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Résumé

Introduction :

Mon sujet de thése porte sur les syndromes d’Angelman, Angelman-like et dup15q. Ces
trois syndromes sont des syndromes du neurodéveloppement. lls sont caractérisés par un
retard mental, une absence de langage, des troubles du sommeil et des crises d’épilepsie.
Ces syndromes sont dus a des mutations, délétions ou problémes d’empreinte parentale
touchant les genes Ube3a et/ou HERC2, portés par la méme région chromosomique et
produisant deux ubiquitine-ligases E3 qui interagissent entre elles.

Les protéines Ube3a et HERC2 sont deux ubiquitine-ligases a domaine HECT ("homo-
logous to the E6AP Carboxyl Terminus"). Les ubiquitine-ligases interviennent dans le
processus d’ubiquitination de protéines cibles. Une fois la protéine cible poly-ubiquitinée,
celle-ci est dégradée par le protéasome. HERC2 est une ubiquitine-ligase de 4834 acides
aminés, contenant 3 domaines RLD ("RCC1 like domain"). Les structures des domaines
RLD1 et RLD3 sont connues (code pdb 4L1M et 3KCI).

La protéine Ube3a (aussi appelée E6AP) fait 852 acides aminés de long. Deux domaines
sont structurellement connus. Le premier domaine connu, en position amino-terminale,
est le domaine AZUL qui permet l'interaction de Ube3a avec le protéasome. Le second
domaine connu, le domaine catalytique HECT, se trouve en position carboxy-terminale.

De plus, ces deux protéines sont capables d’interagir entre elles. Cette interaction a été
décrite comme étant une interaction entre la région contenant le domaine RLD2 de HERC2
et une région comprise entre le 150éme et le 200éme acide aminé de Ube3a.

Ainsi, les objectifs de ma thése peuvent se séparer en deux axes. Le premier axe est
I'étude de I'interaction entre Ube3a et HERC2. Le but de cet axe de recherche est de com-
prendre cette interaction et de la décrire structurellement et de replacer cette interaction
dans un réseau d’interactions. Le second axe de recherche se concentre sur la protéine
Ube3a afin de mieux comprendre sa structure qui est, en grande partie, non connue.
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Résultats :

Tout d’abord nous avons identifié plus précisément la région de Ube3a interagissant avec
le domaine RLD2 de HERC2. Pour cela, nous avons divisé cette région en sous-peptides
chevauchants, dont les affinités pour le domaine RLD2 ont été mesurées par test holdup
(une technique biochimique développée au sein de I'équipe) et par polarisation de fluores-
cence. Nous avons pu ainsi identifier une région minimale de 15 acides aminés de Ube3a
permettant la liaison a HERC2.

Ensuite, nous avons cristallisé et résolu les structures du domaine RLD2 seul et du do-
maine RLD2 en complexe avec le peptide de Ube3a par diffraction des rayons X. Cette
structure a montré que Ube3a posséde le motif consensus DxDKDxD (x = acide aminé
qguelconque) qui se positionne sur la partie supérieure du domaine RLD2. Nous avons
aussi identifié les résidus de RLD2 requis pour cette interaction. Nous avons effectué
des analyses de séquences, montrant que HERC2 est présente dans tous les animaux
jusqu’aux éponges, et que son domaine RLD2 contient les résidus de liaison au mo-
tif DxDKDxD jusqu’aux cnidaires (méduses). La protéine Ube3a est présente chez I'en-
semble des animaux et des champignons. Cependant, le motif DxDKDxD de la protéine
Ube3a n’est présent que chez les animaux "bilateria" (depuis les vertébrés jusqu’aux ar-
thropodes). Ainsi, la plupart des animaux dotés d’un cerveau ou systéme nerveux central
posseédent le motif DxDKDxD sur Ube3a et le domaine RLD2 de HERC2 comportant les
résidus permettant l'interaction avec le motif DxDKDxD. Cependant, certaines espéces,
telles que les nématodes ou les cnidaires, posseédent un domaine RLD2 pouvant interagir
avec le motif DxDKDxD, mais ne possedent pas ce motif dans la protéine Ube3a. Ceci
nous a amené a penser qu’un tel motif pourrait exister dans des protéines autres que
Ube3a.

Une recherche bioinformatique couvrant tout le protéome a alors permis d’identifier 12 pro-
téines humaines contenant un motif DxDKDxD susceptible d’interagir avec RLD2. Nous
avons ensuite mesuré I'affinité de peptides issus de ces différentes protéines pour le do-
maine RLD2 de HERC2. Parmi les protéines montrant une affinité significative pour RLD2
(de l'ordre du micromolaire) on retrouve Ube3a ainsi que PCM1, un composant du centro-
mere impliqué dans le développement neuronal et déja connu pour lier HERC2; MYT1, un
facteur de transcription régulant le développement des neurones; BAZ2B, un remodeleur
de la chromatine impliqué dans le retard mental et I'autisme ; DOCK10, un co-facteur GEF
de RhoGTPases requis pour la formation des épines dendritiques des neurones ; USP35,
une dé-ubiquitinase ; et ARID4a, un remodeleur de la chromatine directement impliqué
dans la régulation épigénétique de 'empreinte parentale du géne codant pour Ube3a.

Par la suite, nous avons résolu les structures cristallographiques de RLD2 de HERC2
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en complexe avec les peptides a motif DxDKDxD issus des protéines DOCK10, PCM1,
USP35, MYT1 et BAZ2B. Dans toutes ces structures, le motif DxDKDxD est positionné
exactement de la méme facon que dans notre structure initiale de I'interface du complexe
Ube3a-HERC2.

Ainsi, nous avons identifié un nouveau réseau d’interactions centré sur le domaine RLD2
de HERC2. La protéine ayant la plus grande affinité pour HERC2 est Ube3a. Nous pen-
sons qu’en absence ou perturbation de I'activité d’Ube3a ou de HERC2 ce réseau est dés-
équilibré. Le dosage relatif des différents complexes HERC2-protéines a motifs DxDKDxD
est modifié, participant a des altérations du neurodéveloppement dans les syndromes
d’Angelman, Angelman-like et Dup15q.

D’autre part, la structure de Ube3a entiere reste inconnue alors qu’elle constituerait une
information précieuse pour comprendre son rbéle dans ces différents syndromes. Nous
avons donc beaucoup travaillé a I'étude de la structure de la protéine Ube3a. La stratégie
pour obtenir des informations structurales de Ube3a est basée sur la purification et la mise
en place d’essais de cristallisation de Ube3a entiére et de fragments de Ube3a.

Nous avons tout d’abord investi d'importants efforts pour optimiser sa purification. Cette
purification nous permet notamment de séparer les monomeéres des multiméeres de Ube3a.

Nous avons obtenu des échantillons purs et monomériques d’'Ube3a entiere et de plu-
sieurs de ses fragments, concus sur la base de prédictions bioinformatiques. Les formes
monomeériques de ces différentes constructions n’ont pas permis d’obtenir des cristaux.
Cependant, des cristaux ont été obtenus avec la forme multimérique de certaines de ces
constructions, mais aucun n’a diffracté suffisamment pour permettre la résolution de la
structure d’'Ube3a.

Cependant, les purifications des différents fragments d’Ube3a nous ont permis de mieux
comprendre la composition de Ube3a en domaines repliés et en régions non repliées
ainsi que l'interaction de ces régions. Nous avons notamment produit des mutants de
Ube3a comportant des sites protéolytiques (TEV) insérés dans les différentes régions non
repliées afin de caractériser les différentes interactions interdomaines. Nos observations
sont corroborées par la prédiction de structure de Ube3a récemment générée par le logi-
ciel Alphafold. Toutefois, Alphafold ne prédit ni les complexes entre Ube3a et ses parte-
naires, ni les changements de conformation et d’activité ubiquitine-ligase qui en résultent.

Enfin, ces différents résultats ainsi que la prédiction d’Alphafold nous ont permis de créer
une construction de Ube3a débarrassée de ses zones flexibles. Le but de cette construc-
tion appelée Ube3a compacte est de favoriser son étude par cristallographie ou par mi-
croscopie électronique. Cette construction se comporte trés bien lors de la purification et
ne forme pas de multiméres. De plus, cette construction cristallise, ce qui n’est pas le cas



des formes monomériques des autres constructions.

Conclusion :

Ces différentes recherches ont mené a une meilleure compréhension de l'interaction des
protéines HERC2 et Ube3a. En effet, 'obtention de la structure de I'interaction entre le do-
maine RLD2 de la protéine HERC2 et un fragment de la protéine Ube3a a permis de mettre
en évidence le motif DxDKDxD indispensable a cette interaction. 8 autres protéines hu-
maines peuvent interagir avec RLD2 via ce motif. Une collaboration avec une autre équipe
travaillant sur la protéine Dock10 a permis de comprendre l'effet de ce motif notamment
sur la formation des épines dendritiques des neurones.

Ainsi la protéine HERC2, via son domaine RLD2 est au centre d’'un réseau d’interaction
dont Ube3a est le meilleur interactant. La perte de la protéine HERC2 ferait disparaitre ce
réseau d’interactions et pourrait expliquer des effets liés au syndrome d’Angelman-like. La
disparition de la protéine Ube3a entrainerait quant a elle un changement complet de la
hiérarchie des interactions de ce réseau.

Les progres faits sur la purification et la compréhension de Ube3a ont permis de pro-
duire, purifier et cristalliser une construction de la protéine sous forme monomérique. Ces
progrés permettront de pouvoir étudier la structure de Ube3a.
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Summary

Introduction :

My thesis topic is Angelman, Angelman-like and dup15q syndromes. These three syn-
dromes are neurodevelopmental syndromes. They are characterized by mental retarda-
tion, lack of language, sleep disorders and seizures. These syndromes are due to muta-
tions, deletions or parental imprinting problems affecting the Ube3a and/or HERC2 genes,
carried on the same chromosomal region and producing two E3 ubiquitin ligases that in-
teract with each other.

The Ube3a and HERC2 proteins are both HECT (homologous to the E6AP Carboxyl Ter-
minus) domain ubiquitin ligases. Ubiquitin ligases are involved in the ubiquitination process
of target proteins. Once the target protein is poly-ubiquitinated, it is degraded by the pro-
teasome. HERC2 is a ubiquitin ligase of 4834 amino acids, containing 3 RLD domains
("RCC1 like domain"). The structures of the RLD1 and RLD3 domains are known (pdb
code 4L1M and 3KClI).

The Ube3a protein (also called E6AP) is 852 amino acids long. Two domains are known
structurally. The first known domain, at the amino-terminal position, is the Azul domain
which allows the interaction of Ube3a with the proteasome. The second known domain,
the catalytic domain HECT, is located in the carboxy-terminal position.

In addition, these two proteins are able to interact with each other. This interaction has
been described as an interaction between the RLD2 domain containing region of HERC2
and a region between the 150th and 200th amino acid of Ube3a.

Thus, the objectives of my thesis can be separated into two axes. The first axis is the
study of the interaction between Ube3a and HERC2. The goal of this research axis is to
understand this interaction and to describe it structurally and to place this interaction in a
network of interactions. The second research axis focuses on the Ube3a protein in order
to better understand its structure which is, for the most part, unknown.
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Results :

First, we identified more precisely the region of Ube3a interacting with the RLD2 domain
of HERC2. To do so, we divided this region into overlapping sub-peptides, whose affinities
for the RLD2 domain were measured by holdup assay (a biochemical technique developed
within the team) and by fluorescence polarization. We were able to identify a minimal
region of 15 amino acids of Ube3a allowing the binding to HERC2.

Then, we crystallized and solved the structures of the RLD2 domain alone and the RLD2
domain in complex with the peptide of Ube3a by X-ray diffraction. This structure showed
that Ube3a has the consensus motif DxDKDxD (x = any amino acid) which is positio-
ned on the top of the RLD2 domain. We also identified the residues of RLD2 required for
this interaction. We performed sequence analyses, showing that HERC2 is present in all
animals up to sponges, and that its RLD2 domain contains the residues for binding to the
DxDKDxD moitif up to cnidarians (jellyfish). The Ube3a protein is present in all animals and
fungi. However, the DxDKDxD motif of the Ube3a protein is only present in "bilaterian" ani-
mals (from vertebrates to arthropods). Thus, most animals with a brain or central nervous
system have the DxDKDxD motif on Ube3a and the RLD2 domain of HERC2 containing
residues that allow interaction with the DxDKDxD motif. However, some species, such as
nematodes or cnidarians, have an RLD2 domain that can interact with the DxDKDxD mo-
tif, but do not have this motif in the Ube3a protein. This led us to believe that such a motif
might exist in proteins other than Ube3a.

A proteome-wide bioinformatics search identified 12 human proteins containing a DxDKDxD
motif that could interact with RLD2. We then measured the affinity of peptides from these

different proteins for the RLD2 domain of HERC2. Among the proteins showing a signifi-

cant affinity for RLD2 (in the micromolar range) are Ube3a and PCM1, a component of the

centromere involved in neuronal development and already known to bind HERC2 ; MYT1,

a transcription factor regulating neuronal development; BAZ2B, a chromatin remodeler

implicated in mental retardation and autism; DOCK10, a GEF cofactor of RhoGTPases

required for neuronal dendritic spine formation ; USP35, a de-ubiquitinase ; and ARID4a, a

chromatin remodeler directly implicated in epigenetic regulation of the parental imprinting

of the gene encoding Ube3a.

Subsequently, we solved the crystallographic structures of RLD2 of HERC2 in complex
with the DxDKDxD motif peptides from DOCK10, PCM1, USP35, MYT1, and BAZ2B pro-
teins. In all of these structures, the DxDKDxD motif is positioned exactly the same as in
our initial structure of the Ube3a-HERC2 complex interface.

Thus, we have identified a new interaction network centered on the RLD2 domain of
HERC2. The protein with the highest affinity for HERC2 is Ube3a. We believe that in the
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absence or disruption of Ube3a or HERC2 activity this network is unbalanced. The rela-
tive dosage of the different HERC2-protein complexes with DxDKDxD motifs is altered,
contributing to neurodevelopmental alterations in Angelman, Angelman-like and Dup15q
syndromes.

On the other hand, the structure of the whole Ube3a remains unknown, although it would
be a valuable information to understand its role in these different syndromes. We have
therefore worked hard to study the structure of the Ube3a protein. The strategy to obtain
structural information of Ube3a is based on the purification and the implementation of
crystallization assays of whole Ube3a and fragments of Ube3a.

We first invested important efforts to optimize its purification. This purification allows us to
separate monomers from multimers of Ube3a.

We obtained pure and monomeric samples of the whole Ube3a and of several of its frag-
ments, designed on the basis of bioinformatics predictions. Monomeric forms of these
different constructs did not yield crystals. However, crystals were obtained with the multi-
meric form of some of these constructs, but none diffracted sufficiently to allow resolution
of the structure of Ube3a.

However, purifications of the different fragments of Ube3a have allowed us to better un-
derstand the composition of Ube3a into folded and unfolded regions as well as the inter-
action of these regions. In particular, we produced mutants of Ube3a with proteolytic sites
(TEVs) inserted in the different unfolded regions in order to characterize the different in-
terdomain interactions. Our observations are corroborated by the structure prediction of
Ube3a recently generated by Alphafold software. However, Alphafold does not predict the
complexes between Ube3a and its partners, nor the resulting changes in conformation and
ubiquitin ligase activity.

Finally, these different results and the prediction of Alphafold allowed us to create a construct
of Ube3a without its flexible zones. The aim of this construction called compact Ube3a is
to facilitate its study by crystallography or electron microscopy. This construction behaves
very well during purification and does not form multimers. Moreover, this construct crystal-
lizes, which is not the case for the monomeric forms of the other constructs.

Conclusion :

These different researches have led to a better understanding of the interaction of HERC2
and Ube3a proteins. Indeed, the structure of the interaction between the RLD2 domain
of the HERC2 protein and a fragment of the Ube3a protein has allowed us to identify the
DxDKDxD motif that is essential for this interaction. 8 other human proteins can interact
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with RLD2 via this motif. A collaboration with another team working on the Dock10 pro-
tein allowed to understand the effect of this motif on the formation of dendritic spines of
neurons.

Thus, the HERC2 protein, via its RLD2 domain, is at the center of an interaction network
of which Ube3a is the best interactant. The loss of the HERC2 protein would make this
interaction network disappear and could explain effects linked to the Angelman-like syn-
drome. The disappearance of Ube3a would lead to a complete change in the hierarchy of
interactions in this network.

Progress in the purification and understanding of Ube3a has allowed the production, puri-
fication and crystallization of a monomeric construct of the protein. This progress will allow
us to study the structure of Ube3a.
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Premiére partie

Introduction






1 Lubiquitination

1.1 Découverte de 'ubiquitination, historique

Chez les eucaryotes, il existe deux voies majeures de dégradation des protéines. La pre-
miére est la protéolyse lysosomale. Cette voie consiste en la dégradation de protéines
dans une structure cellulaire appelée lysosome. Cette structure contient de nombreuses
enzymes, notamment des protéases.

Lautre principale voie de dégradation est la voie ubiquitine-protéasome, qui nécessite 'ubi-
quitination du substrat a dégrader.

Lubiquitination est une modification post-traductionnelle consistant en la fixation d’'une pro-
téine, trés conservée a travers les especes et appelée ubiquitine ou d’'une chaine d’ubiqui-
tines sur une lysine d’'un substrat. Cette chaine d’ubiquitine va, par la suite, jouer différents
rbles selon sa nature. Le rOle principal et le plus connu de 'ubiquitination d’'un substrat est
son étiquetage pour sa dégradation par le protéasome.

