ces interactions covalentes et non-covalentes avec

SUMO sont toutes deux régulables.
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SUMMARY

Promyelocytic Leukemia protein (PML) is a tumor suppressor acting as the
organizer of sub-nuclear structures called PML-nuclear bodies (NBs). Both covalent
modification of PML by the Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO) and non covalent
binding of SUMO to PML SUMO Binding Domain (SBD) are necessary for PML-NB
formation and maturation. PML sumoylation and proteasome-dependent degradation
induced by the E3 ubiquitin ligase, RNF4, are enhanced by the Acute Promyelocytic
Leukemia therapeutic agent, arsenic trioxyde (As203). Here, we established a novel
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) assay to dissect and monitor
PML/SUMO interactions dynamically in living cells upon addition of therapeutic agents.
Using this sensitive and quantitative SUMO BRET assay that distinguishes PML
sumoylation from SBD-mediated PML/SUMO non-covalent interactions, we probed the
respective roles of covalent and non-covalent PML/SUMO interactions in PML degradation
and interaction with RNF4. We found that, although dispensable for As203-enhanced PML
sumoylation and RNF4 interaction, PML SBD core sequence was required for As203- and
RNF4-induced PML degradation. As confirmed with a phosphomimetic mutant,
phosphorylation of a stretch of serine residues, contained within PML SBD was needed for
PML interaction with SUMO-modified protein partners and thus for NB maturation.
However, mutation of these serine residues did not impair As203- and RNF4-induced PML
degradation, contrasting with the known role of these phosphoserine residues for casein
kinase 2-promoted PML degradation. Altogether, these data suggest a model whereby
sumoylation- and SBD-dependent PML oligomerization within NBs is sufficient for RNF4-
mediated PML degradation and does not require the phosphorylation-dependent association

of PML with other sumoylated partners.



INTRODUCTION

ProMyelocytic Leukaemia protein (PML) is a tumor suppressor (Salomoni and
Pandolfi 2002) which gene is translocated in cases of acute promyelocytic leukemia (APL)
(de The, Chomienne et al. 1990). PML functions as the organizer of PML NBs which are
dynamic structures harboring numerous transiently and permanently localized proteins
(Negorev and Maul 2001). The importance of PML NB structural integrity was first
revealed in APL since, in this malignancy, the abnormal fusion protein PML/RARa leads
to NB disruption. Patient treatment with As203 induces the reversion of the APL
phenotype as well as PML/RARa degradation and PML NB reformation (Zhu, Koken et al.
1997).

PML is a target for the post-translational modification by SUMO, an ubiquitin-like
protein which is covalently coupled to PML lysine residues 65, 160 and 490 via a process
called sumoylation (Kamitani, Kito et al. 1998; Hay 2005). Among the four human SUMO
paralogs identified, SUMOI, -2 and -3 were found to be conjugated to target proteins. It
involves an enzymatic cascade for the transfer of the mature SUMO and the formation of
an isopeptide bond between the C-terminal glycine of SUMO and a lysine from the target
protein. The sumoylation is a reversible process due to the existence of several

deconjugating enzymes.

PML NB formation requires both the covalent linkage (sumoylation) (reviewed in
(Seeler and Dejean 2001)) and the non-covalent interactions of SUMO with PML through a
SUMO Binding Domain (SBD also named SIM for SUMO interacting Motif) (Shen, Lin et
al. 2006). Interestingly, PML SBD contains specific serines, acting as substrates for the
Caseine Kinase-2 (CK2), which are implicated in PML ubiquitination and degradation
(Scaglioni, Yung et al. 2006) and which phosphorylation status could regulate the function
of the SBD.

Because the sumoylation of proteins is dynamic and reversible, this post-

translational modification is difficult to follow in vivo and its detection mainly relies on the
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identification of sumoylated protein species by Western blot following cell lysis. Recently,
we used Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) to detect covalent-linkage
of ubiquitin (ubiquitination) in living mammalian cells and in real time (Perroy, Pontier et
al. 2004). In brief, BRET monitors the interaction between a protein fused to a luciferase
and a protein fused to fluorescent YFP or GFP, upon addition of a luciferase substrate; it is
a proximity-based assay which requires that the donor of energy (luciferase fusion) and the
acceptor (YFP or GFP fusions) are within 50 to 100 A for an efficient energy transfer (Xu,
Piston et al. 1999; Angers, Salahpour et al. 2000; Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003).
However, a demonstration that BRET may provide a method of choice to follow the

dynamics of protein sumoylation in living cells is lacking.

Here, we developed a sensitive and quantitative SUMO BRET assay for the
detection of PML interactions with SUMO in living cells. We proved that BRET can be
used to detect both SUMO covalent and non-covalent interactions with PML (Model, Fig
1H). For this purpose, we used PMLIII isoform which sumoylation is induced by As203
and triggers a proteasome-dependent PML degradation (Lallemand-Breitenbach, Zhu et al.
2001); the degradation process involves the ubiquitination of polySUMO covalently
coupled to PML by the poly-SUMO-specific E3 ubiquitin ligase RNF4 (Sun, Leverson et
al. 2007; Lallemand-Breitenbach, Jeanne et al. 2008; Tatham, Geoffroy et al. 2008)..
Altogether, our BRET results indicate that, As203 and/or RNF4-induced PML degradation
are dependent on the integrity of both PML sumoylation target sites and the PML SBD core
sequence but not on the CK2 serine phosphorylation sites within the SBD. However the
phosphorylation of these serines is required for most PML SBD-dependent non-covalent
interactions. This phospho-regulation of PML SBD (‘SBD phospho-switch’) establishes
another link between the phosphorylation and SUMO, different from the phospho-sumoyl
switch (Yang and Gregoire 2006).
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Constructs and Expression vectors
The sequence of all cDNA constructs was confirmed by DNA sequencing.

BRET constructs- YFP-SUMOI1, YFP-SUMOIG, YFP-SUMO2 and YFP-SUMO3 (all
cloned in pEYFP (C1), BD Biosciences Clontech) are kind gift of Dr Dasso M. (N.L.H.,
Bethesda, U.S.A.) (Ayaydin and Dasso 2004). GFP-SUMOI1, and GFP-UBI were
previously described respectively in (Mascle, Germain-Desprez et al. 2007) and (Perroy,
Pontier et al. 2004). The myc-tagged SUMOI1 construct used was subcloned as an Xhol
fragment in the Xhol site of a myc-tagged version of pcDNA3.1 vector. UBC9 (Accession
Number: U45328) was cloned in the Sacl/Kpnl site of pGFP10 C3 (Perkin Elmer Life
Sciences). The NLS used for Luc-NLS construct was already described (Germain-Desprez,
Bazinet et al. 2003) and Luc-NLS was generated by inserting the NLS sequence within the
Apal/BamHI site of pHRLuc-C3 (Perkin Elmer Life Sciences).

To generate the other BRET constructs with Renilla Luciferase (Luc) and Yellow
Fluorescent protein (YFP), Luc or YFP were cloned together with the cDNA of interest by
a three-piece-ligation in the BamHI/Xhol or BamHI1/Xbal site of pcDNA3.I(+)
(Invitrogen). Luc was amplified by PCR from pcDNA3-CXCR4-Luc vector (Percherancier,
Berchiche et al. 2005) and cloned either at the C-terminal of the cDNA of interest as an
EcoR1-Xhol fragment (primers wused: “Luc EcoR1 ATG C-term sens” and
“Luc_Stop Xhol C-term antisens” primers) or at the N-terminal as a BamHI1-EcoR1
fragment (primers used: “Luc_BamHI ATG N-term sens” and “Luc_no-Stop EcoR1 N-
term antisens”). YFP was amplified by PCR from pcDNA3-CXCR4-YFP (Percherancier,
Berchiche et al. 2005), digested with EcoRI and Xhol, and cloned at the C-terminal of the
cDNA of interest (primers used: “YFP EcoRI ATG C-term sens” and
“YFP_Stop Xhol C-term antisens”). The cDNA of interest was amplified by PCR for
cloning in phase either at the N-terminal of the fusion clone as a BamH1-EcoRI fragment

or at the C-terminal as an EcoRI-Xhol or EcoRI-Xbal fragment. In each case, the sequence
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joining the cDNA of interest and either Luc or YFP sequence encodes VPVNSGGGGS as a
linker.

PML mutants- PMLIII point mutations were generated using the QuikChange site-directed
mutagenesis kit (Stratagene) starting with PMLIII (PMLWT) ¢cDNA (accession number:
S50913) cloned in pBluescript SK+ and the appropriate oligonucleotides (see list of
primers: only sens oligonucleotides are described). PML3KR was obtained by mutating
sequentially K65, K160 and K490 to R residues to generate PMLK65R, PMLK65R,K160R
and PMLK65R,K160R,K490R (PML3KR). Then, PML3KR, PML3KR-SBD and
PML3KR-S560A,S561A,S562A,S565A mutants were obtained using PML3KR as a matrix
by mutating either the four hydrophobic residues from the SBD (VVVI) (Shen, Lin et al.
2006) or the four serines serving as target for CK2 kinase which are within the sequence
encompassing amino acid 560 to 565 (Scaglioni, Yung et al. 2006). PMLACC was
constructed by replacing a 411 bp fragment coding for PMLIII coiled-coiled domain
(nucleotides 669 to 1069 of PMLIII coding sequence) by a short unrelated 18 bp sequence
which includes a Notl site. The PMLACC sequence was generated by PCR amplification of
5’- and 3’-overlapping fragments which both include the Notl site from the 18 bp sequence;
the 5’-PCR fragment includes the initiator ATG of PMLIII and an upstream BamHI cloning
site and the 3°-PCR fragment includes PMLIII Stop codon and a downstream Xhol cloning
site. The 5’- and 3’-PCR fragments (BamHI-Notl and NotI-Xhol fragments, respectively)
were ligated together in a three-piece-ligation reaction in the BamHI/Xhol site of
pcDNA3.1(+) (primers used: “PML_BamHI ATG sens” and “PML_ACCI1_Notl antisens”
for the 5’-fragment and “PML_ACC2 Notl sens” and “PML _ Stop Xhol antisens” for the

3’-fragment).

PML expression constructs- PMLWT and mutants were amplified by PCR from
pBluescript SK+ for subcloning in appropriate vectors. To generate untagged expression
constructs, PML PCR fragments digested with BamHI and Xhol were cloned into the
BamHI/Xhol site of either pcDNA3.1 (+) for transient expression or HIV-1-based lentiviral
pTRIP vector for stable expression (a gift from Dr. P. Charneau, Groupe de Virologie

moléculaire et de Vectorologie, Institut Pasteur, Paris) (primers used: “PML BamHI ATG
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sens” and “PML _ Stop Xhol antisense”). To generate Luc and YFP BRET constructs,
PML PCR fragments digested with BamHI and EcoRI were cloned N-terminal to Luc or
YFP in the BamHI/Xhol site of pcDNA3.1 (+) as part of a tree-piece-ligation (primers
used: “PML BamHI ATG sens” and “PML_No Stop EcoRI Nterm” antisens).

RNF4 constructs- pFLAG-RNF4 is a kind gift from F.J. Kaiser and B. Horsthemke (Kaiser,
Moroy et al. 2003). To generate Luc-RNF4 BRET construct, RNF4 was PCR amplified
from pFLAG-RNF4 and cloned in phase, as an EcoR1-Xbal fragment, C-terminal to Luc in
the BamHI/Xbal site of pcDNA3.1 owing to a tree-piece-ligation (primers used:
“RNF4 EcoRI ATG C-term sens” and a “RNF4- Stop Xbal antisens”).

Primers
Luc and YFP primers-
Luc EcoR1 ATG_C-term sens:

5’CCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTATGACCAGCAAGGTGTACGACCCCG
3’; Luc_ Stop Xhol C-term antisens:

5’TCTAGACTCGAGCGGCCGCAATTCTTACTGCTCGTTCTTCAGCACTCTCTCCA
CG3’;
Luc BamHI ATG N-term sens:

5’CTGTGCTAGCGGATCCATAATGACCAGCAAGGTGTACGACCCCGAGC3’;

Luc _no Stop EcoR1 N-term antisens:
5’TCCACCAGAATTCACCGGTACCTGCTCGTTCTTCAGCACTCTCTCCACG3’;
YFP_EcoRI ATG C-term sens:
5’ACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT
G3’;

YFP-Stop Xhol C-term antisens:

5’CTCTAGACTCGAGCGGCCGCTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG3’;
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PML and RNF4 primers
PMLKG65R (silent BssHII): 5>GCCAGGCGGAAGCGCGCTGCCCGAAGCTGCTGC3’;

PMLK160R (silent Aflll): 5>CACCAGTGGTTCTTAAGACACGAGGCCCGGCCC3;
PMLK490R (silent Psil):
5’GCCCCAGGAAGGTTATAAGAATGGAGTCTGAGGAGGGG3’; PMLSBD (silent
Notl):5’-GCAGAGGAACGCGCGGCCGCGAGCAGCAGCTCGG-37;
PMLS560A,S561A,S562A,S565A (silent Notl):
5’CGCGTTGTGGTGATCGCGGCCGCGGAAGACGCAGATGCCGAAAACTCGG3;
PMLS560D,S561D,S562D,S565D (silent Clal):
5’CGCGTTGTGGTGATCGATGACGACGAAGACGATGATGCCGAAAACTCG3;
PMLC57A,C60AA (silent BssHII):
5’GAGTTCCAGTTTCTGCGCGCCCAGCAAGCCCAGGCGGAAGCC3;

PML BamHI ATG sens :
S’TGTCTAAGCTTGCTAGCGGATCCACACCATGGAGCCTGCACCCGCCCGATCTC
CG3’; PML_ACC1 _Notl antisens :
5’TGCTTGGCGGCCGCATATACTGTGGCTGCTGTCAAGGAGCGCGCACG3’;

PML ACC2 Notl sens :
5’ATATGCGGCCGCCAAGCACAGGAGGAGCCCCAGAGCCTGCAAGCS’; PML
Stop Xhol antisens :
5’ATCCGCCTCGAGCAGAATCAGCGGGCTGGTGGGGAGGCCAAGC3’; PML No
Stop EcoRI N-term antisens:
5’CACCAGAATTCACCGGTACGCGGGCTGGTGGGGAGGCCAAGC3;

RNF4 EcoRI ATG C-term sens:
5S’ATACGTACCGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTATGAGTACAAGAAAGCGT
CGTGGTGG3’; RNF4 Stop Xbal antisens
5’ATCCGCCTCGAGGCTAGCGTCGACTCATATATAAATGGGGTGGTACCGTTTGT
GG3°
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Antibodies

The following antibodies were used: mouse monoclonal anti-PML (clone PGM3) (used for
immunofluorescence microscopy), rabbit polyclonal anti-PML (clone H-238) (used for the
Western), rabbit polyclonal anti-Actin (clone C-11) were from Santa-Cruz Biotechnology

and mouse monoclonal anti-FLAG (clone M2) from Sigma.