Ce sont Irwin A. Rose, Avram Hershko et Aaron Ciechanover qui, les premiers, ont identifié
'ubiquitine comme signal de dégradation par le protéasome. lls se sont vu décerner le
prix Nobel de chimie en 2004 pour leurs travaux sur la dégradation ATP dépendante des
protéines durant les années 1970-1980.

En effet, ils ont alors démontré que la dégradation des protéines était consommatrice
d’énergie. Ceci indique que la dégradation des protéines implique un autre phénoméne
que I'hydrolyse qui, elle, n’est pas consommatrice d’ATP [1] [2]. Pour cela, ils ont étudié
la protéolyse in vitro dans des réticulocytes de lapin. Les réticulocytes étant dépourvus
de lysosome, cela leur a permis de mieux comprendre la dégradation des protéines sans
interférence avec la dégradation lysosomale des protéines. Ainsi, ils ont révélé I'implica-
tion d’'une autre protéine, 'ubiquitine, indispensable a la dégradation ATP-dépendante de
protéines [3]. La nécessité de la liaison covalente de cette protéine au substrat a ensuite
été démontrée [4].

Le rdle de l'ubiquitine, alors appelée APF-1 pour facteur 1 de protéolyse ATP-dépendant,
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a été identifié comme celui d’'une étiquette de dégradation, indispensable a la dégradation
de protéines. Ce processus d’étiquetage est consommateur d’ATP [5] [4]. APF-1 a ensuite
été identifié comme étant I'ubiquitine [6] déja connue notamment dans son réle pour la
différenciation des lymphocytes T et B [7] et est alors aussi appelée UBIP pour polypeptide
hématopoiétique ubiquitaire.

Ce mécanisme de dégradation des protéines est dorénavant appelé UPS pour systéme
ubiquitine protéasome.

1.2 L’ubiquitination : son mécanisme et ses différentes en-
zymes

Trois différents types d’enzymes interviennent dans le mécanisme d’ubiquitination d’un

substrat : une enzyme d’activation de I'ubiquitine E1, une enzyme de conjugaison de I'ubi-

quitine E2 et enfin une enzyme ubiquitine ligase E3. Chacune de ces protéines joue suc-
cessivement un r6le distinct jusqu’a I'ubiquitination du substrat. (Figure 1 page 4)

(Ubl)AMP
+ ATpf’ @ X X Substrate
AMP
‘5 Substrate
AMP
ATP +

@..

FIGURE 1 — Figure représentant le mécanisme général de I'ubiquitination d’un substrat.
Ce mécanisme fonctionne en cascade enzymatique : les enzymes E1 puis E2 et enfin E3.
L’enzyme E1 se charge d’activer 'ubiquitine et de la transférer & 'enzyme E2 qui va, pour
finir, transférer cette ubiquitine sur le substrat via I'intervention de I’enzyme E3. Figure
de [8]

1.2.1 L’ubiquitine et les UBLs

1.2.1.1 L’ubiquitine

Lubiquitine est une protéine de 76 résidus dont la séquence est hautement conservée
chez tous les organismes jusqu’aux plantes. Par exemple, seuls 3 acides aminés different
entre 'ubiquitine humaine et I'ubiquitine de levure [9]. Lubiquitine adopte un repliement dit
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B-grasp constitué d’un feuillet p composé de cing brins B et d’'une hélice a ou plus [10].
Lubiquitine posséde différents patchs appelés patch lle 44, patch lle 36, patch Phe 4 et
TEK-box. [11]. (Figure 3 page 7)

lle36 patch:
(Leu8), lle36,

Tek-Box: Leu71, Leu73
Lys6, Lys11,
Thrl2, (Thrl4)%
Glu 34 { lle44 patch:
a Leus, lle44,
His68, Val70

Phe4 patch:\ 4

GIn2, Phe4, N/

Thrl4

FIGURE 2 — A gauche : la superposition des structures de 'ubiquitine (en vert, PDB :
1UBQ), de NEDDS (en orange, PDB : INND) et de SUMO2 (en bleu, PDB : IWM3). A
droite : la structure de I'ubiquitine (PDB : 1UBQ). Les différents patchs sont affichés de
couleurs différentes. Figure adaptée de [12].

Ces différents patchs jouent un réle dans linteraction avec d’autres protéines. lls sont
impliqués dans l'interaction avec les désubiquitinases (DUBs) qui sont des protéases cou-
pant I'ubiquitine d’une protéine (détaillées dans la section 1.4.2 page 29), dans I'interaction
avec des protéines possédant un domaine de liaison a l'ubiquitine (UBD) (Section 1.4.1
page 29) et dans l'interaction entre différentes ubiquitines d'une méme chaine (Section 1.3
page 23).

Le patch lle 44, hydrophobe, interagit avec le protéasome et de nombreux UBDs (do-
maine de liaison a I'ubiquitine)[13] [14]. Le patch lle 36, une autre surface hydrophobe, est
reconnu par le domaine HECT des E3s [15] mais également par des UBDs [16] et des
DUBs (désubiquitinases)[17]. Cette surface est aussi impliquée dans l'interaction entre les
ubiquitines d’'une méme chaine. Le patch comprenant la Phe 4 interagit avec différentes
DUBs, [17] et UBDs [18]. Le dernier patch appelé TEK-box est essentiel pour la formation
des chaines d’ubiquitines de type K11 que nous décrirons par la suite [19].

Lubiquitine n’est pas produite comme une unité par un géne. Chez I'humain, l'ubiquitine
est codée par différents génes. Les génes UbB [20] et UbC [21] codent respectivement
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pour une répétition de trois et de neuf ubiquitines. Lubiquitine est aussi produite liée a
d’autres protéines. Elle est produite avec la protéine RPL40 (géne UBA52)[22] et la pro-
téine RPS27A (géne UBAB8O0) [23], deux protéines ribosomales. Les chaines d’ubiquitines
sont ensuite séparées en unité d’ubiquitine par les DUBs pour ensuite étre utilisées [24].

1.2.1.2 Les "ubiquitine-like"

Il existe d’autres protéines ayant un repliement similaire a I'ubiquitine, qui peuvent étre
liées a un substrat en tant que modification post-traductionnelle. Ces protéines sont appe-
lées les UBLs ("Ubiquitin-like") et adoptent toutes un repliement B-grasp. Malgré une struc-
ture similaire, les UBLs différent par leurs séquences. LUBL la plus proche de I'ubiquitine,
NEDDS, a une identité de séquence de 58% avec 'ubiquitine [25].(Figure 3 page 7)
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Ubiquitin ISG15 NEDDS8

SUMO3 UBL5S UFM1

FIGURE 3 — Représentations de la structure secondaire de 'ubiquitine et des domaines
analogues a l'ubiquitine (en haut), et de leur potentiel électrostatique (en bas). Les unités
sont données en énergie par charge (k, constante de Boltzmann ; T, température en Kelvin ;
e, charge d’un électron). (1UBQ [10], 5IA7[26], INDD [27], 6GF1 [28], 1Z2M [29], 1POR
[30], 4WJQ [31], IWM2 [32], 1U4A [33]). Figure de [34].

Les surfaces importantes pour les interactions impliquant I'ubiquitine décrites précédem-
ment ne sont pas conservées. Ainsi, les différentes protéines interagissant avec les dif-
férentes UBLs ne sont pas les mémes. Elles différent selon les caractéristiques physico-
chimiques de leurs surfaces [35]. Le mécanisme qui entraine la fixation d’ubiquitine ou
d’UBLs sur un substrat, sera le méme, mais utilisera différentes enzymes E1, E2 et ES.
(Tableau 1 page 8).
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Famille Ubl E1l E2

SUMO SUMO1, SUMO2, SUMO3, SUMO4  UBA2/SAE1 UBC9

NEDDS NEDDS UBA3/NAE1 UBC12, UBE2F

ATCS LC3A, LC3B, LC3B2, LC3C, ATGT ATC3
GABARAP, GABARAPLI1, GATE-16

ATGI12 Atgl2 ATGT ATG10

URMI1 URMI1 UBA4

UFEM1 UFM1 UBA5 UFC1

FAT10 FAT10 UBAG UBE2Z

ISG15 ISG15 UBAT UBCHS

TABLE 1 — Tableau des différentes familles d’ubiquitine-like, des membres de ces familles,
de leurs enzymes El les activant et de leurs enzymes E2 impliquées dans 'ubiquitination
d’un substrat. Tableau adapté de [8]

De plus, certaines protéines arborent des domaines ayant la méme structure que I'ubiquitine/ubiquitine-
like. Ces domaines sont appelés les domaines ubiquitine-like.

1.2.2 Activation de 'ubiquitine

La premiére étape dans le processus d’ubiquitination est menée par I'enzyme E1. Il s’agit
de l'activation de 'ubiquitine.

1.2.2.1 Structures et classes

Il existe différentes protéines E1 qui sont, selon leurs propriétés structurales, subdivisées
en deux classes. Les E1 dites canoniques, au nombre de 5, sont soit monomériques
(UBA1, UBA6 et UBA7), soit hétérodimériques (SAE et NAE). Les E1 dites non cano-
niques (UBA4, UBA5 et ATG7) sont toutes homodimériques [36]. (Figure 4 page 9)
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UBA1 [ a0 |FccH| wuo [ aap ] sccH  [(aaD] ur
Monomeric E1s UBAS [ D |rccH | uD | aaD | sccH @ UFD
UBA7 [ wup [Foci [ up [ aaD | sccH um

Canonlcal E1a

SAE [ o |FocH| o | AAD | scch  [(AAD] uFp

Heterodimeric E1s [

NAE | o |recH [ wp | AAD | sccH (AAD] uFD |
cc  cc © ¢
UBA4 [ Etdika domain ] |[mp | [ Etikedomsin ] | AwD
cc cc
Non-canonical E1s = Homodimeric E1s uBaAs | AD J\um‘ = ( a0 . ]us e
ATG7 [ _N@ | a0 ocjﬂm (wm | a ccj ECTD |

FIGURE 4 — Figure représentant les enzymes E1, réparties en deux classes, les canoniques
et les non canoniques. Les domaines des cinq enzymes canoniques et des trois enzymes non
canoniques sont représentés par des blocs de couleurs. Notez que, ’AAD, les demi-domaines
contenant la cystéine catalytique (FCCD et SCCD) et I'UFD sont conservés parmi les E1
canoniques. Les E1 non canoniques ne possédent pas de CDD, la cystéine catalytique se situe
au niveau de ’AD. Les E1 non canoniques comprennent également des domaines spécifiques
aux E1 non canoniques. Figure de [37]

Toutes les enzymes E1 sont composées du domaine AD (Domaine d’adénylation), d’un
domaine CCD (Domaine a Cystéine Catalytique) qui contient la cystéine catalytique ainsi
que d’un domaine UFD (Domaine a repliement d’ubiquitine) [38].

Les E1 canoniques possedent un domaine AD actif (AAD) et un domaine AD inactif (IAD).
C’est le domaine AAD qui va reconnaitre I'ubiquitine pour permettre son adénylation. Le
domaine IAD jouerait un r6le dans la stabilité de la protéine. Le domaine CCD, quant a lui,
est impliqué dans la formation de la liaison thioester avec I'ubiquitine [39]. Enfin, c’est le
domaine UFD qui va permettre I'interaction avec 'enzyme E2 une fois I'ubiquitine activée.

Les E1 non canoniques sont toutes des homodiméres. A la différence des E1 canoniques,
elles ne possédent pas de domaine CCD. En effet, les cystéines catalytiques de ces E1
se trouvent directement dans leurs domaines AD [8].

1.2.2.2 Meécanisme

Lactivation de I'ubiquitine peut se décomposer en trois étapes. La premiéere étape consiste
en I'adénylation de la partie carboxy-terminale de I'ubiquitine en présence d’'une molécule
d’ATP et d’'un ion Mg?*. Cette adénylation se fait grace a la reconnaissance de I'ubiquitine
par le domaine AAD de I'enzyme E1. De cette étape résulte une enzyme E1 liée de ma-
niere non covalente a 'ubiquitine adénylée libérant une molécule de PPi [40] (figure 5.1
page 10).
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Mg1+

[1]  Elw+ATP+Ub<=E1*"*+PP,

[2] E1f** == E1s-us + AMP

Mg™

[3] El:-uw+ ATP+Ub<=ELZE + PP,

F1GURE 5 — Cascade d’activation de 'ubiquitine par I’enzyme E1. 1) correspond a 1'adé-
nylation de la premiére ubiquitine (Ub). 2) correspond a la formation de la liaison thioester
entre la cystéine catalytique de E1 et I'ubiquitine adénylée. 3) correspond a ’adénylation
de la seconde ubiquitine. Figure adaptée de [40].

Ensuite, I'ubiquitine est transférée a la cystéine catalytique de 'enzyme E1. Cette étape
consiste en une attaque nucléophile du groupement adénylate de I'ubiquitine par la cys-
téine catalytique de I'enzyme E1, libérant une molécule d’AMP. Ainsi, I'ubiquitine forme
une liaison covalente avec la cystéine catalytique de E1 [40] (figure 5.2 page 10).

La troisieme étape est 'adénylation d’'une seconde molécule d’ubiquitine. En effet, il a été
montré que les enzymes E1 sont capables de lier deux molécules d’ubiquitine en méme
temps [40]. Cette étape est la méme que I'étape 1 décrite précédemment. De cette étape
résulte une E1 liée de maniére non covalente a une ubiquitine adénylée via son domaine
ADD et de maniere covalente a une molécule d’ubiquitine via la cystéine catalytique de son
domaine CCD. (Figure 5.3 page 10). Cette E1 liant deux ubiquitines est plus favorable au
transfert d’'ubiquitine sur 'enzyme E2 qu’une E1 liant une seule ubiquitine [36] [8]. (figure 6
page 11)
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FIGURE 6 — Structure tridimensionnelle de I'enzyme E1 UBA1 (représentée en vert) liée
de maniére covalente a I'ubiquitine (en orange) via sa cystéine catalytique (colorée en rouge)
et de maniére non covalente & une AMP-Ubiquitine (en beige). (Code PDB : 4NNJ) [41]

Comme vu précédemment (section 1.2.1.2 page 6), I'ubiquitine fait partie de la famille
des ubiquitine/ubiquitine-like. Ainsi les différentes E1 n’ont pas toutes I'ubiquitine comme
substrat [42]. (Table 2 page 12)
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Structure i UBL Proteases
UBA1 (UBE1) Monomer Ubiquitin Multiple DUBs
UBL USE1 DUBs
UBAG6 (UBE1L2) Monomer
FAT10 (UBE2Z) Unknown
UBCHS
UBAT (UBEILL) Monomer ISG15 USP18
UBCH6
SAE (SAE1-UBA2) Heterodimer SUMO 1/2/3  UBC9 SENPs
UBC12 CSNb5
NAE (NAE1-UBA3) Heterodimer NEDDS8
UBE2Fs DEN1
UBA4 (MOCS3) Heterodimer URM1 — —
. UFSP1
UBA5 (UBE1DC1)  Homodimer UFM1 UFC1
UFSP2
ATGI12 ATG10

ATG7 Homodimer —
ATGS8 familY ATG3

TABLE 2 — Les différentes enzymes E1 ainsi que leurs E2 et Ubiquitine/ubiquitine-like
correspondantes. Toutes les enzymes E1 n’activent pas I'ubiquitine, certaines sont spécifiques
a des ubiquitine-like. Tableau adapté de [37]

Létape suivante de la cascade d’ubiquitination implique I'enzyme E2. Il s’agit du transfert
de l'ubiquitine liée a la cystéine catalytique de E1 vers 'enzyme E2. Linteraction avec
'enzyme E2 se fait via le domaine UFD de E1. Une réaction de trans-thiolation va lier
I'ubiquitine a la cystéine catalytique de I'enzyme E2 [40]. Une fois I'ubiquitine transférée
a 'enzyme E2, 'enzyme E1 recommence un cycle d’activation de l'ubiquitine en liant de
maniére covalente '’AMP-Ubiquitine a laquelle elle est liée de maniére non covalente.

1.2.3 Transport de 'ubiquitine

Lenzyme E2, aussi appelée protéine transporteuse d’ubiquitine, a été identifiée pour la
premiére fois dans le lysat de réticulocyte de lapin [43]. Lubiquitine alors liée a la protéine
E1 va étre transférée sur une cystéine de la protéine E2 via une liaison thioester.

1.2.3.1 Structures et classes

Il'y a plus d’'une trentaine d’enzymes E2 humaines réparties en quatre classes. Les E2 de
classe 1 ne possédent que le domaine catalytique UBC, celles de classe 2 possédent une
extension en position carboxy-terminale de celui-ci, celles de classe 3 une extension en
position amino-terminale. Enfin, les E2 de classe 4 possédent a la fois une extension en
position amino-terminale et une en position carboxy-terminale (Figure 7 page 13).

Ces extensions permettent des interactions avec d’autres protéines et jouent un role dans
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la localisation cellulaire [44] [45] [46].