Arsenic and Epoxomycin treatments

As203 (Sigma-Aldrich # A1010, solution stock 330 mM resuspended in 1 N NaOH) and
Epoxomycin (Sigma-Aldrich # E3652, solution stock 100 uM resuspended in DMSO) were

used at the concentrations and for the time indicated in the text.

Stable transduction, transient transfection and cell culture
Stable transduction

A stable expression of PML constructs was obtained by a lentiviral-based strategy as
described (Zennou, Petit et al. 2000). The efficiency of the HIV-1 based lentiviral pTRIP
vector, in which PML constructs are subcloned, relies on the presence of a triple-stranded
DNA structure that acts as a cis-determinant of HIV-1 DNA import. The stable integration
of the transgenes into the host DNA allows efficient and long term transgene expression
without clone selection. Virus stock production and infection were as described in (Zennou,
Petit et al. 2000) to transduce and express PML wild type and mutants in the HEK293T cell
line. Briefly, virus particles were produced after transient co-transfection of HEK293T
cells, with the p8.91 encapsidation plasmid, the pHCMV-G vector encoding the vesicular
stomatitis virus envelope and the pTRIP vector encoding PMLWT and its mutants, using a

standard calcium phosphate method.
BRETI transient transfections

HEK293T cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented

with GLUTAmax (Gibco), 10 % fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin and
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streptomycin, | mM Sodium Pyruvate (all from Gibco BRL). Cells were seeded at a
density of 5 x 105 cells per well in 6-well dishes, 24 h before transfection. Transient
transfections were performed using PEI (Polyethylenimine, linear, MW: 25,000; cat.
No0.23966 Polysciences, Inc., Warrington, PA) in Optimem medium (Gibco BRL). PEI
powder was dissolved in water to a concentration of 1 mg/ml in water which has been
heated to 80 °C. Usually, 0.1 pg of PML-Luc construct was transfected alone or with
increasing quantities of YFP-tagged SUMOI1. The amount of transfected DNA was
completed to a total of 2 pg with pcDNA3.1(+) empty vector. PEI (10 pg in 100 pl of
Optimem medium) was added on the DNA and the samples were incubated for 20 min at
room temperature. The PEI-DNA suspension was then added to the attached cells in 2 ml of
fresh culture media. Following an overnight incubation, the transfection medium was
replaced with fresh Dulbecco’s modified Eagle’s medium for three hours to allow cell
recovery. Transfected cells (8 x 104) were then detached and replated in 96-wells white
plates with clear bottom (Costar) pre-treated with D-polylysine (Sigma) and left in culture
for 24 h before being processed for BRET1 assay. When required, the plated cells were
treated with As203 for the appropriate time within this 24 h.

BRET? transient transfections-

HEK293T cells were maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented
with 1 mM L-glutamine, 10% foetal bovine serum (Wisent) and 100 pg/ml penicillin and
streptomycin. Cells were seeded at a density of 1 x 106 cells per 100-mm dish, 24 h before
transfection. Transient transfections of plasmids were performed using the calcium
phosphate precipitation method. Usually, 1 pg of PML-Luc construct was transfected alone
or with increasing quantities of GFP-tagged SUMO1. The amount of transfected DNA was
completed to a total of 10 pg with pGEM empty vector as already described in (Germain-
Desprez, Bazinet et al. 2003). The transfection medium was replaced with the
supplemented Dulbecco's modified Eagle's medium after 26 h and cells were left in culture
for an additional 22 h before being processed for BRET2 assay. When required, the As203

treatment was done on the cells in suspension (see BRET2 detection assay).
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BRET detection assays

BRETI assay

BRET1 measurement was done on attached cells as previously described (Percherancier,
Berchiche et al. 2005). Before measurement, culture media was replaced by PBS.
Coelenterazine H (Nanolight Technology) was then added to a final concentration of 5 uM
in PBS. Readings were then collected using a multi-detector plate reader MITHRAS LB940
(Berthold) allowing the sequential integration of the signals detected in the 480 +20 nm and
530 £20 nm windows, for Luciferase and YFP light emissions, respectively. The BRET1
signal is determined by calculating the ratio of the light intensity emitted by the YFP fusion
over the light intensity emitted by the Luc fusion. The values were corrected by subtracting

the background BRET]1 signal detected when the Luc fusion construct was expressed alone.

For BRET] titration experiments, BRET1 ratios were expressed as a function of the
[acceptor]/[donor] expression ratio (YFP/Luc). Total fluorescence and luminescence were
used as a relative measure of total expression of the acceptor and donor proteins,
respectively. Total fluorescence was determined with MITHRAS using an excitation filter
at 485 nM and an emission filter at 535 nM. Total luminescence was measured in the
MITHRAS, 10 min after the addition of coelenterazine H and the reading was taken in the

absence of emission filter.
BRET? assay

The BRET2 assays were conducted on cells in suspension as we previously described in
(Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003). In brief, transiently transfected cells were
resuspended in PBS. Cells were then distributed in 96-well microplates (white Optiplate
from Packard) (20 pg corresponding to ~ 1-2 x 10° cells). When required, cells were treated
with 10 pM As203 or vehicle for the appropriate time at 370C. For the BRET?2 assay, upon
addition of the cell permeant luciferase substrate (coelenterazine Deep Blue, PerkinElmer
Life Sciences), the bioluminescence signal resulting from the degradation of the substrate
was detected using a 370—450 nm band pass filter (donor emission peak 400 nm). The

transferred energy resulted in a fluorescence signal emitted by the GFP acceptor (excitation
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peak 400 nm and emission peak 510 nm) that was detected using a 500-530 nm band pass
filter. The BRET2 signal was quantified by calculating the acceptor fluorescence /donor
bioluminescence ratio as previously reported. Expression level of each construct was
determined by direct measurements of total fluorescence and luminescence on aliquots of
transfected cell samples. The GFP total fluorescence was measured using a FluoroCount
(PerkinElmer Life Sciences) with an excitation filter at 400 nm and an emission filter at
510 nm. The total luminescence was measured using the same cells incubated with
coelenterazine H for 10 min (Molecular Probes) (emission peak 485 nm). The BRET2 was
plotted as a function of the GFP/Luc fusion protein expression ratio, both fusion proteins
expression being assessed with the same cells as described above, to take into account the
potential variations in the expression of individual constructs from transfection to
transfection. The values were corrected by subtracting the background BRET2 signal

detected when the Luc fusion construct was expressed alone.

All the BRETI and BRET2 results presented are derived from two to ten independent

experiments done in duplicate.