UBE2K <@l 200 UBC core —<@>—

UBE2F O<@m> 185 Interaction with UBA3 —<>—
UBC12 <> 183 Nuclearlocalization signal —+———
r— UBA —mmEm—
uses 158 SCF-binding —=mmms—
uzo2L @ 75 Interaction with SUMO1  —mr—
uB2v2 145 BIR .
UB2D4 147 Others* —(———
uB2D1 147 Disordered —————

uB2D2
uB2D3
uB2v1
UBE2W
UBE2N
UBE2A
UBE2B
UE2NL
uB2L6é
uB2L3
uB2LS
v2aL1
uB2G2
uB2G1 170

UBE2C 179

UBE2H <@>>— 183

UB2E1 —@@®»> 193

UBE2T <@ 197

UB2E2 —@> 201

UB2E3 ——@@> 207

UBE2S @l 222

UB2R2 —@>—— 238

UB2J2 —@>—— 259

AKTIP —@>—— 292
UB2J1 —<@E>—— 318
UBE2U <@m»>———— 321
UBE2Z —@>———— 354
UB2Q2 — @ 375
UB2Q1 — @ 422
UB2R1 > 236

UBE20 + @ 1292

BIRC6 s <@ 4857

147
147
147
151
152
152
152
153
153
154
154
161
165

LT

FIGURE 7 — Figure représentant a gauche la liste des différentes enzymes E2 humaines.
Le domaine UBC est représenté par un losange vert. Les domaines représentés sont ceux
identifiés sur la base de données uniprot. Les protéines sont regroupées en fonction de leur
similarité de compositions de domaines. Notez la présence d’'un domaine UBA en position
amino-terminale de la protéine UBE2K. Ce graphique a été réalisé en utilisant le logiciel
ProFeatMap créé par Goran Bich [47]. Sur la droite de la figure est représentée la structure
tridimentionelle de 'enzyme E2H (PDB : 2Z5D) [48]. La cystéine catalytique du domaine
UBC de E2H est représentée en rouge.

Le domaine UBC est un domaine d’environ 150 acides aminés composé de cing hélices
o et d’'un feuillet . Ce domaine comporte la cystéine catalytique qui permet de former la
liaison thioester avec I'ubiquitine [49] (Figure 7 page 13).

1.2.3.2 Meécanisme

Via son domaine UBC I'enzyme E2 est capable de lier 'enzyme E1 et ainsi permettre le
transfert de I'ubiquitine de la cystéine catalytique de E1 vers la cystéine catalytique de E2.
De plus, 'enzyme E2 posséde une zone de liaison a E3.

Linteraction entre les protéines E1 et E2 entraine un changement conformationnel de E1,
rapprochant ainsi les deux sites catalytiques de E1 et E2 et permettant la réaction de
transthiolation [50] [51]. Cette interaction se fait via le domaine UFD de E1. Ce domaine
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via un sillon chargé négativement va interagir avec notamment une lysine de I'hélice 1 du
domaine UBC de E2 [52].

Une fois lié a 'ubiquitine, 'enzyme E2 va pouvoir interagir avec I'enzyme E3 pour finale-
ment entrainer I'ubiquitination d’'un substrat. Cette interaction se fait via les boucles B1 et
B2 ainsi que la partie amino-terminale de I'hélice 1 de E2 [52] (Figure 8 page 14).

PDB:2Z5D

Site de liaison a E1

Site de liaison a E3

FI1GURE 8 — Structure tridimensionnelle de 'enzyme E2H (PDB : 2Z5D) [48]. La cystéine
catalytique du domaine UBC de E2H est représentée en rouge. Le site de liaison a E3 est
représenté par une ligne rouge. Cette interaction se fait via les boucles Bl et B2 du domaine
UBC et la partie amino-terminale de 1'hélice H1. Le site de liaison a l'enzyme E1 (via le
domaine UFD de E1) est représenté par une ligne bleue. Figure adaptée de [53].

De plus, les protéines E2 sont capables d’interagir avec d’autres protéines pouvant modu-
ler leur activité [54] [55].

La plupart des E2 sont capables d’entrainer a la fois des réactions de transthiolation et
d’aminolyse (transfert d’'un groupement thioester a un groupement amine). D’autres E2 ne
sont capables d’entrainer qu’un seul type de réaction [53].

1.2.4 Transfert de 'ubiquitine

La derniére étape de I'ubiquitination consiste au transfert de l'ubiquitine sur le substrat.
Cette étape nécessite l'intervention d’'une ubiquitine-ligase (enzyme E3). Les enzymes E3
sont classées selon leurs domaines catalytiques. Certaines ubiquitine-ligases vont jouer
le r6le d’adaptateur entre la protéine E2 et le substrat. Dans ce cas, I'ubiquitine va étre
transférée directement de la protéine E2 au substrat. C’est le cas des E3 a domaine RING
et des E3 a domaine U-Box. Pour les E3 a domaine HECT et a domaine RBR, l'ubiquitine
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est transférée a une cystéine catalytique du domaine catalytique de E3, pour ensuite étre
transférée au substrat.

1.2.4.1 Ubiquitine-ligases & domaine RING et 4 domaine U-BOX

Les ubiquitine-ligases de type RING (pour Really Interesting New Gene) comportent un
domaine du méme nom d’environ 50 acides aminés. Le domaine RING a été identifié
pour la premiére fois en 1991 [56] et est caractérisé par le consensus suivant : Cys X2
Cys X(9-39) Cys X(1-3) His X(2-3) Cys X2 Cys X(4-48) Cys X2 Cys. Le domaine RING
est caractérisé par la présence de ces 7 cystéines et d’une histidine qui permettent la
liaison a deux atomes de zinc. Dans ce domaine de liaison au zinc, I'ordre linéaire dans
la séquence des cystéines/histidine ne correspond pas a I'ordre de liaison aux atomes de
zinc. En d'autres termes, les cystéines C1, C2, C4 et C5 interagissent avec un premier
atome de zinc. Les cystéines C3, C6 et C7 ainsi que l'histidine interagissent avec un
second atome de zinc. Cette caractéristique rend le domaine RING compact et globulaire
[57] (Figure 9 page 15).

FIGURE 9 — A gauche est représentée de maniére schématique la structure du domaine
RING, les cystéines sont numérotées selon 'ordre de la séquence. X représente le nombre
d’acides aminés séparant les cystéines/histidine. A droite, est représentée la structure du
domaine RING de la E3 RNF4 humaine (PDB : 4PPE). Les atomes de zinc sont représentés
par des sphéres oranges, les cystéines et I’histidine liant les atomes de zinc sont représentées
en vert. Figure adaptée de [58]

Au fur et a mesure des découvertes de nouvelles protéines contenant un domaine RING,
des variantes de celui-ci ont été identifiées. Ces variantes consistent en l'inversion d’une
des cystéines impliquées dans la liaison de I'atome de zinc avec I'histidine [59].

D’autres domaines, tels que le domaine PHD et le domaine LIM, contiennent un schéma
de cystéines et histidine similaire a celui du domaine RING. Cependant, il a été montré
que les protéines a domaine PHD et LIM n’ont pas d’activité ubiquitine-ligase [60][61].
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Contrairement a d’autres ubiquitine-ligases, les E3 a domaine RING servent d’interface
entre la protéine E2 liée a 'ubiquitine et le substrat. Lubiquitine ne passe pas par I'ubiquitine-
ligase a domaine RING.

Les E3 a domaine RING peuvent étre actives sous forme monomérique. C’est par exemple
le cas de I'E3 ¢c-CBL, dont la structure en complexe avec une E2 est connue [62]. De plus,
sa dimérisation augmente son activité ubiquitine-ligase [63].

Certaines E3 a domaine RING forment des homodiméres, c’est le cas, par exemple, des
E3 clAP [64], RNF4 [65] et BIRC7 [66]. Dans le cas des homodimeéres, les deux domaines
RING possédent la capacité de lier E2 Ub [65] [66].

Tous les domaines RING des E3 a domaine RING ne possedent pas une activité ubiquitine-
ligase intrinséque. Ces domaines RING (sans activité ubiquitine-ligase) vont alors interagir
et stimuler I'activité ubiquitine-ligase d’'un domaine RING actif d’'une autre protéine formant
un hétérodimeére. C’est notamment le cas pour les protéines Bard1, Bmil et MdmX qui vont
respectivement s’associer aux domaines Brca1 [67] Ring1b [68] et Mdm2 [69].

Les E3 Cullin RING ligase (CRL) ont une structure différente. Elles sont composées d’une
protéine Ring-box qui possede un domaine RING, une protéine cullin, un récepteur pour
le substrat ainsi qu’une protéine adaptatrice[70]. (Figure 10 page 17)
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Types of RING E3s

Monomeric RING Cullin-RING ligases

Example: c-CBL

Homodimeric RING

Examples: clAR RMF4,
BIRCT, IDOL, TRIMSx Composed of:

Substrate receptor (SR) - example: F-box protein Skp2
Adaptor protein - example: Skpi

Cullin - example: Cull

Ring-box protein (Rbx) - example: Rbx1

Heterodimeric RING

Examples:

ag?:éjﬁg " Other multisubunit E3s
RIMNG1B-Bmi1 The anaphase
Monomeric U-box promoting complex/

cyclosome (APC/C)
Example: E4B '

Homodimeric U-box

Examples: CHIF Prp19

FIGURE 10 — Figure récapitulative des différentes organisations des ubiquitine-ligases a
domaine RING et U-Box.[71]

Le domaine RING permet linteraction a la protéine E2. La structure de la protéine Cbl
en complexe avec son enzyme E2 UbcH7 résolue en 2000 [62] a permis la meilleure
compréhension de cette interaction. Ainsi, comme vu précédemment (Figure 8 page 14),
ce sont les boucles B1 et B2 de E2 qui interagissent avec le domaine RING de c-Cbl.
(Figure 11 page 18)

A la surface du domaine RING, un sillon formé par les deux boucles liant le zinc et I'hélice
entre ces boucles permet l'interaction avec les boucles B1 et B2 UbcH7. Cette interaction
nécessite la Phe 63 de la boucle B1 ainsi que la Pro 97 et 'Ala 98 de la boucle B2 de
UbcH7. Des interactions de type Van der Walls entre I'lle 383 de la boucle 1 du domaine
RING, le Trp 408, la Cys 404, la Ser 407 et la Ser 411 de I'hélice du domaine RING avec
la surface hydrophobe de UbcH7 favorisent cette interaction [62] (Figure 11 page 18).
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UbcH7?7

c-Chbl

FIGURE 11 — Interaction entre le domaine RING de ¢-Cbl et 'enzyme E2 Ubch7. 58]

La surface de liaison de la protéine E2 au domaine RING est en partie superposée a la
surface de liaison de E2 avec la protéine E1, qui sert au chargement en ubiquitine de la
protéine E2 [72]. Ainsi, lorsque l'ubiquitine a été transférée au substrat, la protéine E2,
pour étre rechargée en ubiquitine, doit se dégager du domaine RING.

Les structures connues de l'interaction entre les E3 a domaine RING et les E2 indiquent
que la cystéine catalytigue de E2 se trouve éloignée du domaine RING [62]. Ceci s’ex-
plique par le réle indirect des E3 a domaine RING dans l'ubiquitination du substrat. (Fi-
gure 11 page 18).

La structure de E2 en complexe avec le domaine RING n’est pas différente de la structure
de E2 seule. Ces résultats indiquent que I'activation de E2 par le domaine RING ne serait
pas due a un changement structural de E2 [62]. Cependant, une autre étude indique que
le domaine RING activerait E2~Ub par une stabilisation de I'ubiquitine dans une confor-
mation dite fermée [73].

Ainsi les E3 a domaine RING permettent l'ubiquitination d’un substrat en liant le substrat
et E2~Ub. Ceci se fait par la liaison du substrat par un domaine (autre que RING) et par
la liaison de E2~Ub ce qui permet la stabilisation de I'ubiquitine.

Les E3 a sous unités multiples possédent plusieurs domaines RING. C’est notamment le
cas de la E3 GID [74], mais aussi des RING E3 composés d’une seule protéine comme la
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protéine mindbomb qui possede 3 domaines RING [75].

1.2.4.2 E3 A domaine U-box

Un autre domaine d’environ 70 acides aminés, appelé U-BOX, posséde un repliement
similaire a celui du domaine RING. Cependant, a la différence du domaine RING le do-
maine U-Box ne posséde pas de résidus liant le zinc. Ce sont des liaisons hydrogene qui
permettent de conserver la méme structure globulaire [76] (Figure 12 page 19).

RING domaine de CBL U-Box domaine de Prpl9

F1GURE 12 — Comparaison du domaine RING de la E3 CBL (PDB : 1FBV) [62] a gauche
et du domaine U-Box de Prpl9 (PDB : 1IN87) [77] a droite. Ces deux domaines ont un
repliement similaire, mais seul le domaine RING lie deux atomes de zinc. La protéine U-
Box se replie de la méme facon via des liaisons hydrogéne.

Comme les E3 a domaine RING, les E3 a domaine U-BOX peuvent étre actives sous
forme de monomeéres comme E4B mais peuvent aussi former des homodimeres comme
les protéines CHIP [78] et Prp19 [79]. Ce mécanisme des U-box est similaire a celui des
E3 a domaine RING.

1.2.4.3 E3 a domaine HECT

Un autre type d’ubiquitine-ligases est caractérisé par le domaine catalytique HECT (ho-
mologue a la partie C-terminale de E6AP)[80]. Contrairement aux ubiquitine-ligases a do-
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maine RING, celles-ci ont une cystéine catalytique sur laquelle est transférée I'ubiquitine
avant d’étre transférée au substrat. C’est la structure du domaine HECT de I'E3 Ube3a
(aussi appelé E6AP) qui a été résolue pour la premiére fois en 1999 [81]. Chez toutes les
E3s a domaine HECT, le domaine HECT se trouve en position carboxy-terminale.

[l existe 27 ubiquitine-ligases a domaine HECT qui sont réparties en trois familles. La fa-
mille des HERC (ubiquitine-ligase a domaine HECT et RRC1-like) est caractérisée par la
présence de un a trois domaines RCC1-like qui sont des domaines de types "B-propeller" a
sept pales (détaillés dans la section 2.2.2 page 42). Cette famille est composée de six pro-
téines HERCs. La famille des NEDD4 (aussi appelée C2-WW-HECT) est composée de 9
E3s (NEDD4, NEDD4L, HECW1, HECW2, ITCH, SMURF1, SMURF2, WWP1 et WWP2).
Toutes possédent un domaine C2, deux a quatre domaines WW et un domaine catalytique
HECT. La derniere famille est constituée des autres ubiquitine-ligases a domaine HECT
(Figure 13 page 20).

HACE1_HUMAN —{ITTITH———ee=—— 909
HECD1_HUMAN T0— = 2610

TRIPC_HUMAN <> 1992

HUWE1_HUMAN 0 < 4374
AREL1_HUMAN —|(——— e 823

UBE3A_HUMAN ———— = 875

UBE3C_HUMAN — 1083
UBE3B_HUMAN -0 1068
UBR5_HUMAN 2799
HECD4_HUMAN 3996

HECD2_HUMAN ——— = 776
G2E3_HUMAN ———— = 706
HECD3_HUMAN ———==>——mmme— 861

HERC2_HUMAN D> > B> 4834
HERC1_HUMAN D> — CHIOOTH——— S e 4861
HERC4_HUMAN BB s 1057
HERC3_HUMAN DD>p-Dp-pp>——————s=— 1050 RCC1 —B——
HERC5_HUMAN —>P>>>——m=— 1024 ww
HERC6_HUMAN BB s 1022 HECT —>—
HECW2_HUMAN ——=—> o0—=8 1572 ANK ———
HECW1_HUMAN ——=— 0—0 1606 c2 —=—
SMUF1_HUMAN ———{-0—E— 757 WD ———
SMUF2_HUMAN ==} — Smmm— 748 K-box ——
NED4L_HUMAN 975 Q=
— WWE —&—

WWP1_HUMAN 922 DOC —=&—
WWP2_HUMAN 870 MIBHERC2 ——

ITCH_HUMAN 203 Others* ——
NEDD4_HUMAN o0—o-08 1319 Disordered

FIGURE 13 — Représentation des différentes E3 & domaine HECT. Ce graphique a été
réalisé en utilisant le logiciel ProFeatMap créé par Goran Bich [47]. Le domaine HECT,
représenté par une fléche verte, se trouve toujours en position carboxy-terminale de la pro-
téine. Ces E3 sont classées en fonction de leur organisation en domaine. Ainsi les HERC et
Need8 sont regroupées. Les pales des domaines RLD (RCC1-like) sont représentées par les
courtes fleches vertes (7 pales par domaine RLD).

Le domaine HECT est composé de deux lobes appelés respectivement le lobe carboxy-
terminal (lobe-C) qui contient la cystéine catalytique et le lobe amino-terminal (lobe-N) qui
sert a la liaison a la protéine E2. Ces deux lobes sont reliés par une boucle flexible [82]
(figure 14 A, page 22).

Un aspect capital du domaine HECT est la zone flexible entre les deux lobes du domaine
HECT agissant comme une charniéere. Ainsi, la position relative des deux lobes varie lors
des différentes étapes de I'ubiquitination. [81] [82] [83].
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La premiére étape est la liaison du domaine HECT a la protéine E2, via le lobe-N. Cette
interaction se fait via les boucles B1 et B2 et la partie amino-terminale de I'hélice a1 de
E2 [15] [84]. Les premiéres structures de complexe entre le domaine HECT et une E2 ont
montré une grande distance entre la cystéine catalytique de E2 et la cystéine catalytique
du domaine HECT, ce qui laisse supposer un changement structural pour la réaction de
transthiolation [81]. (figure 14 B, page 22)

C’est la structure cristallographique de la protéine NEDD4L en complexe avec UBCH5-
Ubiquitine (E2-Ub) qui a montré un changement de position relative des deux lobes, ren-
dant le domaine HECT plus compact. Cette conformation du domaine HECT permet de
rapprocher la liaison thioester E2-Ub de la cystéine catalytique du lobe-C. De plus, le lobe-
C interagit avec I'ubiquitine via une interaction de type hydrophobe. Les résidus permettant
cette interaction de type hydrophobe sont conservés au sein de la famille NEDD4 mais pas
chez les autres E3 a domaine HECT. [15]. Ainsi le lobe-N interagit avec la protéine E2-Ub
et la charniére initie une rotation du lobe-C qui permet un rapprochement de la cystéine
catalytique avec la liaison thioester de E2 a l'ubiquitine. La distance entre les deux cys-
téines catalytiques reste de 8A et une rotation supplémentaire serait donc nécessaire [15].
(figure 14C, page 22)

De plus, cette conformation entraine une interaction entre le lobe-N et I'ubiquitine. Dans
cette structure, une phénylalanine de la quatrieme boucle de la protéine E2 interagit avec
une surface hydrophobe du lobe-N du domaine HECT. Cette phénylalanine est conservée
dans les E2 UBC4 et UBC5 [84].