Confocal microscopy

For confocal microscopy, 3 x 10° HEK293T cells were seeded 24 h after their transfection
onto glass cover slips pre-treated with poly-D-lysine (Sigma Chemical, Co) placed within
6-well plates. Cells were then washed three times in PBS 24 h later and fixed in 4%
paraformaldehyde for 10 min at room temperature. Following several washes, cells were
permeabilized with blocking buffer (PBS containing 0.3% Triton X-100 and 2% BSA
(w/v)). Monoclonal anti-PML (1/250) and anti-RNF4 (1/100) antibodies were then added
for 2 h in blocking buffer. Cells were washed twice and incubated for 1 h with the
appropriate Alexa-Fluor 488- or 594-conjugated secondary antibody (1/500 dilution,
Molecular Probe, Inc). Coverslips were mounted using vectashield (Vector laboratory).
Confocal images were obtained on a Leica TCS-NT/SP inverted confocal laser-scanning
microscope using an Apochromat x 63/1.32 oil-immersion objective. Co-localization was

performed by overlay of the images using the Leica Confocal Software LCS (Heidelberg,
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Germany). Excitation and emission filters for the different labelled dyes were as follows:

YFP (green): lex=488 nm, lem=540/25 nm; Texas red (red): lex=568 nm, lem=610/30 nm.

Western blot analysis

For total cell extracts, cells were washed in cold PBS, lysed in hot Laemmli buffer, and
boiled for 10 min. Proteins were separated by 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) and transferred to nitrocellulose membranes (Optitran BA-S 83 NC, Schleicher
and Schuell). The membranes were blocked in 5% gelatine from cold water fish (Sigma)
for 2 h and then incubated overnight at 4°C with the first antibody (H-238 anti-PML, anti-
FLAG or anti-Actin). Following washes, the membranes were incubated for 1 h with the
appropriate Alexa Fluor 680-coupled secondary antibody (Molecular probe) that was then
revealed by an Odyssey® Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).
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RESULTS

PML 7/ SUMOLI interactions are detected by BRET

In order to better understand the role of SUMO in PML function and its
involvement in the dynamic of PML NB formation, we developed a BRET assay for the
detection of PML interactions with SUMO in living cells. For this purpose, PMLIII was
tagged at its carboxy-terminus with a luciferase (PMLWT-Luc) whereas SUMOI1 was
tagged at his amino-terminus with YFP or its GFP green variant. We performed a classic
BRET titration assay (Germain-Desprez, Bazinet et al. 2003; Percherancier, Berchiche et
al. 2005) by co-transfecting HEK293T cells with a constant amount of PMLWT-Luc and
increasing amounts of either YFP-SUMO1 (BRET]I, Fig. 1A) or GFP-SUMO1 (BRET?2,
Fig. 1B) (differences in the BRET assay sensitivity, depending on the fluorescent protein
acceptor used, were previously described (Hamdan, Audet et al. 2005)). In each case, the
occurrence of BRET was quantified by measuring the ratio of light emitted by the acceptor
(YFP or GFP) and the luciferase donor upon addition of the membrane permeable
luciferase substrate, coelenterazine. The BRET ratio was plotted as a function of the
YFP/Luc or GFP/Luc fusion protein expression to take into account the potential variations

in the expression of individual constructs.

As shown in Fig. 1A or B, a strong BRET signal occurred between PMLWT-
Luc/YFP-SUMOI1 or PMLWT-Luc/GFP-SUMO1 BRET pairs and increased as a
hyperbolic function which is indicative of a specific interaction (Perroy, Pontier et al.
2004). Similar results were obtained using GFP-SUMO2 as an acceptor protein (data not
shown). Negative controls, that exhibited a linear non-specific BRET signal resulting from
random collision (“bystander” BRET (Perroy, Pontier et al. 2004)), ascertained this
specificity: i) a donor targeting Luc to the nucleus by fusion to a nuclear localization signal
(Luc-NLS, Fig. 1B) and ii) a RING finger PML mutant (PMLC57A,C60A-Luc, Fig. 1A)
with altered SUMO binding properties (Fig. 3C) (Shen, Lin et al. 2006) that is unable to
interact with the only known SUMO E2 ligase UBC9 (Duprez, Saurin et al. 1999).
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Altogether, these results validate the use of BRET to detect PML/SUMOI

interactions.

Both covalent and non-covalent PML/SUMOI interactions are detected by BRET

Since BRET 1is a proximity-based assay, the BRET signal observed with the
PMLWT/SUMOIL pair may result not only from the covalent (sumoylation) but also from
the non-covalent interaction between PML and SUMO (Model, Fig 1H). To evaluate the
contribution of the covalent linkage of SUMO to PMLWT-Luc relative to its SUMO non-
covalent interactions, we compared the BRET titration curve obtained with PMLWT-Luc
with that of PML3KR-Luc, its sumoylation-less mutant (with lysines 65, 160, 490 mutated
to arginine), in pairs with YFP- or GFP-SUMOI1 (Fig. 1C and D). Since the covalent-
linkage of SUMO is abrogated within the PML3KR mutant, the difference in the BRET
signal between the PMLWT and PML3KR saturation curves depends on PML sumoylation
(Fig. 1C); furthermore, the PML3KR saturation curve mainly revealed the contribution of
non-covalent interactions to the BRET signal (Fig. 1C and Model, Fig. 7B). Thus, it
appears that non-covalent interactions represent a major part of the BRET signal in BRET1
(Fig. 1C) and BRET2 (Fig. 1D) assays. Strikingly, a linear and low non-specific BRET
signal was obtained with PMLWT-Luc and YFP-SUMO1G, a SUMO mutant with a single
glycine residue at its C-terminus, that is unable to be covalently conjugated to proteins
(Ayaydin and Dasso 2004) (Fig. 1A and C). Similar results were obtained with YFP-
SUMO2G (data not shown). Interestingly, this shows that SUMO1 and -2 paralogs do not
interact in their free form in vivo with PML, in contrast with data obtained in vitro (Shen,
Lin et al. 2006). Thus, the non-covalent PML/SUMOI] interactions detected by BRET
involve SUMO1-modified proteins recruited by PML-Luc as illustrated in Fig. 7B model.

To further establish the capacity of the BRET assay to detect variations in the
sumoylation status of PML in living cells, we tested PMLWT-Luc or PML3KR-Luc/YFP
(or GFP)-SUMOL pairs in the presence of As203. Clearly, a significant increase in the
BRET signal was obtained with PMLWT upon As203 treatment as seen in titration (Fig.

1C and D), time course (Fig. 1E) and dose response (Fig. 1F) experiments. In contrast, no
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or very limited change in the BRET signal was observed with PML3KR as revealed by the
saturation curves (Fig. 1C and D) and confirmed by the dose-response curve (Fig. 1F).
Consequently, the As203-enhanced BRET signal was concluded to be dependent on PML
sumoylation. To evaluate the relative contribution of each of the three PML sumoylation
target lysines, we compared the As203-induced sumoylation single PML K—R mutants.
While K490R and K65R single mutants exhibit a partially reduced As203-induced
sumoylation compared to PMLWT, mutation of K160 alone was sufficient to prevent the
As203-induced sumoylation of PML to the same extend as the triple 3KR mutant (Fig.
1G). Thus, K160 is a prerequisite for As203-induced PML modification by SUMO1. These
results are in agreement with previous Western blot data (Lallemand-Breitenbach, Zhu et
al. 2001). Additional experiments revealed that As203 exhibited a similar potency to
induce PML sumoylation with SUMO1 (Log EC50 = -6,430 +/- 0,181 M), SUMO2 (Log
EC50 = -6,618 +/- 0,203 M) or SUMO3 (Log EC50 = -6,626 +/- 0,272 M) as shown by
comparing the EC50 in dose response curves (Fig. 4A). Thus, we proved here that the
sensitivity of both BRET1 and BRET2, which assay conditions differ as described in
Experimental Procedures, was sufficient to monitor dynamic changes in PML sumoylation

in living cells.

PML SUMO Binding Domain is not required for As203-induced PML sumoylation

The identified PML SBD, which sequence is represented in Fig. 7A, is involved in
the non-covalent recruitment of sumoylated proteins, among them PML itself, as
demonstrated by co-immunoprecipitation studies (Shen, Lin et al. 2006). To evaluate the
contribution of PML SBD in the non-covalent PML/SUMOI interactions detected by
BRET, we compared the BRET1 signal of PMLWT with that of PMLSBD that is mutated
in its SBD core sequence (VVVI hydrophobic amino acids; see Fig. 7A) (Shen, Lin et al.
2006). As seen in Fig. 2A, a significant decrease in the BRET signal was obtained with
PMLSBD relative to PMLWT indicating that non-covalent PML/SUMOI1 interactions are
largely dependent on PML SBD core sequence. Upon As203 treatment, the increase in the
BRET profile was quite similar with both PMLWT and PMLSBD as shown by the
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saturation and dose response curves (Fig. 2A-B). This demonstrates that the SBD-

dependent PML/SUMO non-covalent interactions are not required for As203-induced
PML sumoylation.

The limited contribution of sumoylated endogenous proteins to the non-covalent
BRET signal is estimated using the PML3KR-Luc fusion (Fig. 1C) which can interact with
endogenous sumoylated proteins via its intact SBD. Interestingly, As203 induced a slight
increase in PML3KR-Luc BRET signal (Fig. 1C, BRET1 assay) likely resulting from the
enhanced sumoylation of endogenous PML by YFP-SUMOI. In contrast, the BRET signal
observed with PML3KR-Luc was not increased by As203 in the BRET2 assay (Fig. 1D),
consistent with the fact that the sensitivity of the BRET2 required a much higher level of
expression of the donor luciferase fusion than the BRET1 assay (Hamdan, Audet et al.
2005) rendering the contribution of the YFP-SUMOI-modified endogenous PML
negligible.

Altogether, our results indicate that in the absence of a sumoylation inducer such as
As203 (basal conditions), most of the PML-Luc/YFP-SUMO1 BRET signal is accounted
by the SBD-dependent non-covalent interaction of endogenous sumoylated proteins with
the PML-Luc donor whereas in the presence of the inducer, the large increase in the BRET
signal only reflects a change in PML sumoylation. Our data also indicate that the As203-
induced PML sumoylation does not required the non-covalent interaction of SUMOI1-

modified proteins with PML SBD.

Serine phosphorylation sites within the SBD are required for PML SBD interactions with
SUMO-modified proteins

Recently, serines acting as targets for CK2 kinase phosphorylation were identified
on PMLIV (Scaglioni, Yung et al. 2006). Interestingly, these serines (S560, S561, S562,
S565 in PMLIII indicated in green in Fig. 7A) are adjacent to the SBD hydrophobic core
sequence within PML SBD (Shen, Lin et al. 2006). We hypothesized that these serines, as
phosphorylation targets, could functionally regulate the interaction properties of PML SBD.
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To determine whether these serines may affect the binding of SUMOI-modified
proteins to PML SBD, a mutant of these serines (PMLS560A, S561A,S562A,S565A-Luc,
herein called PMLS560-565A-Luc) was tested by BRET in pair with YFP-SUMOI1 (Fig.
3A). Based on the titration curves (Fig. 3A, left panel), the BRET signals calculated for
PMLWT, PMLS560-565A and PMLSBD at an identical YFP/Luc ratio are presented as a
bar graph (Fig. 3A, right panel). Interestingly, a similar reduction in the BRET signal was
observed with PMLSBD and PMLS560-565A when compared to PMLWT. This indicates
that the serines within the SBD are important determinants for the SBD-dependent non-
covalent interactions of PML with most its SUMO-modified protein partners (if not all).
Consistent with the hypothesized involvement of the phosphorylation of these serines in
these interactions, a BRET signal comparable to that of PMLWT was restored when
PMLS560D,S561D,S562D,S565D, a serine phosphomimetic mutant (called herein
PMLS560-565D), was used (Fig. 3B). Altogether, these results indicate that serine
phosphorylation sites within the SBD regulate PML SBD-dependent interactions with
SUMO1-modified proteins.

It is noteworthy that, as for PMLSBD, the sumoylation of PMLS560-565A mutant
remains As203-inducible (Fig. 3A). The amplitude of the As203-induced signals was
similar for PMLWT and PMLS560-565A indicating that the integrity of the poly-serine
motif is dispensable for As203-induced PML sumoylation. This is consistent with the
sumoylation profile obtained by Western blot using extracts from HEK293T cells stably
expressing PMLWT or its mutants (Fig. 3C). An increase in the sumoylation of PMLWT,
PMLSBD and PMLS560-565A was detected upon the addition of As203 by a change in
the sumoylation pattern towards higher molecular weight SUMO-modified species (as
expected, no SUMOI-modified forms could be detected with PML3KR, PMLC57A,C60A
and the sumoylation-deficient double mutants, PML3KR/SBD and PML 3KR/S560-565A).

Interestingly, the serine phosphorylation-deficient mutant, PMLS560-565A is
localized like PMLWT in multiple and dense nuclear dots characteristics of PML NBs as
shown by confocal microscopy (Fig. 3D). In contrast PMLSBD is distributed in large and
diffuse aggregates with disruption of PML NBs as previously described (Shen, Lin et al.
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2006). This result most likely suggests that the poly-serine motif (from S560 to S565), in
contrast to the VVVI core sequence of the SBD, is not required for the formation of PML
NBs. It also suggests that some non-covalent interaction(s) required for the integrity of

PML NBs is lost in PMLSBD but maintained in PMLS560-565A.

As suggested (Hecker, Rabiller et al. 2006), negative charges imposed either by a
stretch of neighbouring acidic amino acids and/or phosphorylated serine residues within the
SBD of some proteins favours the recruitment of SUMO1 but not SUMO2. Thus, we used
the SUMO BRET assay to determine if differential SBD-dependent non-covalent
recruitment of sumoylated proteins by PML could be evidenced with the three SUMO
paralogs. Hyperbolic curves of a similar range of amplitudes were obtained with PMLWT
and the three SUMO paralogs as evidenced by BRET titration experiments (Fig. 4B).
Furthermore, the BRET signal was drastically and similarly decreased with all SUMO
paralogs for PMLS560-565A mutant to level close to those obtained with PMLSBD
mutant, as evidenced by BRET titration curves or corresponding bar graphs (Fig. 4B-C).
This indicates that comparable binding of the three SUMO paralogs occurred with PML
SBD and that this binding depends on PML S560 to S565 serine residues and their
phosphorylation.

PML SBD and PML sumoylation target sites are both critical for the As203-induced
PML degradation

It is now known that PML is polyubiquitinated and degraded in a proteasome-
dependent manner, a process that requires the K160 sumoylation site (Lallemand-
Breitenbach, Zhu et al. 2001). Consequently, we studied the possible link between PML
sumoylation, ubiquitination and the As203-enhanced PML degradation.