La structure cristallographique de la protéine NEDD4-Ub a été résolue en 2013 [85]. Cette
structure montre le domaine HECT apres formation de la liaison thioester avec I'ubiquitine.
Cette structure ne montre pas de différence avec la structure NEDD4L/E2-Ub au niveau
de l'interaction entre le domaine HECT et I'ubiquitine. (figure 14 D, page 22)

Le transfert de I'ubiquitine liée a la cystéine catalytique du domaine HECT vers la lysine du
substrat est favorisé par un rapprochement dans I'espace. La structure de RSP5-UB/Sna3
[86] montre une rotation de 130° via la charniére entre les deux lobes du domaine HECT
par rapport aux structures de HECT/E2-Ub et HECT-Ub. Cette conformation est stabilisée
par l'interaction entre les deux lobes. Dans cette structure, la phénylalanine 806 (aussi
appelée phénylalanine -4) se situe dans une poche du lobe-N composée de la Phe 505
et la Leu 506. De plus, la mutation de cette phénylalanine empéche l'activité ubiquitine-
ligase, indiquant que cette phénylalanine joue un rdle d’ancrage pour la position relative
des deux lobes du domaine HECT [86]. Dans cette structure, la lysine du substrat n’est
pas visible. [87] [88]. (figure 14E, page 22)
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peptide du substrat

FIGURE 14 — Structures connues des différentes étapes de 'ubiquitination d’un substrat
par le domaine HECT. Le domaine HECT est représenté de 3 couleurs (Le lobe-N en bleu,
le lobe-C en violet et la charniére en orange). E2 est représentée en vert, I'ubiquitine en
jaune et le substrat en rouge. A) Structure historique du domaine HECT de Ube3a. B)
Structure du domaine HECT de Ube3a en complexe avec 'enzyme E2 Ubch7. Notez que
le domaine HECT reste dans la méme position lorsqu’il se lie & la protéine E2 seul. C)
Structure du domaine HECT de la protéine NEDD4L li¢ a I'ubiquitine (HECT/E2-Ub).
Notez le mouvement du lobe-C du domaine HECT par rapport au lobe-N. Ce changement
de position relative, via la charniére entre ces deux lobes, permet le rapprochement de la
cystéine catalytique du domaine HECT et de celle de E2. D) Structure du domaine HECT
lié de maniére covalente & I'ubiquitine. Notez la capacité du domaine HECT & lier de maniére
non covalente une autre ubiquitine au niveau du lobe N. E) Structure du domaine HECT lié
a l'ubiquitine en complexe avec le peptide de son substrat. Le lobe C effectue une rotation
de 130° par rapport a la structure D).

1.2.4.4 Domaine RBR

Dans le cas des ubiquitine-ligases a domaine RBR (domaine RING between-RING RING),
I'ubiquitine est transférée sur 'E3 avant d’étre transférée sur le substrat a la maniere des
E3 a domaine HECT.

Ce domaine RBR est composé d’'un premier domaine RING (RING1) aussi appelé BRcat
(Begnin RING catalytic) qui recrute 'enzyme E2 chargée en ubiquitine, d’'un domaine IBR
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(In Between RING) et d’'un second domaine RING (appelé RING2 ou Rcat pour Ring Cata-
lytic). Ce second domaine RING contient une cystéine catalytique sur laquelle I'ubiquitine
va étre transférée.

14 protéines a domaine RBR sont connues [89]. Le mécanisme des E3 a domaine RBR se
situe a mi-chemin entre les E3 a domaine RING et les E3 a domaine HECT. Le domaine
RING1 permet I'interaction avec la protéine E2-Ub, le domaine RING2 contient une cys-
téine catalytique sur laquelle I'ubiquitine va étre transférée (a la maniére des E3 a domaine
HECT). Le domaine IBR est séparé des deux domaines RING par des zones flexibles. Ces
zones flexibles permettent le changement relatif de ces 3 domaines les uns par rapport
aux autres et jouent un réle important dans le mécanisme d’ubiquitination d’'un substrat.

Linteraction entre le domaine RING1 et E2 se fait de la méme maniére que pour les E3 a
domaine RING classique [90]. Le transfert de I'ubiquitine sur le domaine RING2 se fait via
un rapprochement des domaines RING1 et RING2 mais ce mécanisme n’est cependant
pas encore parfaitement compris.

1.3 Variété des chaines d’ubiquitines

1.3.1 Les différentes chaines d’ubiquitines

Les ubiquitines peuvent former différents types de chaines en se liant via différentes ly-
sines. La liaison se fait entre I'extrémité carboxy-terminale d’une ubiquitine en bout de
chaine (dite ubiquitine distale) et une des lysines de I'ubiquitine proximale. Les résidus
disponibles pour former ces chaines sont les suivants : K6, K11, K27, K29, K33, K48,
K63. De plus, les ubiquitines peuvent étre ubiquitinées sur la méthionine M1. (Figure 15
page 24.
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FIGURE 15 — Structure de I'ubiquitine (PDB : 1UBQ) [10]. Les lysines et la méthionine
pouvant former des chaines d’ubiquitines sont colorées en rouge.

Lubiquitination d’un substrat se fait sur une de ses lysines et peut prendre plusieurs
formes. Un substrat peut étre mono-ubiquitiné, dans ce cas, une seule molécule d’ubiqui-
tine est liée au substrat. Dans le cas de la multi-mono-ubiquitination, plusieurs ubiquitines
sont liées sur des lysines différentes du substrat.

Un substrat poly-ubiquitinés a une chaine de plusieurs ubiquitines liée sur une seule ly-
sine. Ainsi, une poly-ubiquitination dite homogene consiste en la liaison d’'une chaine d’ubi-
quitines liées entre elles par la méme lysine. Dans le cas des chaines hétérogénes, les
ubiquitines sont liées par différentes lysines (figure 16 page 25).

Les chaines d’ubiquitines dites homogénes sont constituées d’ubiquitines liées par les
mémes lysines. Par opposition, les chaines dites hétérogénes sont constituées d’ubiqui-
tines liées via des liaisons mixtes. (figure 16 page 25)
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Mono-ubiquitination Poly-ubiquitination homogéne

Mono-ubiquitination multiple | Poly-ubiquitination hétérogéne poly-ubiquitination hétérogéne

simple branchée

Mono-ubiquitination Poly-ubiquitination

FIGURE 16 — Représentation schématique des différents types d’ubiquitination d’un sub-
strat. A gauche sont représentées les mono-ubiquitinations. A droite sont représentées les
poly-ubiquitinations. La couleur de 'ubiquitine correspond a la lysine impliquée dans la
liaison avec 'ubiquitine suivante de la chaine, par exemple rouge pour K63 et vert pour K11

Les variations de chaines d’ubiquitines entrainent des différences structurales des chaines
elles-mémes. En effet, certains types de liaison d’ubiquitine entrainent des interactions
entre celles-ci via leurs patchs hydrophobes (lle 44 et lle 36), ce qui amene a la formation
d’'une chaine compacte d’ubiquitines. C’est le cas des chaines de type Lys 6, Lys 11 et
Lys 48. D’autres types de chaines, comme les chaines de type Met 1 et Lys 63, ne per-
mettent pas ces interactions, ce qui rend la chaine d’'ubiquitines plus flexible. (Figure 17
page 26)
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1. L’UBIQUITINATION Variété des chaines d’ubiquitines

Lysine 48: . Lysine 63:

Methionine 1:

FIGURE 17 — Structures de différentes chaines de deux ubiquitines liées par différentes
lysines. Les deux principaux patchs, Ile 36 et Ile 44, sont respectivement représentés en vert
et violet. L'ubiquitine proximale (attachée au substrat) est représentée en orange. L’ubiqui-
tine distale est représentée en vert clair. Lysine 48 gauche PDB : 1AAR [91], droite PDB :
2PE9b [92|. Lysine 11 gauche PDB : 2XEW [93], droite PDB : 3NOB [94]. Lysine 6 PDB :
2XKS5 [|95]. Lysine 63 PDB : 2JF5 [96]. Méthionine 1 PDB : 2W9N [96].

Ces différents types de chaines entrainent une diversité de structures globales et donc
une diversité de motifs de répartition des patchs sur celles-ci. Sur la figure 17 (Page 26),
seules des chaines de deux ubiquitines sont représentées, mais les chaines d’ubiquitines
peuvent étre plus longues, ce qui enrichit encore la diversité de dispositions des patchs.

Les modifications post-traductionnelles des ubiquitines elles-mémes, comme des phos-
phorylations [97] et des acétylations [98], participent a la régulation de I'ubiquitination et
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constituent une couche supplémentaire de diversités de ces chaines [99].

1.3.2 Roles des différentes chaines d’ubiquitines

Le premier rOle, le plus connu, des chaines d’ubiquitination, est I'étiquetage du substrat
pour entrainer sa dégradation par le protéasome. Cependant, toutes les chaines d’ubiqui-
tines ne sont pas impliquées dans cette voie de dégradation.

Les chaines de type K48 sont les plus étudiées. Elles entrainent la dégradation du substrat
par le protéasome. Ces chaines peuvent étre reconnues par des récepteurs d’ubiquitine
du protéasome comme Rpn10 [100] et Rpn13 [101]. Elles peuvent aussi étre reconnues
par des protéines qui possédent un site de liaison a cette chaine et un domaine de liaison
au protéasome (comme RAD23 [100]). Aprés reconnaissance, le substrat est déplié et
dégradé par le protéasome. Les ubiquitines sont, quant a elles, relarguées afin d’étre
utilisées a nouveau (Figure 18 gauche, page 28).

Les chaines d’ubiquitines peuvent aussi étre un signal déclencheur de I'autophagie et ainsi
dégrader des protéines, des agrégats de protéines et des organites. Ce phénoméne im-
plique des protéines ayant un domaine de liaison a I'ubiquitine et un domaine de liaison au
récepteur d’autophagie. La protéine P62 est capable de reconnaitre les chaines d’ubiqui-
tines K63 via son domaine UBD et déclenche le mécanisme d’autophagie via son domaine
Lir [102] (Figure 18 droite, page 28).

Les chaines K48, K63, K6 et K11 semblent avoir un réle dans le phénoméne de mi-
tophagie. En effet, les mitochondries endommagées sont notamment ubiquitinées par
l'ubiquitine-ligase E3 Parkin, capable de produire ces quatre types de chaines. [103] [104]
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FIGURE 18 — A gauche : Les chaines de type K48 sont accrochées par I'enzyme E3 sur le
substrat. Ces chaines sont reconnues par des protéines navettes qui sont équipées a la fois
d’un domaine de liaison a 'ubiquitine et d’un domaine de liaison au protéasome (comme la
protéine RAD23). Avant d’étre dégradés par le protéasome, les substrats sont désubiquitinés
et dépliés. A droite : L’autophagie sélective permet la dégradation des matériaux cytosoliques
volumineux et hétérogénes, comme des protéines agrégées ou des organites. Un phagophore
va reconnaitre le motif LIR des récepteurs d’autophagie qui sont eux-mémes liés a la chaine
d’ubiquitine par leurs domaines UBD. Finalement, le phagophore se referme pour donner
naissance a l'autophagosome qui fusionne avec le lysosome. Figure de [105]

Les chaines d’ubiquitines de type K6 ne sont pas impliquées dans la dégradation du sub-
strat par le protéasome [106] [107]. Cependant, elles le sont dans la réponse cellulaire lors
de I'exposition aux UV. Lexposition de cellules au rayonnement UV augmente la concen-
tration cellulaire de chaines d’ubiquitines de type K6 et de type K33 [108]. Cette augmen-
tation est liée au r6le que joue les chaines de types K6 dans les mécanismes de réparation
de '’ADN. En effet, 'ubiquitine-ligase BRAC1/BRAD1, connue pour son implication dans la
régulation de la réparation de I'’ADN, polyubiquitine ses substrats sous forme de chaines
contenant des liaisons K6 [109] [110].

La concentration cellulaire des chaines de type K11 augmente lors de l'inhibition du pro-
téasome, indiquant le r6le de ces chaines dans la dégradation par le protéasome. De plus,
les chaines de type K11 sont importantes dans la régulation du cycle cellulaire. Le taux de
ce type de chaines augmente lors de la mitose. [94] Le complexe promoteur de 'anaphase
(APC/C) est une ubiquitine-ligase a domaine HECT qui produit des chaines de type K11,
notamment lors de la mitose [19] [111]. Les chaines de type K27 jouent un rdle dans la
réparation de 'ADN [112] et dans la réponse immunitaire innée et adaptative [113]. La
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fonction des chaines de type K29 n’est pas encore bien définie, mais il semble qu’elles
jouent un r6le dans la réponse cellulaire au stress protéotoxique et dans la régulation
du cycle cellulaire [114]. Les chaines d’ubiquitines de type K33 régulent la signalisation
cellulaire lors des réponses immunitaires acquise et innée [115] [116].

Les chaines de type M1 aussi appelées ubiquitinations linéaires semblent jouer, quant a
elles, de multiples réles de signalisations cellulaires [117] [118].

Les implications de ces différents types de chaines d’ubiquitines ne sont pas encore tota-
lement comprises et de nouvelles fonctions sont régulierement découvertes [119].

1.4 Domaines et autres enzymes relatives aux ubiquitines

1.4.1 Les domaines de liaisons aux ubiquitines

Lubiquitine et les chaines d’ubiquitines peuvent étre reconnues par différents domaines
appelés UBDs (pour "ubiquitine Binding Domain"). Les différents UBDs sont capables de
discriminer les différents types de chaines d’ubiquitines.

Les UBDs sont regroupés en 5 familles. Les UBDs a hélice o, ceux de type doigt de
zinc (ZnF),ceux a domaine homologue a la pleckstrin et ceux a domaine Ubc-like. La
derniére famille regroupe les autres UBDs. C’est cette diversité structurale des UBDs qui
leur permet d’interagir avec différents types de chaines d’ubiquitines [12] (Table 3 page 30).

1.4.2 Les désubiquitinases

Les désubiquitinases (DUBs) sont des enzymes qui jouent un r6le important dans le
systéme ubiquitine/protéasome. 106 DUBs sont connus a ce jour et sont réparties en

5 familles; la famille USP (Ubiquitine-specifiqgue Protéase), la famille UCH (Ubiquitine C-
terminale Hydrolase), la famille OTU (Ovarian Tumor Protease), la famille MJD (Machado
Joseph Diseas), la famille des métallo-protéases a zinc et la famille JAMM (JAB1/MPN/MOV34)
[96].

Les désubiquitinases sont des enzymes clivant la liaison entre une ubiquitine et une autre
protéine (substrat ou ubiquitine). Ces enzymes peuvent étre non spécifiques, coupant
entre deux ubiquitines indépendamment du type de liaison, c’est le cas de la plupart des
USPs. D’autres DUBs sont spécifiques, soit du substrat comme Ubp8, soit du type de
chaine d’ubiquitine. Les DUBs interviennent a de nombreux niveaux de la cascade d’ubi-
quitination. (Figure 19 Page 31)

Les DUBs peuvent étre spécifiques a certains types de chaines d’ubiquitines. Certaines
coupent la chaine au niveau du substrat (a la base de la chaine) alors que d’autres sont des
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Repliement Protéine Fonction
Dégradation par le protéasome,
Endocystose
Biogenése des MVB,
réparation de ’TADN

S5a (humain),
UIM Vps27, STAM,
EPSINs, RAPS0

HRS

Biogenése des MVB

NEMO,
UBAN ABIN1-3, Signalisation NF-xB
OPTINEURIN

Helice o
GGA3, TOM1 Biogenése des MVB

STAM, GGA3 Biogenése des MVB

Biogenése des MVB,
régulation de kinase,
régulation ERAD

NPL4, Vps36,
TAB2, TAB3

NZF

Doigt de zinc
USP5/IsoT, Fonctionnement du protéasome,

Znf UBP HDACSE aggresome et autophagie

Domaine PH GLUE EAP45 Biogenese des MVB

Ubc-like UBCH5C Transfert d’ubiquitine

Autres PFU Ufd3 ERAD

TABLE 3 — Tableau des différents UBDs, leurs familles et leurs fonctions connues. Tableau
adapté de [13]

30



1. L’'UBIQUITINATION Le protéasome

endo-désubiquitinases et coupent la chaine entre 2 ubiquitines. Les exo-désubiquitinase
coupent l'ubiquitine distale d’une chaine.
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FI1GURE 19 — Figure représentant les multiples roles des DUBs. a) L’ubiquitine est codée
par 4 génes (UBC, UBB, UBA52 et UBASO) et est transcrite et traduite sous la forme d’une
fusion linéaire constituée de copies multiples d’ubiquitines ou d’ubiquitines fusionnées &
I’extrémité amino-terminale de deux protéines ribosomales. La génération d’ubiquitine libre
a partir de ces précurseurs est une fonction clé des désubiquitinases. b) La désubiquination
peut permettre aux protéines d’échapper a la dégradation. c¢) La désubiquitination peut
également supprimer les autres signaux des chaines d’ubiquitines. d) Les DUBs jouent un
role crucial dans le maintien de 'homéostasie de 'ubiquitine et dans la prévention de la
dégradation de I'ubiquitine avec les substrats du protéasome 26S (recyclage de 'ubiquitine).
e) Le désassemblage des chaines libres d’ubiquitine permet les réutilisations des ubiquitines.
f) Certaines DUBs pourraient avoir pour fonction d’éditer les chaines d’ubiquitines et ainsi
échanger un type de signal d’ubiquitine pour un autre. Figure adaptée de [120]

1.5 Le protéasome

Le protéasome est la machine qui dégrade les protéines qui sont marquées d’'une chaine
d’ubiquitines (principalement K48). Le protéasome est localisé dans différents comparti-
ments cellulaires : dans le cytoplasme et dans le noyau. La proportion de proteasome
dans ces deux compartiments varie selon le type cellulaire [121] [122].