In an attempt to follow the ubiquitination of PML and its mutants in basal
conditions and upon exposure to As203, we conducted a ubiquitin BRET2 assay (Perroy,
Pontier et al. 2004) using PML-Luc fusions in pairs with GFP-UBI. As seen in Fig. 5C, the
BRET titration curves obtained with PMLSBD, PML3KR and PML3KR-SBD were similar
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in the presence or absence of As203 and show that the BRET signal increased as a function
of the amount of GFP-UBI transfected. In contrast, with PMLWT and PMLS560-565A, a
clear shift of the BRET curves to the right was seen upon As203 treatment (Fig. SA). This
is indicative of a change in the expression of the fusions in the presence of As203 since
BRET ratios are plotted as a function of the GFP/Luc fusion protein expression. To directly
assess how the BRET ratio varies in relation to the expression of PMLWT-Luc and GFP-
UBI fusions, the BRET ratio, Luc expression and GFP expression are presented as separate
bar graphs for each sample (11 samples) analyzed with the ubiquitin BRET assay in the
presence or absence of As203 (Fig. 5B). Clearly, neither the BRET signal nor the GFP-
UBI expression are significantly changed upon As203 addition whereas a 3-7 fold decrease
in the PMLWT-Luc expression was observed. While similar results were obtained with
PMLS560-565A mutant (data not shown), no significant difference in PMLSBD-Luc,
PML3KR-Luc and PML3KR-SBD-Luc expression was detected upon As203 treatment
(Fig. 5D and data not shown). The significant decrease in PMLWT-Luc and PMLS560-
565A-Luc expression, seen as early as 30 min after the addition of As203, is not normally
seen in cells where GFP-UBI is not overexpressed. This indicates that the overexpression of

ubiquitin accelerates the kinetics of As203-induced PML degradation.

Consistent with the results obtained with the ubiquitin BRET assay in transiently
transfected cells, PML3KR and PMLSBD stably expressed in HEK293T cells were shown
to be resistant whereas PMLWT and PMLS560-565A were sensitive to degradation by a
long incubation (16 h) with As203 , as revealed by Western blot (Fig. SE).

Altogether these results indicate that the As203-induced PML degradation is not
dependent on the serine phosphorylation sites within the SBD but requires the integrity of
both PML sumoylation target sites and PML SBD core sequence, as also needed for PML
NB formation (Shen, Lin et al. 2006).
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Both PML interaction with RNF4 and its RNF4-induced degradation are
reinforced by As203

RNF4 is a poly-SUMO-specific E3 ubiquitin ligase involved in the control of PML
stability and implicated in As203-induced PML degradation (Lallemand-Breitenbach,
Jeanne et al. 2008; Tatham, Geoffroy et al. 2008). As203, which enhances PML
sumoylation, was also suggested to favor PML SUMO-dependent polyubiquitination and
proteasome-mediated degradation (Lallemand-Breitenbach, Jeanne et al. 2008; Tatham,

Geoffroy et al. 2008).

To further study the mechanisms involved in PML degradation, we assessed the
effect of RNF4 on the expression of PMLWT and its mutants exhibiting a differential
sensitivity to the As203-induced degradation as described above (Fig. 5). First, we
overexpressed RNF4 in HEK293T transiently transfected with PMLWT. Clearly, RNF4
alone induced a decrease in PML expression (Fig. 6A, lanes 1 and 4), a process accelerated
by As203 and observed as early as 1 h after addition of this agent (Fig. 6A, lane 4-6). In
contrast, no change in PML level was observed in the absence of overexpressed RNF4
upon a similar As203 treatment (Fig. 6A, lanes 1-3). Then, we compared the fate of
PMLWT, PMLS560-S565A, PML3KR or PMLSBD expressed in HEK293T cells in the
presence or absence of overexpressed RNF4 and proteasome inhibitor Epoxomycin (Fig.
6C). The RNF4-induced decrease in PMLWT level was inhibited by Epoxomycin (Fig. 6C.
lanes 1-2 and 4), indicating that RNF4 alone leads to PML degradation via the proteasome
pathway. Similar experiments indicated that RNF4 also induced PMLS560-565A
degradation but did not alter the level of PML3KR and PMLSBD (Fig. 6C, lanes 1-2 and
4). However, in overexpression experiments where significantly higher RNF4/PML ratios
were used, a forced degradation of the much more resistant PMLSBD and to some extent
PML3KR was also observed (data not shown). Taken together, our results show that in
addition to PML sumoylation target sites, efficient proteasome-dependent RNF4-mediated
degradation depends on the integrity of PML SBD core sequence but not of the adjacent
phosphorylable serines.
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To determine whether the ability of PML mutants to interact with RNF4 can explain
their differential sensitivity to RNF4-induced degradation, we tested their interaction by a
BRETI assay using a limiting concentration of a Luc version from PMLWT or its mutants
in pair with increasing and saturating concentrations of RNF4-YFP. Clearly, BRET titration
curves indicated that PMLWT, PMLS560-565A and unexpectedly PMLSBD, interacted
with RNF4 and that their interaction was strongly increased by As203, indicating that this
drug enhances the affinity of PML and its mutants for RNF4 (Fig. 6B). In contrast, lower
BRET signals indicative of weak or no interaction were obtained with PML3KR and these
signals were only slightly increased by As203 (Fig. 6B), possibly due to the interaction of
PML3KR with endogenous PML as previously noted (Fig. 1C). Interestingly, the
differential sensitivity of PML and its mutants to RNF4-mediated degradation was also
evidenced by the clear shift of PML, PMLS560-565A and PMLSBD BRET curves to the
right upon As203 treatment. Analysis of each individual sample treated or not with As203
confirmed that these curve shifts were due in each case to a decrease in the level of
expression of the Luc fusions upon As203 exposure; in the conditions used, no change in
the expression of PML3KR was seen after As203 treatment at any of the RNF4/PML3KR

ratio used.

Considering that PMLSBD was resistant to degradation upon As203 exposure (Fig.
5 and Fig. 6C), it was unexpected to find that the interaction of PMLWT and PMLSBD
with RNF4 were similarly increased by As203. Thus, it appears that the capacity to interact
with RNF4 is not the only determinant in the differential sensitivity of PML and its mutants

to RNF4-induced proteasome-dependent degradation.
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DISCUSSION

Covalent and non-covalent PML/SUMO interactions are required for As203- and
RNF4-induced PML degradation

Our results indicate that stimulation of the sumoylation or ubiquitination machinery
through overexpression of SUMOI (not shown), ubiquitin or RNF4 ligase as well as
through As203 treatment enhances PML degradation; the regulation of PML level is thus
dependent on the relative abundance of the various components of the ubiquitin machinery
but also, as less usual, of the SUMO machinery. We also demonstrate here that, in addition
to be necessary for NB formation (Shen, Lin et al. 2006), both the covalent-linkage of
SUMO to PML and the integrity of PML SBD which mediates non covalent interactions of
PML with SUMO-modified proteins, are required for As203- and RNF4-induced PML
degradation (See Model in Fig. 7C). The requirement of the integrity of PML SBD for
PML degradation provides an explanation for our previous data showing that a C-terminus
mutant, lacking the amino acids 555 to 641 of PML and thus PML SBD which starts at
residue 556, completely impairs the As203-induced PML degradation (Zhu, Koken et al.
1997).