1.5.1 Organisation structurale

Les premiéres informations structurales sur le protéasome, révélant sa forme cylindrique,
ont été obtenues en 1986 par microscopie électronique [123]. Les différents composants
du protéasome sont nommés en fonction de leur coefficient de sédimentation respectif
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(Svedberg). Ainsi le protéasome 26S est composé du cceur catalytique (20S) et d’'un com-
plexe régulateur (19S).

Proteasome 19S Rpnl0

Particules Rpn

Particules Rpt

Anneau a

Proteasome 20S
Anneaux B

Anneau a

FIGURE 20 — Structure du protéasome résolue par cryo-microscopie électronique (PDB :
5WVI)[124]. La sous-unité 20S (en bas sur la représentation) est composée de deux anneaux
B représentés en orange et de deux anneaux o représentés en rouge. La sous-unité 195 (en
haut sur la représentation) est composée des particules régulatrices non-ATPases (Rpn)
représentées en violet et des particules régulatrices AAA+ ATPases (Rpt) représentées en
bleu. Rpnl0, capable de se lier a la E3 Ube3a , une ubiquitine ligase qui nous intéresse dans
ce travail (Section 2.1, page 35) est représentée en vert.

1.5.1.1 Le protéasome 20S

Le protéasome 20S est formé de structures heptamériques circulaires superposées. Les
deux heptaméres positionnés a I'extérieur sont composés des sous-unités o. Les deux
heptaméres au centre sont composés de sous-unités . Ce sont les heptameres B qui
sont responsables de l'activité catalytique tandis que les heptaméres o ont une activité
régulatrice.

Cette structure de superposition de 4 anneaux est conservée a travers le regne des euca-
ryotes [125] [126]. Les anneaux du protéasome 20S eucaryotique sont des hétéromeéres
composeés des sous-unités al a o7 pour les anneaux o et f1 a B7 pour les anneaux B
[127]. Le 20S procaryotique est composé d’homo-heptameéres [128] [129].

Ce sont les sous-unités B1, B2 et B5 qui ont une activité catalytique, notamment grace a
leur thréonine en position amino-terminale (Protéase a thréonine) [130].
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1.5.1.2 Le protéasome 19S

Le protéasome 19S est composé de 19 sous-unités regroupées en 2 classes, les parti-
cules régulatrices triphosphate ATPases (Rpt) et les particules régulatrices non-ATPases
(Rpn) comme les Rpn10 et 13 décrits précédemment [131].

Le protéasome 19S est composé de 2 parties appelées base et couvercle. La base du
protéasome 19S en contact avec le protéasome 20S, comporte les protéines Rpt 1 a 6,
Rpn 1, 2, 10 et 13. Le couvercle est composé des protéines Rpn 3, 5,6,7,8,9, 11 et 12
[132].

1.5.1.3 Les variations du protéasome

Différentes variantes du protéasome existent. En effet, les cellules immunitaires produisent
des sous-unités P différentes. Ces sont les B1i, B2i et B5i qui remplacent les B1, P2 et
B5 formant 'immuno-protéasome [133]. Le thymo-protéasome qui se retrouve dans les
cellules épithéliales corticales du thymus est composé des sous-unités B5t, B1i et B2i [134].

De plus, différents complexes, autres que le protéasome 19S, peuvent se fixer sur le pro-
téasome 20S : le protéasome 11S (aussi appelé PA28) et PA200. 3 différentes sous-unités
PA28 existent : a, B et y. Ces sous-unités forment 2 heptaméres différents, un hétérohep-
tamére PA28af3 et un homoheptamére PA28y [135] [136]. Leurs réles sont toujours mal
connus. PA200, quant a lui, semble étre impliqué dans différents mécanismes, notamment
dans la spermatogenese [137] et la réparation de 'ADN [138].

1.5.2 Meécanisme de dégradation protéasomale

Le protéasome 19S permet l'initiation de la dégradation du substrat. La premiére étape
pour la dégradation d’un substrat polyubiquitiné est sa reconnaissance par le protéasome
19S via les récepteurs d’ubiquitine Rpn1, Rpn10 et Rpn13 [139] [140]. Ensuite, le substrat
est dénaturé par le module dit moteur, composé des 6 Rpt, ce sont les Rpt 1 a 6 [141]
[142]. C’est cet hexamére qui entraine le substrat dénaturé vers le corps catalytique (le
protéasome 26S). La chaine d’ubiquitines, quant a elle, est séparée du substrat par Rpn11
et Rpn8 qui sont des DUBSs, ces ubiquitines pourront étre utilisées a nouveau [143].
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FIGURE 21 — Etapes de la dégradation protéasomique. Le protéasome reconnait les chaines
d’ubiquitines liées aux substrats par I'intermédiaire de ses récepteurs (ici représentées : les
particules régulatrices non-ATPase 10 (Rpnl0) et 13 (Rpnl3)) et initie ensuite la dégrada-
tion d’une région non structurée du substrat. Au fur et & mesure que les moteurs ATPase
tirent le substrat dans le canal de dégradation, la chaine d’ubiquitines est clivée. Figure
adaptée de [144]

Le passage du substrat dénaturé dans le canal du protéasome 20S est appelé translo-
cation. La désubiquitination et la dénaturation d’'une portion du substrat sont toutes deux
nécessaires a la translocation de celui-ci [145].

La dégradation par le corps catalytique du protéasome se fait au niveau des anneaux
B. Le substrat est poussé par le protéasome 19S dans le protéasome 20S. C’est ici que
I'activité protéolytique des sous unités B1, B2 et 5 entraine la dégradation du substrat.
Les mécanismes d’action de ces trois sous unités different les uns des autres. Le site de
type caspase-like de B1 coupe son substrat préférentiellement apres un résidu acide. Le
site trypsine de 2 coupe son substrat préférentiellement aprés un résidu basique. Enfin,
B5 est une chymotrypsine qui coupe son substrat de préférence apres un acide aminé
hydrophobe [146] [147]. Dans le cas des immuno-protéases, 31i coupe son substrat aprés
un résidu hydrophobe. Ce changement est d0 a une variation de séquence au niveau de
son site de liaison au substrat [148]. Les peptides issus de la dégradation du substrat par
le protéasome sont ensuite dégradés par des peptidases [149].
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2 Les ubiquitine-ligases Ube3a et
HERC2

Dans ce travail, nous nous intéressons a 2 ubiquitine-ligases a domaine HECT (décrit
précédemment dans la section 1.2.4.3 page 19) qui sont les protéines Ube3a et HERC2.
Ces protéines sont toutes deux exprimées par des genes situés dans la méme région
chromosomique du chromosome 15 appelée 15q11-q13 (décrite plus précisément dans la
section 2.4 page 45).

2.1 L’ubiquitine-ligase Ube3a

La protéine Ube3a ("ubiquitin protein ligase E3A") aussi appelée E6AP ("E6-associated
protein") est une ubiquitine-ligase a domaine HECT, proche parente des protéines HERC
comme nous allons le voir dans la section 2 (page 86). C’est cette protéine qui a donné
son nom au domaine HECT [80].

La protéine Ube3a existe sous trois isoformes différentes [150]. Ces isoformes différent
par une extension en position amino-terminale plus ou moins longue. Lisoforme 2, qui fait
872 acides aminés de long, posséde une extension de 23 acides aminés par rapport a
I'isoforme 1 et de 3 acides aminés comparé a I'isoforme 3. [151]. (Tableau 4 page 36)

Ces trois isoformes sont principalement localisées dans le cytoplasme. Lisoforme 1 est la
plus représentée (environ 85%) dans les différents types de cellules étudiées (hESC et
neurones) [151].
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2. LES UBIQUITINE-LIGASES UBE3A ET HERC2 L’ubiquitine-ligase Ube3a

Caractéristiques de I'isoforme isoforme 1 isoforme 2 isoforme 2
Numeéro RefSeq NM 130838.1 NM 000462.3 NM 130839.2
Taille de la protéine (aa) 852 875 872
Taille du transcrit (pb) 4491 5276 5211
Nombre d’exons 10 14 13

TABLE 4 — Tableau représentant les différentes isoformes de I'ubiquitine-ligase Ube3A.
Tableau adapté de [152]

2.1.1 Ube3a et le systéme ubiquitine-protéasome
2.1.1.1 Le domaine HECT et "ubiquitination

Cette ubiquitine-ligase est connue pour lier et utiliser la protéine E2 Ubch7 pour 'ubiquiti-
nation de substrat. La structure du domaine HECT a notamment été résolue en complexe
avec cette E2 [81]. En plus de pouvoir utiliser ubch7, il a été montré la capacité de Ube3a
a lier d’autre E2 tel que Ubch5 et Ubch8 [88]. Ube3a est connue pour sa capacité a former
des chaines d’ubiquitines de type K48 [153].

Le domaine HECT de Ube3a est, comme les autres domaines HECT, composés de deux
lobes séparés par une charniere. La charniére de Ube3a est composée de 3 résidus (738,
739 et 740 numérotations de I'isoforme 2). La cystéine catalytique Cys 820 se trouve dans
le lobe C-terminal. Cette cystéine catalytique se trouve dans la boucle entre les brins 9
et B 10. Cette boucle est impliquée dans l'interaction entre les deux lobes. La thréonine
820 et I'Asn 822 forment des liaisons hydrogene avec respectivement la Gln 553 et la lys
549 du lobe-N tandis que la phe 821 participe a une interaction de type WanderVals avec
la Gly 546 du lobe-N. La cystéine catalytique est partiellement exposée au solvant.

La E2 Ubch7 interagit avec le lobe-N de Ube3a. Ce sont les boucles B1 et B2 ainsi que la
partie amino-terminale de I'hélice 1 de Ubch7 qui interagissent avec un sillon formé des
hélices H7 H8 et des brins S5 et S6 du lobe amino-terminal du domaine HECT. Un élé-
ment clef de cette interaction semble étre la phénylalanine 63 de Ubch7 qui se positionne
dans ce sillon hydrophobe (L642, L639, F690, 1655, L659, L673). Cette phénylalanine est
conservée dans le E2 spécifique aux E3 a domaines HECT [84].

Différents substrats de Ube3a sont identifiés a ce jour. C’est notamment le cas des pro-
téines RAD23A et B [154], alpha-Synuclein [155] [156], Ring1B[157] et BK channels [158].
2.1.1.2 Le domaine AZUL

Ube3a posséde un domaine de liaison au zinc en position amino-terminale appelé AZUL
("Amino-terminal Zn-finger of Ube3a Ligase") [159]. Ce domaine adopte un repliement de
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type hélice-boucle-hélice avec un atome de zinc coordiné par 4 cystéines positionnées de
la maniere suivante : Cys-X4-Cys-X4-Cys-X28-Cys.

Ce domaine est capable de lier le protéasome. Cette interaction avec le protéasome se
fait via la protéine Rpn10 aussi appelée Psmd4 ("26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 4"). Cette interaction se fait entre le domaine AZUL de Ube3a et le domaine RA-
ZUL de Rpn10 [160]. (figure 22 page 37). Les structures de AZUL seul et du domaine
AZUL en complexe avec le domaine RAZUL de Rpn10 sont connus. Cette interaction se
fait via un empilement des deux hélices du domaine AZUL de Ube3a et des deux hé-
lices du domaine RAZUL de Rpn10. Lhélice 1 du domaine RAZUL interagit avec les deux
hélices du domaine AZUL. Cette interaction est principalement médiée par des contacts
hydrophobes [161].

Domain Azul

FIGURE 22 — A gauche est représentée la structure du domaine AZUL de Ube3a résolue
par RMN (PDB : 2KR1). Les cystéines interagissant avec ’atome de zinc se trouvent dans
les boucles entre les hélices [162]. A droite, la structure du domaine AZUL de Ube3a en
complexe avec le domaine RAZUL de la protéine Rpnl0 (PDB : 6U19)[160].

Le domaine AZUL semble étre capable de se lier a la protéine UBQLN1/2 (ubiquiline) via
son domaine UBA ("ubiquitine associated domain") [163][164] [165]. Les ubiquilines ont un
domaine Ubl et un domaine UBA. Elles sont ainsi capables d’interagir avec des protéines
ubiquitinées via son domaine Uba et avec le protéasome via son domaine Ubl [166].
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2.1.1.3 Interaction avec RAD23

D’autres protéines sont connues pour leur capacité a interagir avec Ube3a. RAD23 A
et B sont des partenaires bien identifiés de Ube3a[165]. RAD23A serait un substrat de
Ube3a[154]. Il est intéressant de noter que RAD23 est capable de se lier par ce méme
domaine Ubl a la protéine Rpn10 du protéasome [167]. RAD23 A et B sont des protéines
intermédiaires entre le protéasome et des protéines ubiquitinées permettant ainsi leur
colocalisation et leur dégradation par le protéasome [167].

2.1.2 Roéles de Ube3a

Plusieurs fonctions, liées ou non a son activité ubiquitine-ligase, ont été identifiées. Il a
été démontré que cette protéine joue un rble dans la régulation du cycle circadien via la
régulation du facteur de transcription de BMAL1 [168]. Ube3a joue aussi un role dans la
dégradation des agrésomes. Pour ce faire, Ube3a est capable de lier la protéine chape-
ronne Hsp70 elle-méme liée a une protéine mal repliée, ce qui ménera a l'ubiquitination
de cette derniére [169]. De plus, Ube3a activerait la transcription de récepteur de la pro-
gestérone [170]. Enfin, comme nous allons le voir par la suite, Ube3a joue un réle capital
dans le neurodéveloppement [171] (Section 3.1 page 48).

2.1.3 Structure globale de Ube3a

La protéine Ube3a est prédite comme entierement repliée avec deux boucles, une boucle
se trouverait entre le domaine AZUL et le reste de la protéine, une autre se trouverait entre
deux blocs prédits comme repliés. La structure globale de la protéine Ube3a est discutée
dans la seconde partie des résultats (Section 2 page 86).

Une étude de 2014 tend a montrer que la trimérisation de Ube3a serait nécessaire a son
activité ubiquitine-ligase [172]. Cette étude se base notamment sur la structure du do-
maine HECT de Ube3a résolue en 1999. Cette forme trimérique était alors décrite comme
un artefact dd au "packing" cristallographique. Ce point est discuté dans la section résul-
tats (Section 2 page 86).

2.1.4 Ube3a et les cancers liés aux papillomavirus

La protéine Ube3a est connue pour son réle dans le développement de cancer en pré-
sence de papillomavirus (PV) [173]. Le papillomavirus est un virus & ADN qui est retrouvé
dans des cancers tels que le cancer du col de l'utérus, mais aussi les cancers anogé-
nitaux, de I'oropharynx et du larynx [174]. Les papillomavirus produisent une protéine,
appelée EB6, qui induit la formation de cancer.

E6 de HPV est une protéine de 158 acides aminés, cette protéine contient 2 domaines de
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liaison au zinc appelé E6N (en amino-terminal) et E6C (en carboxy-terminal). La protéine
E6 de certain HPV (comme HPV16) possede aussi un PBM ("PDZ Binding Motif") qui lui
permet d’interagir avec le domaine PDZ d’autres protéines [175] (Figure 23, page 39).

106() C)136
©©»M

0 6 103 139
EON PBM

FIGURE 23 — Organisation de 'oncoprotéine E6 de HPV16. L’oncoprotéine E6 est com-
posée de 2 domaines de liaison au zinc appelés E6N représenté en bleu et E6C représenté en
orange. Le motif de liaison au PDZ, positionné & I'extrémité carboxy-terminale, est coloré
en vert. Figure adaptée de [176]

Loncoprotéine E6 est capable d’interagir avec la protéine Ube3A en liant une séquence :
le motif LxxLL. De plus, la protéine E6 interagit avec la protéine P53 et détourne l'activité
ubiquitine-ligase de Ube3a pour entrainer I'ubiquitination et la dégradation de la protéine
suppresseuse de tumeur P53 [177]. P53 est une protéine de 53 kDa, dite suppresseuse
de tumeur. P53 est un acteur important dans la réponse cellulaire a différents stress. [178].

La résolution de la structure de l'interaction entre la protéine E6 et un peptide de Ube3A a
permis de comprendre ce mécanisme. La liaison de E6 a Ube3a se fait via le motif LxxLL
de Ube3a. Ce motif se trouve dans une région non repliée de Ube3a. La structure de la
protéine E6 en complexe avec le motif LxxLL de Ube3a a été résolue en 2013 [179]. La
structure du complexe Ube3a-LxxLL/16E6/P53 a été résolue en 2016 [180]. Cependant, le
motif LxxLL ne semble pas étre I'unique élément de Ube3a participant a I'interaction avec
E6 [181]. Ce point sera discuté par la suite (Section 2, page 86).
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HPV16 E6/E6AP

HPV16 E6/E6AP

Ls0 cs1 '

V62 V53

F1GURE 24 — Interaction entre 'oncoprotéine E6 du papillomavirus humain 16 (HPV 16)
et le motif LxxLL de Ube3a (ici appelée E6GAP). En haut est représentée la structure globale
de l'interaction. Le domaine de liaison au zinc, E6C, est en jaune Le second domaine de
liaison au zinc, E6N, est en violet. L’hélice liant ces deux domaines est représentée en gris.
Le motif LxxLL de Ube3a est représenté en vert. Ce peptide de Ube3a adopte la forme
d’une hélice dans cette interaction. En bas & gauche la surface de la protéine E6 de HPV
est représentée, les acides aminés hydrophobes impliqués dans 'interaction sont en rose. En
bas & droite, I'interaction est détaillée. Les interactions hydrophobes sont représentées par
des pointillés roses, les liaisons hydrogénes par des lignes noires. Figure adaptée de [179]
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+

HPV-16 E6 180°

FIGURE 25 — Interaction entre 'oncoprotéine E6 du papillomavirus humain 16 (HPV
16), le motif LxxLL de Ube3a et le core domaine de P53. La protéine E6 de HPV16 est
représentée en jaune, le core domaine de P53 en violet et le peptide de Ube3a (ici appelé
E6AP) contenant le motif LxxLL en vert. Figure adaptée de [180]

En plus d’entrainer la dégradation de P53 par Ube3a, E6 entraine une augmentation de
I'activité ubiquitine-ligase de Ube3a [182]. Ube3a étant capable de s’ubiquitiner elle-méme
(en trans), E6 entraine une augmentation de la dégradation de Ube3a [183] [184].

2.2 L’ubiquitine-ligase HERC2

Comme Ube3a, la protéine HERC2 est une ubiquitine-ligase a domaine HECT de la famille
des HERC. HERC2 est longue de 4834 acides aminés. Elle est souvent qualifiée avec
HERC1 de HERC géante.

Le gene HERC2 a tout d’abord été identifié comme le géne responsable du syndrome rjs
("Runty, Jerky and Sterile") chez les souris. Ce syndrome entraine une petite taille, une
espérance de vie réduite, la stérilité ainsi que des troubles neuromusculaires [185].
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2.2.1 Différents roles identifiés de HERC2

Les genes HERC2 ainsi que OCA2 sont tous deux reliés a la pigmentation des yeux. En
effet, beaucoup d’étude sur les genes codant pour ces protéines montrent leur implication
dans la pigmentation de l'iris, de la peau ainsi que des cheveux [186] [187] [188].

La protéine HERC2 est impliquée dans de multiples mécanismes de réponse aux dom-
mages de 'ADN. HERC2 serait un facteur d’assemblage du complexe formé de I'E3 a
domaine RING RNF8 et 'E2 Ubc13 [189]. RNF8 étant impliquée dans la régulation de
voie de réparation de ’ADN. La protéine HERC2 joue un r6le dans la régulation de P53,
dont nous avons parlé précédemment [190]. La protéine HERC2 interagirait avec P53 et
ainsi régulerait son activité en participant a la tétramérisation de P53 [178].De plus, la pro-
téine HERC2 est capable d’interagir avec la protéine USP16, une désubiquitinase connue
pour son réle dans la désubiquitination de I'histone H2A. Cette régulation du taux d’ubiqui-
tination de cette histone semble jouer un réle dans la réponse aux dommages de 'ADN
[191].

HERC2 est aussi impliquée dans la morphologie du centrosome. Les deux ubiquitine-
ligases NEURL4 et HERC2 sont nécessaires a la bonne morphologie de celui-ci grace a
leur interaction avec la protéine centrosomale CP110 [192].

HERC2 serait impliquée dans la maladie de parkinson [193], la maladie de Crohn [194] et
le diabete de type 1 [195]. Enfin, HERC2 est aussi impliquée dans le neurodéveloppement.
Cette protéine régulerait la formation de boutons synaptiques dans les cellules de Purkinje
[196]. Comme nous allons le voir, HERC2 est maintenant bien connue dans le cadre du
syndrome affectant le neurodéveloppement appelé Angelman-like.

2.2.2 Les domaines RLDs

Les E3 de la famille des HERCs possédent toutes au moins un domaine RLD (domaine
RCC1-like). HERC2 possede 3 domaines RLDs appelés RLD1, 2 et 3. Les domaines RLDs
sont retrouvés dans de nombreuses protéines et sont caractérisés par un repliement de
"B-propeller". Ce domaine a une forte similarité de séquence avec la protéine RCC1. Les
domaines RLDs sont constitués de 7 répétitions de plus de 60 acides aminés. Chaque
répétition forme un feuillet B et est appelé "pale". Les 7 pales forment un domaine (B-
propeller) de forme torique. A ce jour, 19 protéines avec au moins un domaine RLD ont
été identifiées. (Figure 26 page 43).
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L’ubiquitine-ligase HERC2
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FIGURE 26 — Protéines contenant des domaines RLDs. Chaque pale des domaines RLDs
est représentée par un triangle vert. Notez que toutes les répétitions de pales de RLD ne
sont pas identifiées sur Uniprot. Figure obtenue avec le logiciel ProFeatMap.

Les structures des domaines RLD1 et RLD3 ont été résolues par cristallographie (Fi-
gure 27 page 43). Ces structures ont été résolues par un consortium et n'ont pas plus
été étudiées. Ces domaines prennent la forme classique des "B-propeller” a 7 pales.

RLD1

vue de dessus

Vue de coté

RLD3

FIGURE 27 — Structures des domaines RLD1 (PDB : 4L1M) et RLD3 (PDB : 3KCI) de
HERC2. Ces deux domaines sont tous deux des "B-propeller" a 7 pales.

Les domaines de type "B-propeller" sont composés de feuillets appelés pales de 4 brins
B antiparalleles. Les brins sont nommés A, B, C et D de l'intérieur vers I'extérieur. Par
convention, le haut du domaine est le c6té contenant les boucles reliant les brins D et A et

les brins B et C [197].
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Tous les "B-propeller” ne sont pas composés de 7 pales. Certains contiennent 4, 5, 6, 7, 8
ou 10 pales. Différentes familles de "B-propeller" existent en fonction de leur séquence et
des motifs répétés qu’ils possédent.

Les domaines adoptant des repliements de "B-propeller" sont connus pour leur implication
dans des interactions domaine/motif. Selon les "B-propeller”, I'interaction avec une autre
protéine peut se faire sur le dessus, sur le dessous et sur le cété du "B-propeller". De nom-
breuses structures, notamment de domaine de type WD40, ont été résolues en complexe
avec des peptides (Figure 29 page 45).

FIGURE 28 — Interactions entre le domaine WD40 et différents peptides. Vue latérale et vue
de haut du "B-propeller" avec 13 différents complexes superposés (seul un domaine WD40
est représenté). La majorité des peptides se regroupent autour du canal central supérieur
(3IIW [198], violet ; 2QXV [199], rouge ; 2CE8 [200], bleu clair; 2CE9 [200], bleu marine
2H13 |201], rouge; 3EUT [202], vert clair; 3C9C [203], jaune, 1IXHM [204], vert; 2QNS
(retracted), blue sarcelle; 20VQ [205], vert olive; INEX [206], bleu; 1P22 [207], cyan;
3EMH [203], magenta. Figure de [208]

Les structures d’autres domaines de la protéine HERC2 ont été résolues. C’est notamment
le cas pour celle de son domaine DOC (PDB : 7RGW) et son domaine Cytochrome-b5-like
(PDB : 2KEO). Les structures du domaine RLD2, du doigt de zinc et du domaine MIB de
HERC2 ne sont pas connus.

2.3 Interaction entre Ube3a et HERC2

Il a été montré que les 2 ubiquitines ligases Ube3a et HERC2 sont capables d’interagir
entre elles [209]. Cette interaction implique le domaine RLD2 de la protéine HERC2 et
une région située entre le 150éme et le 200éme acide aminé de Ube3a [210].

De plus, il a été montré que la liaison au domaine RLD2 entraine la stimulation de 'activité
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ubiquitine-ligase de Ube3a [210]. Ici le test d’activité de Ube3a est effectué sur Ube3a
elle-méme (auto-ubiquitination). Cette étude ne permet pas de conclure sur le mécanisme
de la hausse de l'activité ubiquitine-ligase de Ube3a par RLD2, ni sur I'existence de ce
mécanisme in vivo.

La compréhension de l'interaction entre ces deux ubiquitine-ligases fait 'objet de la pre-
miére partie des résultats (Section 1, page 1).

2.4 La région chromosomique 15q11-q13
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~ A - ~ ‘L ~ p—J\ p—%
— o m M m o m m
o o L I I I
= @ 5 "] [w] &
Maternal
chromosome
=
M &
E E ~ % o0
g g 328 Z 0 Eou g s S 222~y
g ££€:3 ££55 4583 2 f 2238¢
3 ZZ3F S 322 <35 snoRNAgenes 5 & § 3 5o &

Paternal
chromosome
T
SNHG14

FIGURE 29 — Représentation de la région chromosomique 15q11-q13. Cette région chromo-
somique commence par 4 génes non régulés par une empreinte parentale (ovales bleues). La
région suivante est régulée par le centre d’empreinte IC-PW. Cette région comporte 5 génes
fonctionnels exprimés par 'allele paternel (MKRN3, MAGEL2, NDN, NPAP1, SNURF-
SNRPN) et des génes codant pour snoRNA exprimés par l’alléle paternel (carrés oranges).
Ces 5 génes sont méthylés et donc non fonctionnels pour la copie maternelle. Les centres
d’empreinte IC-PW et IC-AC sont inclus dans cette région. La région sous contréle du IC-AS
comporte 2 génes exprimés par la mére, UBE3A et ATP10A (losanges rouges). Enfin, cette
région contient 5 génes qui ne sont pas sous controle d’une empreinte parentale : GABRB3,
GABRAS5, GABRG3, OCA2 et HERC2 (ovales bleues). BP : Point de rupture. Figure de
[211]

La région 15g11.2—q13.3 est une région de 6 Mb qui est impliquée dans des syndromes
du neurodéveloppement. Différentes altérations de cette région chromosomique peuvent
causer différents syndromes. Cette région contient les génes codant pour les protéines
Ube3a et HERC2 présentées précédemment (section 2 page 35).

Cette région a la particularité d’étre soumise a une régulation trés spécifique appelée em-
preinte parentale. Ceci signifie que les génes maternels et paternels ne sont pas exprimés
de la méme maniere. Cette empreinte parentale est contrbélée par 2 centres d’empreinte
(IC pour imprinting center) appelés PW-IC (pour centre d’empreinte du syndrome pradder
Willi) et AS-IC (pour centre d’empreinte du syndrome d’Angelman) [212] [213]. Ces 2 IC
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sont regroupés dans une méme région appelée IPR ("imprinting control region"). Le mé-
canisme de I'empreinte parentale de cette région n’est pas encore entierement compris.

LIPR a été définie comme étant la plus petite région chevauchante identifiée dans les cas
de PW et AS ayant des micro-délétions [214]. Ce centre de I'empreinte parental est dit
bipartite, étant régulé par le AS-IC et le PW-IC [215]. Le PW-IC est une région de 4.1 Kb
qui s’étend sur le promoteur et le premier exon du gene SNURF/SNRPN. Ce PW-IC inclut
une zone de méthylation différenciée appelée iDMR ("imprinted differentially methylated
region”). Cette région est méthylée pour l'allele maternel et non méthylée pour l'allele
paternel. Le AS-IC est une région de 880 bp qui se trouve & environ 35 Kb du PW-IC. A la
différence du PW-IS le AS-IS ne comporte pas de zone de iDMR. Ces 2 ICs jouent un réle
capital dans la régulation épigénétique et donc dans la régulation des génes de ce locus
[216]. D’autres zones de cette région chromosomique ont été identifiées comme étant
des iDMRs. C’est notamment le cas d’'une région proche du géne SNURF/SNRPN et de
sites CpG dans le cluster SNORD116. Ces 2 régions ne sont pas méthylées de la méme
maniére pour l'allele maternel et l'alléle paternel [217]. Cette méthylation différenciée des
iDMRs n’est pas encore totalement comprise.

Une étude récente met en évidence le role des 2 ICs dans la méthylation de ces iDMRs
(Figure 30 page 47).

46



2. LES UBIQUITINE-LIGASES UBE3A ET HERC2 La région chromosomique 15q11-q13

, CpGs de
CpGsen S SNORD1165

" 'CR\?f\f\

AS-IC OPW—IC
N

M L1

FIiGURE 30 — Modéle hypothétique de la régulation de la méthylation de 'ADN dans
la région PWS/AS par AS-IC et PWS-IC. Les cercles indiquent les sites CpGs présentant
des schémas de méthylation différents en fonction de l'origine parentale. Les cercles pleins
représentent les sites CpGs méthylés, et les cercles vides les sites CpGs non méthylés. P
désigne 'alléle hérité paternellement, et M l'alléle hérité maternellement. Sur 1alléle P, les
CpGs dans le PWS-IC et le promoteur des génes exprimés par la mére dans la région 5 en
amont de I'ICR sont non méthylés, et les CpGs situés de maniére éparse dans le cluster
SNORD116s sont méthylés. On pense que le PWS-IC non méthylé sur l'alléle P conduit
a des CpGs avec un schéma de méthylation paternelle au niveau des CpGs a la fois dans
la région en amont (non méthylés, représentés par des fleches blanches) et dans le cluster
SNORD116s (méthylés, représentés par des fleches noires). L’AS-IC sur 'alléle P a méthylé
les CpGs dans le cluster SNORD116s. Sur 'allele M, le PWS-IC et les CpG dans les iDMR
des génes imprimés en amont sont méthylés, et les CpG dans le cluster SNORD116s sont
non méthylés. I’AS-IC de 'allele M a méthylé le PWS-IC. Figure adaptée de [218§]

Cette empreinte parentale entraine I'expression d’'un ARN non codant par I'allele paternel.
Dans les neurones, cet ARN non codant s’étend jusqu’a se superposer avec la région
codant pour Ube3a comme un transcrit antisens (Ube3a-ATS) ce qui entraine le "silencing”
du géne Ube3a paternel [219]. Ce "silencing" n’est donc pas di a une méthylation du géne
Ube3a. Ce mécanisme n’est, lui non plus, pas encore totalement compris.

Ainsi, dans les neurones, seule le géne Ube3a maternel est exprimé. Si celui-ci est non
fonctionnel, est délété ou code pour une protéine Ube3a non fonctionnelle/incompléte
alors, aucun géne Ube3a n’est fonctionnel dans les neurones.
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3 | Syndromes impliquant la région
15q11-q13

3.1 Le syndrome d’Angelman

3.1.1 Historique

Le syndrome dit d’Angelman a été identifié pour la premiére fois en 1965 par le médecin
pédiatre Anglais : Harry Angelman. Il donne alors le nom de “puppet children” au syndrome
porté par ces enfants. Le syndrome est alors caractérisé par une liste de 7 symptémes,
particularités physiques et comportements [220]. Par la suite, ce syndrome portera le nom
de "Happy Puppet" [221] puis syndrome d’Angelman. La région chromosomique (15q11-
g13) a été identifiée comme responsable du syndrome d’Angelman en 1987 [222], puis
plus précisément le gene Ube3a codant pour l'ubiquitine ligase Ube3A en 1997 [223].

3.1.2 Les différents types du syndrome et les symptémes associés

Le syndrome d’Angelman touche environ une personne sur 15000 et est caractérisé par
différents symptomes. Ce syndrome implique une déficience intellectuelle. Celle-ci est as-
sociée a des difficultés d’apprentissage et notamment des troubles du langage pouvant
aller jusqu’a I'absence de langage verbal. Les troubles moteurs (ataxie), une tendance ac-
crue au rire et au sourire et un comportement décrit comme jovial sont des autres symp-
tdbmes caractéristiques du syndrome d’Angelman. De plus, peuvent s’ajouter des troubles
du sommeil, une microcéphalie, des crises d’épilepsie, des crises atoniques (relachement
musculaire total) et myocloniques (tremblements musculaires) [224].

En raison de I'empreinte parentale qui entraine uniqguement I'expression du géne Ube3a
maternel dans les neurones, il suffit que seul 'alléle maternel soit affecté pour entrainer
ce syndrome. Ceci explique pourquoi ce syndrome est plus fréquent que d’autre maladie
génétique.

Les études génétiques sur des patientes atteintes du syndrome d’Angelman ont révélé
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cing mécanismes différents a l'origine de ce syndrome. La délétion de novo du chromo-
some 15g11-q13 maternel représente entre 70 et 80 pour cent des cas du syndrome. Les
mutations du géne Ube3a représente 10 a 20 pour cent des cas. 3 a 5 pour cent des cas
sont dus a une disomie uniparentale paternelle du chromosome 15. Enfin, 3 a 5 pour cent
des cas sont expliqués par un défaut du mécanisme de I'empreinte parentale affectant
I'expression du géne Ube3a maternel [223].

Pl M Pl M Pl M P|P P| M
i I i i I i i -
Typical Maternal UBE3A Paternal Imprinting

deletion mutation uPD defect

FIGURE 31 — Causes génétiques du syndrome d’Angelman. Représentation des chromo-
somes paternels (P) et maternels (M) chez les individus atteints du syndrome d’Angelman
par rapport aux individus neurotypiques. Notez que dans tous les cas, le géne Ube3a hérité
par la mére est affecté, soit par une délétion du locus 15q11-13 maternel, soit par une mu-
tation intragénique dans le géne Ube3a, soit par son absence due a I’héritage de deux copies
du chromosome paternel (disomie uniparentale [UPD]), soit par des défauts d’empreinte qui
répriment 'expression de I'Ube3a maternelle. Figure de [225]

Les différents types du syndrome d’Angelman causent des symptémes qui peuvent varier
dans leur intensité. La délétion semble entrainer des symptémes plus prononcés [226]. A
contrario, le syndrome dd a une monodisomie paternelle semble entrainer des symptémes
moins prononces [227] [228] [229] [230].

Avant lidentification des causes du syndrome d’Angelman, il regroupait d’autres syn-
dromes ayant les mémes symptémes. Par la suite, la meilleure compréhension du syn-
drome a amené a la mise en place de dépistage en cas de suspicions permettant I'identi-
fication ou non du dysfonctionnement de I'alléle maternel de Ube3a.