Interestingly, a functional PML SBD is however not required for the As203-
enhanced PML sumoylation and for the basal or As203-enhanced PML/RNF4 interaction.
We suggest that the increased PML interaction with RNF4 in the presence of As203 is
most likely due to the As203-enhanced formation of higher molecular weight poly-SUMO
chains onto PML (slower migrating species most often observed on blots upon addition of
As203 — data not shown) and to higher affinity of RNF4 for poly-SUMO chains over
monomeric SUMO, as recently reported based on in vitro studies (Tatham, Geoffroy et al.
2008). Since inactivation studies revealed that both SUMO2/3 and SUMOI1 are required for
As203-induced PML degradation (Lallemand-Breitenbach, Jeanne et al. 2008), we suggest
that SUMO2/3 inactivation, by preventing the formation of polymeric sumoylation chain
onto PML, most likely impairs PML/RNF4 interaction and thus the As203-induced PML
degradation. While As203 is suggested to increase the ratio of SUMOI over SUMO2/3
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incorporated in the sumoylated PML (Lallemand-Breitenbach, Jeanne et al. 2008), it is not
yet clear however how SUMOI participates to the As203-induced PML degradation. This
may involve SUMOI1 non-covalent binding to PML SBD, the coupling of SUMOI1 directly
to one of the PML target lysines, or its linking at the end of poly-SUMQO2/3 chains to
terminate chain growth. Compared to poly-SUMO2/3 chains, SUMOI-terminated
polySUMO2/3 chains may exhibit a different substrate specificity for the cellular
isopeptidases  involved in  depolymerizing/dismanteling  poly-SUMO  chains

(Mukhopadhyay, Ayaydin et al. 2006; Petrie and Zelent 2008) or for RNF4.

In addition to functioning as a poly-SUMO-specific E3 ubiquitin ligase (Tatham,
Geoffroy et al. 2008), RNF4 also catalyses the ubiquitination of several PML C-terminal
lysines in vitro and possibly the ubiquitination of PML lysine 401 in vivo (Lallemand-
Breitenbach, Jeanne et al. 2008). This could explain why a PML sumoylation-deficient
mutant (PML3KR) can be downregulated at very high level of RNF4 overexpression;

however, this degradation is not accelerated by As203 (data not shown).

A phospho-switch controls PML SBD interaction with sumoylated proteins: a

possible role in NB formation and maturation

Interestingly, our results also indicate that, apart from the integrity of the SBD
hydrophobic core sequence, specific serines serving as targets for CK2 kinase (Scaglioni,
Yung et al. 2006) or their phosphomimetics are required for most PML SBD-dependent
non-covalent interactions with sumoylated proteins and thus presumably for progression
toward normal NB late stage maturation (see Model in Fig. 7C). This demonstrates that
phosphorylation of a SUMO Binding Domain (‘SBD phospho-switch’) can positively
regulate the interaction of a SBD with its SUMO-modified protein partners. This is
consistent with very recently published data showing the phospho-regulation of several

SBD-containing proteins including PML (Scaglioni, Yung et al. 2006).

Notably, both the localization and sensitivity to As203- and RNF4-induced
degradation of PMLWT and PMLS560-S565A are comparable but differ from those of
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PMLSBD mutant. This suggests that some non-covalent interaction(s) required for the
localization of PML into NBs and for PML degradation are preserved in PMLS560-565A
and lost in PMLSBD. Interestingly, we consistently observed that, for PMLS560-565A, the
increase of the SUMO BRET signal upon As203 treatment was similar to the one of
PMLWT and always slightly higher to that of PMLSBD (Fig. 3). It was thus tempting to
speculate that the interaction of SUMO-modified PML with PML SBD was preserved in
PMLS560-565A. According to PML nucleation model (Shen, Lin et al. 2006), the non-
covalent binding of sumoylated PML to PML SBD is determinant for the nucleation events
involved in NB formation and maturation. A preservation of this sumoylation- and SBD
core sequence-dependent PML oligomerization could account for PMLS560-565A
localization to PML NBs. Furthermore, it is possible that the localization of PML within
the NBs, a process known to be enhanced by As203 (Lallemand-Breitenbach, Zhu et al.
2001), facilitates its RNF4-induced degradation; this would explain why PMLS560-565A is
more sensitive to RNF4 degradation than PMLSBD despite the fact that both interact
similarly with RNF4 (Model, Fig. 7C). Further studies could determine if, as a possible
mechanism, the suggested E3 ubiquitin ligase activity (Bernardi and Pandolfi 2007) of
PML reinforces RNF4-induced PML degradation in PML NBs, where components of the
ubiquitin machinery are concentrated (Lallemand-Breitenbach, Zhu et al. 2001; Lafarga,

Berciano et al. 2002).

Clearly, our results demonstrate that the stretch of serines, adjacent to the SBD
hydrophobic core sequence and acting as targets for CK2 kinase (Scaglioni, Yung et al.
2006), is not required for the RNF4-induced PML degradation. Since CK2 kinase was
previously found to promote ubiquitin-mediated PML degradation upon phosphorylation of
these serines (Scaglioni, Yung et al. 2006), CK2-dependent and RNF4-dependent PML
degradation may represent two independent pathways regulating negatively PML level in
oncogenic and physiological conditions. Since it was recently shown that ATP depletion
results in an immobilization of PML at NBs, a condition which may decrease PML
phosphorylation (Weidtkamp-Peters, Lenser et al. 2008), it remained to be determined if
cycles of phosphorylation/dephosphorylation of the serines adjacent to the SBD core
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sequence may be involved in the regulation of PML nucleation at the NBs and/or NB

maturation.

This study took advantage of the development of a sensitive and quantitative SUMO
BRET assay for the molecular dissection and dynamic monitoring of kinetics of protein
sumoylation upon pharmacological agent treatment and non-covalent interactions with
SUMO in living cells. This represents a significant advance compared to our initial
description of a BRET assay to study membrane protein ubiquitination (Perroy, Pontier et
al. 2004). In this initial study, no tools were available to determine if covalent interaction
with UBI could be discriminated by BRET from non covalent interaction. It is also
noteworthy that the SUMO BRET assay could simultaneously detect PML/SUMO
interactions and PML degradation. This represents a great advantage when strength of
interactions are compared upon various pharmacological treatments or when comparing
mutants with different sensitivities to degradation. Since BRET can be used in high
throughput screening (Hamdan, Audet et al. 2005), the novel SUMO BRET assay paves the
way toward large scale screening of chemical libraries for therapeutic agents modulating

SUMO interactions.
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FIGURE LEGENDS

Fig.1. BRET reveals both covalent and non-covalent PML/SUMOI1 interactions as
well as As203-induced PML sumoylation in living cells.