3.1.3 Pistes de traitements

A ce jour, seuls des traitements non spécifiques au syndrome d’Angelman existent. Ce
sont des traitements des symptdémes qui s’adaptent aux besoins du-de la patient-e. Des
antiépileptiques peuvent étre prescrits pour les crises d’épilepsie. Lintervention d’un-e psy-
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chomotricien-ne peut permettre d’améliorer la qualité de vie dans le cas des troubles du
comportement comme I'hyperactivité et les troubles de I'attention. Il existe aussi des trai-
tements du trouble du sommeil, comme ['utilisation de mélatonine.

De plus, différentes stratégies pour des traitements spécifigues au syndrome d’Angelman
existent. Chacune de ces stratégies de traitement visent a rétablir 'expression d’'un gene
Ube3a dans les neurones, ou a rétablir les fonctions affectées par I'absence d’expression
de ce gene dans les neurones.

Il est important de noter que le syndrome d’Angelman est un syndrome du neurodévelop-
pement, cela implique la nécessité d’'un traitement au plus t6t pour espérer récupérer le
plus possible de fonctions affectées par ce syndrome [231].

3.1.3.1 Thérapies géniques, cellulaires et enzymatiques

Ces méthodes ont pour but I'apport d’'un géne fonctionnel ou de protéines fonctionnelles
dans les neurones.

La premiere méthode est la thérapie génique, Le but est d’apporter un géne additionnel
et fonctionnel de Ube3a dans les cellules nerveuses. Pour cela, cette stratégie consiste
en l'utilisation d’'un adénovirus modifié (AAV) qui va permettre, aprés son entrée dans les
cellules et les noyaux des cellules, la production de ce géne [232].

Une autre stratégie est la thérapie cellulaire. Cette méthode nécessite d'utiliser les HSC
(cellules souches hématopoiétiques) du-de la patient-e et d’y insérer une copie fonction-
nelle du gene Ube3a au moyen d’'un lentivirus. Ces HSC modifiées sont ensuite injectées
en IV (intraveineux) chez le‘la patient-e. Les cellules immunitaires, qui sont capables de
passer la barriere hémato-encéphalique, issues de ces HSC modifiées, vont pouvoir sé-
créter la protéine Ube3a dans le SNC (Systeme Nerveux Central) [233].

Enfin, la méthode du remplacement protéique (ERT pour enzyme replacement therapies)
consiste en l'injection de protéine Ube3a purifiée dans les neurones [234].
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FIGURE 32 — Thérapie génique in vivo et thérapie cellulaire er vivo. Dans le cas de la
thérapie génique médiée par les AAV, les vecteurs AAV transformés pour porter une copie
du geéne a remplacer (Ube3a), sont reconnus par les récepteurs de la surface cellulaire des
cellules cibles et sont internalisés par endocytose. Ils sont ensuite transportés a l'intérieur
des cellules dans des vésicules endosomales. Aprés étre entrés, ils libérent le géne Ube3a.
Le génome est généralement stabilisé sous forme d’épisomes circulaires, qui peuvent ensuite
étre transcrits en ARNm et traduits en protéines Le génome des AAV peut également
s'intégrer dans I’hote & une faible fréquence. En thérapie cellulaire, les CSH du patient sont
isolées. Aprés une transplantation autologue, les CSH portant la copie normale du géne se
différencient en cellules capables de traverser la barriére hémato-encéphalique. Une fois dans
le SNC, les cellules produisent la protéine Ube3a. Figure de [235]

3.1.3.2 Activation de I’alléle paternel

Comme seul l'alléle maternel de Ube3a est exprimé dans les neurones, une stratégie
consiste en 'empéchement du mécanisme qui entraine la non-production de I'allele pater-
nel.

Une stratégie pour activer l'alléle paternel est I'utilisation d’un oligonucléotide antisens
(AOS pour Antisense oligonucleotides). Il s’agit de I'utilisation d’'un AOS complémentaire
a la partie distale de Ube3a-ATS [236].

Lutilisation de la stratégie CRISPR/cas9 est une autre piste prometteuse pour activer le
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gene Ube3a paternel. Ici cette technique est utilisée pour muter la région Ube3a-ATS et
ainsi bloquer son expression pour permettre I'expression du géne Ube3a paternel [237].

La méthode du facteur de transcription artificiel (ATF) utilise un systeme composé d’'une
région se liant a ’ADN et d’'un effecteur permettant de réguler I'expression du géne cible.
Dans le cas du syndrome d’Angelman les ATF a doigt de zinc constitue une piste étudiée,
car il sont capables de traverser la barriere hémato-encéphalique. Ici, 'ATF est composé
d’un doigt de zinc fusionné au répresseur de transcription KRAB (Krlippel associated box)
et se lie au promoteur de Snurf/Dnrpn pour empécher le blocage par 'Ube3a-ATS [238].

Lutilisation d’inhibiteurs de topoisomerase est aussi une piste pour activer I'allele paternel
de Ube3a. En effet, des "screenings" de molécules permettant d’activer I'allele paternel
ont permis d’identifier des inhibiteurs de protéase. C’est notamment le cas de la molécule
Topotecan. Cependant, les tests effectués sur ce type de molécules entrainent la dérégu-
lation de I'expression d’autres genes [239].
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FIGURE 33 — Stratégies thérapeutiques pour I'activation du géne Ube3a paternel. A) La
copie paternelle normale du géne Ube3a sur le chromosome 15 est "réduite au silence"
en raison de l’empreinte parentale. La transcription de ARN non codant, I’'Ube3a-ATS
est régulée a partir de la zone située au niveau ou en amont du PWS-IC. L’Ube3a-ATS
traverse le Snurf/Snrpn, Snord116, Ipw, Snord115 et la région codante de 'Ube3a antisens.
Sur le chromosome paternel 15, la transcription de ’Ube3a-ATS entraine le "silencing"
du géne Ube3a. B) Les ASO ("Antisense Oligonucleotide") complémentaires a la partie
distale de 'Ube3A-ATS peuvent conduire par I’hybridation ASO/ARN & la terminaison
prématurée de la transcription de I’'Ube3a-ATS. En ’absence de transcription de I’Ube3a-
ATS, Palléle paternel est exprimé. C) La mutagenése, permise par CRISPR/Cas9, dans les
zones génomiques qui codent pour I’'Ube3a-ATS pourrait conduire & I'activation de ’alléle
paternel par l'arrét précoce de la transcription de 'Ube3a-ATS. D) Les protéines a doigt
de zinc fusionnées 8 KRAB qui se lient au promoteur de I’'Ube3a-ATS peuvent empécher
la transcription de I’'Ube3a-ATS et activer 'alléle paternel. Cette approche est encore en
développement préclinique. Figure de [235]

3.1.3.3 Les traitements "Downstream"

La derniére méthode ne consiste pas au rétablissement de la production de la protéine
Ube3a fonctionnelle dans les neurones, mais vise a rétablir les fonctions qui sont affectées
par 'absence de Ube3a. Différents tests sont effectués. (Tableau 5 page 54)
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Composé Institut/Industriel Mécanisme d’action référence

Gaboxadol Ovid Therapeutics Restoration de I'inhibition
(OV101) v rapentie tonic de GABA
Améliore la croissance et

IGF-2 R ligands NYU o [241]
le maintien des synapses

[240]

Analogue de cyclique ) )
& yed Améliore la croissance et

glycine-proline Neuren Therapeutics . o [235]
(NNZ-2591) le maintien des synapses
Inhibition de PP2A :
PP2A inhibitor UC Davis, Lixte améliore la fonction 1249]

(LB-100) synaptique, renforce la

plasticité synaptique.
Améliore la fonction
NSI-189 phosphate Seneca Biopharma synaptique, renforce la [243]
plasticité synaptique
Améliore la transmission

SAGE-324 Sage Therapeutics GABAergique

235

University of Colorado

Ketone esters ..
Trumacro Nutrition

Crises d’épilepsie [244]

TABLE 5 — Les traitements "Downstream" du syndrome d’Angelman. Abbreviations :
IGF-2 R : insulin-like growth factor-2 receptor, NYU : New York University, PP2A : protein
phosphatase 2A, UC Davis : University of California Davis, GABA : gamma-aminobutyric
acid. Tableau adapté de [235]

3.2 Les syndromes dits Angelman-like

Lorsqu’un-e patient-e présente des symptdomes s’approchant de ceux du syndrome d’An-
gelman mais qu’aucun défaut, ni d’empreinte parentale dans la région 15911-q13, ni de
délétion ou de mutation au niveau du géne Ube3a, n’est détecté, ce syndrome est appelé
Angelman-like.

Différents genes ont été identifiés comme responsable de syndromes dits Angelman-like.
De maniere notable, le géne HERC2 codant pour la protéine du méme nom a été identifié
a plusieurs reprises comme responsable de ce type de syndrome.

Le géne HERC2 n’étant pas soumis a une empreinte parentale, la délétion de ce gene
ou des mutations affectant le bon fonctionnement de cette protéine sur les deux copies
du géne (maternel et paternel) sont nécessaires au développement de ce syndrome. Ceci
explique le faible nombre de syndromes de type Angelman-like dus au gene HERC2. Dif-
férentes études ont été faites sur les différents cas de syndromes Angelman-like liés a des
mutations de la protéine HERC2.

Les premiers cas étudiés sont issus d’une famille de la communauté Ammishe. 7 indivi-
dus de cette famille souffrant de symptémes de neurodéveloppement, pouvant étre asso-
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ciés a des troubles du spectre autistique, possédent une mutation faux-sens (Pro594Leu).
Cette mutation se situe au niveau du domaine RLD1 de HERC2 [245]. Une seconde étude
montre que cette mutation sur le domaine RLD1 affecte I'expression de HERC2 et sa
stabilité [246]. Bien que les symptémes soient proches du syndrome d’Angelman, il est
important de noter que dans ces cas le syndrome d’Angelman n’as pas été suspecté.

Une seconde étude porte sur un patient ayant une délétion homozygote contenant les
exons 57 a 93 du géne HERC2 et les exons 1 a 19 du géne OCA2. Cette délétion en-
traine la production d’'une HERC2 dépourvue de sa partie carboxy-terminale (absence no-
tamment des domaines RLD2, RLD3 et du domaine catalytique HECT). Les symptomes
observés chez ce patient comprennent une hypotonie néonatale, un retard de développe-
ment global et une démarche instable (ataxie). Pour ce patient, les symptémes semblent
étre plus séveres que pour les 7 patient-e's de I'étude précédemment évoquée. Cela s’ex-
pliquerait par une absence de production de la protéine fonctionnelle [247]. Une autre
étude de 2021 s’intéresse a une autre mutation homozygote (Arg1542His) [248].

De maniére notable, HERC1, une autre ubiquitine-ligase de la famille HERC a été iden-
tifite comme étant impliquée dans des troubles du neurodéveloppement [249]. D’autres
syndromes se rapprochant du syndrome d’Angelman impliquent d’autres génes. Ces syn-
dromes, rares, sont souvent appelés Angelman-like [250].

3.3 Le syndrome de Prader-Willi

Le pendant opposé du syndrome d’Angelman est le syndrome de Prader-Willi. Ce syn-
drome touche environ 1 personne sur 15000. Il a été identifié en 1956 par trois médecins
qui donneront leurs noms a ce syndrome [251]. Ce syndrome est caractérisé par une hy-
potonie, des troubles de croissance et une hyperphagie due au manque de sensation de
satiété [252].

Ce syndrome est d( a I'absence de I'expression des génes paternels de la région 15q11g13.
Ce manque d’expression peut avoir différentes origines (comme pour le syndrome d’An-
gelman). La délétion de cette région est impliquée dans 65 a 75 pour cent des cas, la
disomie uniparentale maternelle du chromosome 15 dans 20 a 30 pour cent des cas.
Enfin, 1 a 3 pour cent des cas sont dus a un probléme d’empreinte parentale pouvant
impliquer des micros délétion dans le IC [253].

3.4 Le syndrome duplbq

Un autre syndrome du spectre autistique, le syndrome dup15q, touche environ 1 personne
sur 30000. Ce syndrome implique cette méme région chromosomique et a pour cause la
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multiplication de la région 15q11q13 [254].

Les symptdmes les plus décrits sont : I'hypotonie, le retard de développement, la défi-
cience intellectuelle, I'épilepsie et des troubles du spectre autistiques. Ce syndrome est
donc proche du syndrome d’Angelman [255] [256].

Cette multiplication de cette région peut se faire par deux mécanismes. Le premier est ap-
pelé duplication interstitielle. Dans ce cas, la duplication se fait au sein du chromosome 15.
Dans l'autre cas, la duplication dite isodicentrique implique I'apparition d’'un chromosome
supplémentaire.

La multiplication de cette région spécifique est due a la présence de LCRs ("Long Copy
Repeats") aussi appelés BPs ("BreackingPoints") qui favorisent les réarrangements géno-
miques [257].

Lorigine de la duplication, maternelle ou paternelle, a un effet sur les symptémes [258]. La
multiplication de la région maternelle semble étre associée a des symptémes du spectre
autistique proche du syndrome d’Angelman tandis qu’une multiplication d’origine pater-
nelle semble engendrer des symptémes plus proches du syndrome Pradder-Willi. Cepen-
dant, cette corrélation ne semble pas totalement claire.

Ainsi, le dosage de la protéine Ube3a dans les neurones et dans le reste des cellules
semble étre capital. Un surdosage de cette protéine (Dup15Q) tout comme un sous do-
sage (Angelman) ont un impact sur le neurodéveloppement.
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Dans cette introduction, nous avons vu le mécanisme d’ubiquitination d’un substrat et la di-
versité des rdles joués par I'ubiquitination. Les principaux protagonistes de ce mécanisme
sont les enzymes E1, E2 et E3 qui interviennent a tour de réle.

De plus, deux E3 a domaine HECT, HERC2 et Ube3a, sont impliquées dans des syn-
dromes du neurodéveloppement. De maniére notable, ces deux génes sont situés dans
une méme région chromosomique. La protéine Ube3a est impliquée dans le syndrome
d’Angelman mais aussi dans les syndromes de Pradder-Willi et dup15qg. Le dosage de
cette protéine semble étre capital pour le bon fonctionnement du neurodéveloppement.
Un sous dosage dans les neurones cause le syndrome d’Angelman alors qu’un surdosage
cause le syndrome Dup15Q. Labsence ou la défaillance de la protéine HERC2 est reliée,
quant a elle, a un syndrome proche du syndrome d’Angelman appelé Angelman-like.

De plus, ces deux protéines, HERC2 et Ube3a sont capables de se lier 'une a l'autre.
La région de Ube3a impliquée dans cette interaction a été identifiée comme un fragment
non replié de la protéine Ube3a (résidus 150-200). Cette région interagit avec le second
domaine RCC1-like de la protéine HERC2. Cependant, le mécanisme moléculaire de cette
interaction, sa structure et ses implications ne sont pas connues.

De plus, la protéine Ube3a (aussi appelée E6AP dans les études traitant de HPV) peut
étre liée par 'oncoprotéine E6 de papillomavirus. Cette interaction entraine 'augmenta-
tion de l'activité ubiquitine-ligase de Ube3a. De plus, cette interaction entraine aussi la
dégradation de la protéine P53 qui, en absence de EB6, n'est pas un substrat de Ube3a.

Ainsi, ce travail se sépare en deux axes qui ont pour but de mieux comprendre les méca-
nismes mis en jeux dans ces syndromes.

Le premier axe de ce projet vise a participer a une meilleure compréhension de l'interac-
tion entre les deux ubiquitine-ligases HERC2 et Ube3a. Nous avons d’abord précisé cette
interaction, c’est-a-dire délimité la région minimale d’Ube3a permettant l'interaction avec
le domaine RLD2 de HERC2. Ensuite, nous avons étudié la structure du domaine RLD2
seul et la structure du domaine RLD2 lié a cette région d’'Ube3a. Ceci nous a permis de

o7



4. OBJECTIFS DE LA THESE

déterminer une séquence d’acides aminés, appelée motif, requise pour cette interaction.
Enfin, nous nous sommes interrogés sur la présence de ce motif dans d’autres protéines
leur permettant d’interagir avec le domaine RLD2.

Le second axe de ce projet consiste a déterminer la structure de la protéine Ube3a. En
effet, seuls les structures des domaines HECT et AZUL d’Ube3a sont connues.

Dans ce projet, nous visons a mieux connaitre la structure entiére d’'Ube3a ainsi que la
structure de ses différents domaines. Pour cela, nous avons utilisé différentes construc-
tions de cette protéine dans le but de les purifier et de tenter de les cristalliser. Nous
avons associé cette méthode aux structures prédites par le logiciel AlphaFold (un logiciel
de prédiction de structures de protéine).

La connaissance de la structure de Ube3a pourra permettre la meilleure compréhension
de son mécanisme d’ubiquitination et de ses rdles cellulaires. En effet, les mécanismes
d’ubiquitination par Ube3a, notamment son activation par la protéine E6, ne sont pas en-
core totalement compris. Létude de la structure et des mécanismes de Ube3a est capitale
pour I'étude des syndromes présentés précédemment.
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1 Le domaine RLD2 et son inter-
actome

1.1 Avant-propos

1.1.1 Introduction

Cette section présente les travaux effectués sur le domaine RLD2 et sa capacité a lier un
motif présent dans différentes protéines, dont Ube3a.

La capacité de la protéine HERC2 a interagir via son domaine RLD2 avec la protéine
Ube3a est connue. Cependant, le détail de cette interaction n'a pas été étudié. Ici, nous
nous intéressons a cette interaction d’'un point de vue structural puis d’un point de vue
interactomique.

Nous avons décrit structuralement la nature de l'interaction entre ces deux protéines et
identifié les éléments clés de celle-ci. En effet, la structure de I'interaction minimale entre
Ube3a et HERC2 nous a permis de déterminer la courte séquence de Ube3a, appelée
motif, permettant cette interaction. Nous avons par la suite identifié d’autres protéines
humaines possédant ce motif déterminant.

De plus, ces deux protéines étant impliquées dans des syndromes du neurodéveloppe-
ment, nous avons pu replacer ce réseau d’interactions dans son contexte biologique. Nous
avons identifié le domaine RLD2 de HERC2 comme jouant un réle important dans le dé-
veloppement des neurones via sa capacité a lier d’autres protéines.

Cette partie résultats est présentée sous la forme d’un papier qui sera soumis prochaine-
ment.
1.1.2 Contributions

Dans le travail qui suit, jai participé a I'optimisation du protocole de purification avec
Eduardo Howard. J'ai réalisé la partie structurale (purification, cristallisation, et résolu-
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tion des structures) du domaine RLD2 et du domaine RLD2 en complexe avec les diffé-
rents peptides ainsi que I'analyse de ces structures. Avec Alastair Mc Ewen, Alexandra
Cousido-Siah et André Mitschler, j’ai réalisé les mesures de diffraction des rayons-X au
synchrotron. J'ai aussi réalisé les mesures d’affinités (mesures par HoldUp non présen-
tées ici et mesures par polarisation de fluorescence). Les premiéres mesures d’affinité
des différents peptides de Ube3a pour RLD2, réalisées par HoldUp ont été effectuées par
Anna Bonhoure. Les peptides utilisés ont été produits par Pascal Eberling. J’ai effectué les
analyses phylogénétiques de séquences. Létude sur les effets de I'interaction entre RLD2
et DOCK10 a été menée par Susanne Schmidt et Anne Debant.

1.2 Abstract

Ube3A and HERC2 are two mutually-interacting HECT E3 Ub-ligases whose genes, both
encoded by the unstable 15q 11-13 chromosomal region, are altered in Autism Spectrum
Disorder Dup15q, Angelman Syndrome (AS) and other phenotypically-related mental re-
tardation syndromes. We crystallized the RCC1-Like Domain 2 (RLD2) domain of HERC2
complexed to a short region of Ube3A comprising the consensus motif "DxDKDxD". Ube3A
conserves a DxDKDxD motif only in animals possessing a central nervous system (CNS)
whereas HERC2 conserves its DxDKDxD-binding surface across most animal species,
suggesting that this motif may be present in proteins other than Ube3A. Accordingly, we
identified and validated by bioinformatic, crystallographic, quantitative interactomic and cel-
lular approaches RLD2-binding DxDKDxD motifs in a handful of proteins (Ube3A, DOCK10,
PCM1, USP35, BAZ2B, ARID4A, ARIP4, RERE and MYT1), several of which are noto-
riously relevant for brain development. In particular, mutagenesis and/or RLD2 binding of
the DxDKDxD motif of the RhoGEF DOCK10 disrupted the GEF activity of DOCK10 and
its capacity to regulate spine density in hippocampal neurons. Our findings indicate that
the RLD2 domain of HERC2 establishes with its DxDKDxD-containing partners a tightly
balanced interaction network, whose alteration at the genetic and/or protein levels can
produce neurodevelopmental defects.

1.3 Introduction

Ube3A (also called E6AP) is a E3 ubiquitin (Ub)-ligase whose maternal allele is deleted,
mutated or inactivated by de novo non parental-inherited genetic alterations in the severe
neurodevelopmental disease Angelman syndrome (AS) [259]. The maternal Ube3A allele
is also duplicated or triplicated in an autism spectrum disorder (ASD), called Dup15q syn-
drome, covering approximately 1p of ASD cases [171]. The specific involvement of the
maternal Ube3A allele in neurodevelopment syndromes is due to the fact that the paternal
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allele of Ube3A gene is epigenetically silenced in most brain regions, while both alleles
are expressed elsewhere, allowing the paternal allele to compensate the defective ma-
ternal allele in the rest of the body. This epigenetic mechanism is directly linked to the
presence, proximal to the Ube3A-encoding gene, of the "Angelman Syndrome - Prader
Willi Syndrome Imprinting center"(AS-PWS-IC) [152] [260].

HERC2 is another E3 ubiquitin ligase, whose gene is also altered in rare neurodevelop-
mental syndromes, presenting several symptoms reminiscent of AS [245] [246] [247][250].
Remarkably, Ube3A and HERC2 genes are chromosomal neighbours, both belonging to
the 15q 11-13 region. Some (yet not all) of the systematic Ube3A maternal allele deletions
observed in AS patients also invove a deletion of the neighbour HERC2 gene. Further-
more, at the protein level, Ube3A (852 residues) and HERC2 (4834 residues) belong to
the same E3 ubiquitin ligase family. They both contain a "HECT" C-terminal domain res-
ponsible for the ligase activity. The high sequence similarity of both domains suggest that
the two genes originated from a duplication event during evolution, which may explain their
proximal chromosomal location. Moreover, both proteins physically interact with each other
[261] [210] [165] [209] and binding of HERC2 to Ube3A enhances Ube3A ligase activity
[210]. A recent transcriptional study suggested Ube3A and HERC2 proteins may coope-
rate in Dup15q syndrome [262]. The Ube3A-HERC2 complex thus emerges as a critical
actor of brain formation, whose perturbation leads to neurodevelopmental diseases.

Here, we define the minimal interface of the HERC2-Ube3A complex, involving the RCC1-
Like Domain 2 (RLD2) of HERC2 and a "DxDKDxD" sequence motif of Ube3A. The HERC2-
Ube3A interface is conserved in most animals possessing a centralized nervous system,
pointing to the importance of this complex for brain development. We identify a set of
HERC2-binding proteins containing the DxDKDE motif, including Ube3A, DOCK10, PCM1,
USP35, BAZ2B, ARID4A, ARIP4, RERE and MYT1. We validate most of these complexes
by X-ray crystallography, affinity measurements and unbiased AP-MS interactomics. We
further investigate the interaction of HERC2 with DOCK10, a Rho-GEF protein involved
in dendritic spine morphogenesis. Mutating the DxDKDxD motif of DOCK10 disrupts both
the DOCK10-HERC2 interaction and the Rho-GEF activity of DOCK10. We also find that
PCM1, a key pericentriolar component already known to bind HERC2, can be displaced
from the pericentriole region by overexpression of the RLD2 domain, suggesting that bin-
ding to HERC2 is essential to PCM1 pericentriolar localization. Altogether, these data point
to the existence of a nework of DxDKDxD-containing proteins, all capable of binding to
HERC2. At critical steps of brain development, the absence or disruption of any member
of this network, such as Ube3A, DOCK10, BAZ2B, PCM1 or HERC?2 itself, may create an
imbalance in the network, leading to altered neurodevelopment.
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1.4 Results

The HERC2-Ube3A interaction was previously found to involve the RCC1-like domain 2
(RLD2) of HERC2 and Ube3A residues 173 —223 (numbering of the 875-residue Ube3A
human isoform Il) [263] [209]. By probing the binding of recombinant RLD2 to an array of
Ube3A-derived peptides, we further defined the minimal HERC2-binding region of Ube3A
(Suplemental table 7, page 84) and subsequently crystallized a complex composed of
HERC2 RLD2 (residues 2941-3342) bound to Ube3A residues 183-197 (Figure 34). RLD2
displays a donut-shaped, seven-bladed B-propeller fold typical of the RCC1 family, with
a central funnel connecting the “bottom” and “top” sides of the donut [264]. The Ube3A
peptide lies on a highly conserved groove situated on the top face of RLD2 domain (Fi-
gure 34.B). The seven HERC2-binding residues of Ube3A visible in the crystal are essen-
tially charged, with a central lysine flanked by aspartic and glutamic acids on both sides
(sequence : D1E2D3K4D5E6D7). Accordingly, the charge distribution of the motif-binding
surface of RLD2 is perfectly complementary to that of the peptide (Figure 34.C).
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Electrostatic potential Conservation score

-16.95 to 16.44 -1.49 to 1.51

FIGURE 34 — Crystal structure of the RLD2 domain of the HERC2 protein bound to the
minimal HERC2-binding motif of Ube3a. (PDB : 7Q41). A. RLD2 adopts the canonical
donut-shaped, 7-bladed beta-propeller fold of RCCl1-like domains. The peptide interacts
with the "top" side of the RCCl1-like fold according to its conventional representation [264].
The peptide is oriented from N-terminus (left) to C-terminus (right) in this representation
and the foillowing ones. B. AL2CO conservation score [265], calculated using the Chimera
program from the HERC2 sequences of 7 representative animal organisms (see sequences in
Figure 36A, page 69) and mapped on the surface of the RLD2 domain. Note the particularly
high conservation ("hot" purple color) of the motif-binding groove. C. Surface electrostatic
charges of the surface of the RLD2 domain, calculated using the Chimera program. A positi-
vely charged groove hosts the two first aspartic acids, D1and D3, of the D1E2D3K4D5E6D7
motif. The central lysine K4 is embedded in a negatively charged pocket. The two last as-
partic acids D5 and D7 interact with positively charged areas of the RLD2 domain. Further
details of the complex are shown in Figure 35, page 67.

By combining visual inspection of the complex (Figure 35, page 67) and quantitative as-
sessment of its buried interface (Figure 36A page 69), we found that the Lys residue and
the surrounding aspartic residues of Ube3A establish critical charged and hydrophobic in-
teractions with the RLD2 domain (Figure 35A C, page 67). By contrast, the two glutamic
residues (positions 2 and 6) point towards the solvent and are therefore not involved in the
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interface. The key HERC2-binding residues of Ube3A therefore boil down to the following
sequence motif : D1x2D3K4D5x6D7, where x stand for non-determining residues.

HERC2 proteins, characterized by their large size ( 5000 residues in human), their three
RLD domains, and a C-terminal E3 Ubiquitine-ligase HECT domain, are found in most ani-
mal species, yet not in fungi nor more distant organisms. By aligning HERC2 sequences
of a diversity of organisms (Multiple alignment, Figure 36.A), we found that the DxDKDxD-
binding surface of HERC2 is strongly conserved across most animal species (Figure 36.A).
Ube3A-like proteins, characterized by their 850-residue size, their proteasome-binding N-
terminal AZUL domain and their C-terminal E3 Ub-ligase HECT domain, are found in most
animals as well as in a number of fungi (Figure 36.BD). However, we found that Ube3A-
like proteins display the HERC2-binding DxDKDxD motif only in animals that possess a
brain, or centralized nervous system (CNS), such as vertebrates, molluscs, or arthropods
(Figure 36 B D page 69). This further indicates that the HERC2-Ube3A interaction parti-
cipates in the development and/or functioning of animal brain.

This phylogenetic sequence analysis also revealed that HERC2 proteins conserve a DxDKDxD-
binding surface in animals devoid of CNS, where Ube3A does not display anymore a
DxDKDxD maotif. This indicated, that the RLD2 domain of HERC2 may bind to other can-
didate DxDKDxD motifs, found within proteins distinct from Ube3A. A bioinformatic search
across the full human proteome identified a perfect DxDKDxD motif within only 14 proteins
including Ube3A (Supplemental Table 6, page 83). In 9 of them (Figure 36C, page 69),

the motif was situated in a predicted disordered region favoring its availability for partner
binding, was conserved across most vertebrate species (Figure 36D) and turned out to
display significant RLD2-binding in subsequent assays (Supplemental table 7, page 84).

We moved on to solve the structures of RLD2 bound to five of the above-mentionned
DxDKDxD motifs, derived from Dock10, Pcm1, Usp35, Baz2b and Myt1 (Figure 37, page 70).
The presence of side chains of variable bulkiness at the non-conserved “x” positions, and
the higher resolution of some of the structures (culminating at 1.95 A for the RLD2-BAZ2B
complex) allowed us to ascertain the orientation and position of the peptide in the pocket,
which was strictly conserved in all the RLD2-DxDKDxD complexes, including the initial
RLD2-Ube3A structure.
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HIS
TYR 3286
Ube3a peptide —

2968 RLD2 _—

Polar interaction
SC-sC

Polar interaction
SC-MC

H bond involving
water molecule

Van der Waals

SER SER 3318
3160 LYS
3001 LYS SER 2979

3002 2978

FIGURE 35 — Interaction network between the DxDKDxD motif and the RLD2 domain. A.
Schematized network of contacts between RLD2 domain and DxDKDxD motif, conserved
in all six RLD2-motif structures solved in this work. Note the importance of ionic and polar
contacts. Two water molecules buried at the interface mediate a number of critical H-bonds
between several RLD2 residues and aspartates D1 and D3 of the motif. Van der Waals
contacts are also observed, with Tyr 3234 and Leu 3267 facing the hydrophobic side-chain
of lysine K4 of the motif (C). Note that the two "x" amino acids are exposed to solvent
and do not contribute to the interaction (B and D). B. Detail of the RLD2-DxDKDxD
complex, showing contacts of the N-terminal part of the motif, involving the two buried water
molecules. This view and the two next ones were prepared from the RLD2/BAZ2B structure
(PDB :7Q42), which displayed the best resolution (1.95 A). The binding mechanism is the
same for all crystalised complexes. C. Detail of contacts involving the central lysine of the
motif. D. Detail of contacts involving the C-terminal part of the motif.
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and all other sequences shown in the figure are provided in supplemental data). Blades are

structurally aligned based on their secondary structure elements, displayed on top of the

sequences. The parts of the beta strands oriented towards the "top" side of the propeller
68

supporting the bound peptide motif are colored in dark blue. For each amino acid of the
domain, the percentage of accessible surface area buried by the bound peptide is plotted on

FIiGURE 36 — Conservation of HERC2 RLD2 domain across different species and of
DxDKDxD motifs across different species and different proteins. A. Sequence alignment of
HERC2 RLD2 domain of species from 7 different animal phyla (accession numbers of these
top of the sequence alignment. Aminoacids buried by the peptide are colored according to
physico-chemical properties. RLD2 amino acids are numbered according to human HERC2
Uniprot sequence. B. Conservation of DxDKDxD motif across UBE3A proteins of different
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phyla. C. Presence of DxDKDxD motif in other human proteins. D. Conservation of RLD2
domain and DxDKDxD motifs across proteomes of different phyla. Blue squares indicates
that HERC2 (and RLD2) was found in the proteome. The green squares indicate that the
indicated protein was found. The check marks indicate the motif was conserved in the indi-
cated protein.

We used a competitive fluorescence polarization assay (cFP) (see methods) to measure
the affinity of the HERC2 RLD2 domain for DxDKDxD motif-containing peptides derived
from Ube3A, Dock10, Usp35, Pcm1, Baz2b, Myt1, Arid4a, Arip4, RERE, Smc6 and MED1.
Most peptides bound in a comparable affinity range (KD 3 to 30 uM) (Supplemental
table 7, page 84), except those from Smc6 and MED1, which exhibited very weak or un-
detectable binding.

The affinity of some peptides could vary depending on their length and/or post-translational
modification status. For instance, Arid4a contains a DSDKDSD sequence with S538 and
S542 being annotated on the phosphosite database (www.phosphosite.org) as phos-
phorylatable positions. The affinity of Arid4a-derived peptides varied from KD 100 uM
for a short 15-mer centered on the DxDKDxD motif to KD 10 pM for a 25-mer bearing a
single phosphorylation on S538 (Supplemental table 7, page 84). As concerns Ube3A, we
tested four different polypeptides, all comprising the DxDKDxD motif : a minimal 15-mer
synthetic peptide, a 25-mer, a 51-mer and the full-length protein (Uniprot isoform 1, 852
residues) that we produced and purified as a monomeric sample (Suplemental, Figure 41,
page 82. The 15-mer, 51-mer and the full-length Ube3A all bound RLD2 in the micromo-
lar affinity range (KD = 6 uM, 5 pM and 1,5 pM, respectively). By contrast, the 25-mer
peptide bound to RLD2 at least 100-fold stronger, in the nanomolar range (KD < 50 nM)
(Supplemental table 7, page 84). In the Ube3A 25-mer peptide, we noticed the occurence
of two other K residues surrounded by acidic residues, which may serve as secondary
HERC2-binding sites that potentially reinforce binding affinity via avidity effects. In support
of that hypothesis, RLD2 readily crystallized in the presence of a 15-meric Ube3A peptide
but never crystallized with the higher affinity 25-meric Ube3A peptide. The presence of
multiple alternative binding sites may have hindered crystallization. We hypothesize, that
in full-length Ube3A as well as in the 51-meric peptide, these secondary binding sites en-
gage long-range contacts with sequentially distal regions of Ube3A, so that they can no
longer partipate in RLD2 binding.

All the identified DxDKDxD motifs are situated in presumably disordered regions. This
suggests that, in the context of the full-length proteins they belong to, these motifs are
freely available for interaction with HERC2. One can reasonably infer that the differences
of RLD2-binding affinity measured for the various peptides are representative of the dif-
ferences of affinity of their full-length proteins of origin (Ube3A, Dock10, Pcm1, Usp35,
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Baz2b, Myt1, and so forth) towards full-length HERC2.

] pcM1

Il Ube3a
[ ] DOCK10
[] UsP35

] MYT1

[] BAZ2B < S

/> //
FiGURE 37 — A) Crystalographic structure of the RLD2 domain in complex with different
peptide containing the DxDKDxD motif. B) The 2 water molecules involved in the inter-

action with the first two aspartic acids are present in all structures. D) The omit map for
BAZ2B. |(Fo)-(Fc)| difference density contoured at 3o (green)

We further investigated the interaction of Ube3A with DOCK10, a Rho-GEF known to
regulate dendritic spine growth at critical steps of post-embryonnary neurodevelopment
[266]. Co-precipitation a<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>