A, B) Detection of PML/SUMOI interactions by BRET1 (A) or BRET2 (B) titration assays
using HEK293T cells transfected for expression of increasing amounts of YFP-SUMO1
(BRET1) or GFP-SUMO1 (BRET2) and a fixed amount of Luc fusion. Negative controls:
BRET pairs including PMLC57,60A-Luc (a non-sumoylatable mutant with C57 and C60
mutated to A) or YFP-SUMOI1G (a SUMOI that cannot be processed) (dotted line) (A) and
Luc fused to a NLS (B). C) and D) Detection of covalent and non-covalent PML/SUMO1
interactions by BRET1 (C) or BRET2 (D) titration assays in the presence (dotted lines,
empty symbols) or absence (solid lines and symbols) of As203 in HEK293T cells
transfected for expression of PMLWT-Luc or its sumoylation deficient mutant PML3K-Luc
in pair with either YFP-SUMO1 (BRET1) or GFP-SUMO1 (BRET2). Negative control:
PMLWT-Luc in pair with YFP-SUMOIG. E) Kinetics of As203-induced PMLWT-Luc
sumoylation revealed by BRET1 (assay on attached cells) and BRET2 (cells in suspension).
F) Dose-response curve to As203 treatment for PMLWT-Luc or PML3KR-Luc/YFP-
SUMOI1 BRET]1 pairs. Negative control: PMLC57,60A-Luc/YFP-SUMO1. G) Comparison
of As203-induced sumoylation of PMLWT, PML3KR and its single lysine mutants at an
identical YFP acceptor/Luc donor expression ratio as derived from titration curves. As203
treatment (C-G): 5 uM, 4 h exposure for BRET1 and Western Blot or 10 uM, 70 min
exposure for BRET2. H) Model for the covalent (sumoylation) and non-covalent
interactions between a tested protein fused to Luc and SUMO fused to a fluorescent protein
(YFP) that generate a BRET signal. The black arrows indicate the Bioluminescent Transfer
of energy (or BRET) that occurs between the Luc fusion and the GFP fusion upon exposure

to the cell permeable luciferase substrate.
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Fig.2. PML SBD is responsible for non-covalent PML/SUMO1 interactions detected
by BRET but is not required for As203-induced PML sumoylation

A) Detection of the non-covalent SBD-dependent PML/SUMOL1 interactions by BRET1 in
the presence (dotted lines, empty symbols) or absence (solid lines and symbols) of As203
in HEK293T cells transfected for expression of PMLWT-Luc or its SBD deficient mutant
PMLSBD-Luc in pair with YFP-SUMOI. B) Dose-response curves to As203 treatment for
PMLWT-Luc or PMLSBD-Luc/YFP-SUMO1 BRET! pairs. Negative control: PML3KR-
SBD-Luc in pair with YFP-SUMOI.

Fig.3. Serine phosphorylation sites within the SBD are required for PML SBD-
dependent interactions with SUMO1-modified proteins.

A) Disruption of the non-covalent SBD-dependent PML/SUMOI interactions in HEK293T
cells transfected for expression of either PMLWT-Luc (black symbols), PMLSBD-Luc (red
symbols) or PMLS560-565A-Luc phosphorylation deficient mutant (blue symbols) in pair
with YFP-SUMOLI in the presence (dotted lines, empty symbols) or absence of As203
(solid lines and symbols) (left panel). Data derived from the BRET] titration assay (left
panel) at an identical YFP acceptor/Luc donor expression ratio are presented in a bar graph
(right panel). B) Comparison of the BRET1 signal between PMLWT-Luc and PMLS560-
565D -Luc phosphomimetic mutant in pair with YFP-SUMOI1 at a fixed YFP/Luc
expression ratio. C) Western blot of extracts from HEK293T cells, stably expressing
PMLWT or its various mutants, submitted or not to As203 treatment (5 pg, 4 h). PML and
its SUMO-modified species are revealed by anti-PML antibody. D) Localization by
confocal microscopy of PMLWT-Luc or its various mutants in transiently transfected in

HEK?293T cells.
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Fig.4. PML covalent and non-covalent interactions detected by BRET with the
different SUMO paralogs.

A) Dose-response curves to As203 treatment for PMLWT-Luc in pairs with YFP-SUMOI,
YFP-SUMO2 or YFP-SUMO3. B-C) Comparison of the BRET signal between PMLWT—
Luc and its mutants in pairs with YFP-SUMOI1 (black), YFP-SUMO2 (blue) and YFP-
SUMO3 (red) as assessed by a BRET]1 titration assay for PMLWT and PMLS560-565A
(B) and illustrated with a bar graph derived from titration curves at an identical YFP/Luc

expression ratio for PMLWT and its mutants (C).

Fig.5. Both PML SBD and PML sumoylation target sites are critical for the As203-
induced PML degradation.

A-D) Detection of a differential degradation of PMLWT and its mutants induced by As203
(10 uM, 35 min exposure) in HEK293T cells transfected for expression of PMLWT-Luc or
its mutants in pairs with GFP-UBIL. PML-Luc fusions are divided in two groups depending
on their response to As203 treatment: degradation (A-B) and no degradation (C-D).
BRET?2 titration curves are in A and C). As confirmed by the bar graphs in B), a shift of the
BRET?2 curves to the right seen in the presence of As203 in A) is indicative of a change in
the expression of the Luc-fusions (change in the GFP/Luc expression ratio upon As203
treatment). Bar graphs for PMLWT-Luc (B) and PMLSBD-luc (D) in pairs with GFP-UBI
as derived from the data in A) and C), respectively. For each sample treated or not with
As203, the BRET2 and the expression level of the PML-Luc fusion are shown (B and D);
the expression level of GFP-UBI which essentially remains unchanged upon addition
As203 for all pairs tested is also shown in B) for PMLWT-Luc. E) Western blot on extracts
from HEK293T cells stably expressing PMLWT, PML3KR, PMLSBD or PMLS560-565A
and submitted or not to a 16 h treatment with 1 pM As203.
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Fig.6. RNF4 interacts with PML and is involved in its constitutive and As203-induced

degradation.

A-B) Western blots of extracts from HEK293T cells transiently transfected for expression
of PMLWT (A and B), PML3KR, PMLSBD and PMLS560-565A (B) alone or with Flag-
RNF4, were treated or not either with 5 uM As203 for 6 h (A-B) and/or with 1 uM
Epoxomycin for 16 h (B). Anti-PML, anti-Flag and anti-Actin antibodies were used. C)
Interaction of RNF4 with PMLWT and its mutants assessed by BRET1 in HEK293T cells
transiently transfected for expression of PML-Luc or its various mutants in pairs with

RNF4-YFP and submitted or not to an As203 treatment (1 uM, 16 h).

Fig.7. Models for PML covalent and non-covalent interactions with SUMO dissected
by BRET and their implication in As203 and/or RNF4-induced PML degradation.

A) Schematic representation of PMLIII (used in this study) and PMLIV isoforms. The three
sumoylation target lysines (K), the conserved RBCC/TRIM motif (RING finger, B box 1, B
box 2, coiled-coil region), the NLS and the SBD (Shen, Lin et al. 2006) are illustrated. The
whole sequence defining the SBD with its core hydrophobic amino acids (VVVI, in red)
(Shen, Lin et al. 2006) and a region including adjacent phosphorylated serines (green)
(Scaglioni, Yung et al. 2006) are represented. B) Covalent (sumoylation) and SBD-
dependent non-covalent interactions are illustrated as two BRET components discriminated
using PMLWT-Luc donor and its PML3KR and PMLSBD mutants in pair with YFP-
SUMO acceptor. The black arrow indicates the BRET occurring between the Luc donor
and YFP acceptor. The loss of transfer of energy resulting from the mutation of the
sumoylation target lysine or of the SBD is highlightened by red dashed arrows. C) Model
for the involvement of PML and its sumoylation, SBD and phospho SBD mutants in NB
formation and As203- and/or RNF4-induced PML degradation. The molecular events
leading to PML NB maturation are illustrated in a sequential order as an oversimplification
to point to the steps prevented by the mutants used in this study and their resistance or

sensitivity to As203- and/or RNF4-induced PML degradation.
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