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Introduction L’'ubiquitination dans la signalisa cellulaire

l. L’ubiquitination dans la signalisation cellulair e

I.1 Ubiquitination : réaction et enzymes

Les études de ces derniéres années montrent dpigultination est impliqguée dans de
nombreux processus cellulaires tels que la trgotsmni de genes, la réparation et la
réplication de I'ADN, I'endocytose de récepteums,titafic et la localisation intracellulaire
(Haglund and Dikic, 2005; Herrmann et al., 2007).

Cette réaction apparait ainsi comme cruciale danglds en plus de mécanismes
cellulaires. Elle consiste en la formation d’'ureédon covalente entre I'ubiquitine (Ub), petite
protéine de 8.5kD trés conservée, et un résidundy$K) d’'une protéine cible (figure 1).
L'ubiquitination se produit en trois étapes (Pidckand Eddins, 2004) impliquant les
« ubiquitin activating enzymes » (E1), les « ubliquiconjugating enzymes » (E2) et les
« ubiquitin protein ligases enzymes » (E3) (figu2¢. E1 se lie a l'ubiquitine par
lintermédiaire d’une liaison thioester, cette M@t est ATP dépendante et induit un
changement conformationnel du coté C-terminal dgbidiuitine. Ce changement de
conformation active I'ubiquitine. Cette moléculé essuite transférée sur une cystéine du site
actif d’'une E2, par l'intermédiaire d’une liaisomdester. C’est E3 qui définit finalement la
spécificité de I'attachement de la molécule d’ultige a une protéine cible. E3 lie, de facon
covalente, I'ubiquitine a un substrat spécifiqud@amant une liaison isopeptidique (figure 3)
entre le dernier acide aminé de I'ubiquitine, lgcgie 76, et un résidu lysine de la protéine
cible (Herrmann et al., 2007). On distingue deustesod’E3 ligases suivant leur interaction
avec la protéine ciblée. Le premier groupe compiesdE3 ligases contenant un domaine
RING (really interesting new gene) ou un domaindN®llike (tres proche au niveau
structurel d'un domaine RING). Ces enzymes intesagit simultanément avec leur substrat
et I'enzyme E2 liée a l'ubiquitine, et positionnelat liaison thioester ubiquitine-E2 a
proximité de la lysine nucléophile du substrateglbpéerent également quelques changements
conformationnels facilitant le transfert de l'ubitjue. Le second groupe de ligases comprend
les E3 ligases contenant un domaine HECT (homolgmou E6-associated protein C-
terminus). Ces enzymes transférent l'ubiquitine &2s sur une cystéine active de leur
domaine HECT et, dans un second temps, l'ubiquitisieliée a la lysine du substrat. La
conjugaison d’ubiqutine sur certaines protéinesesgite une enzyme supplémentaire E4
(Hoppe, 2005) tandis que l'ubiquitination de cemtai protéines contenant un domaine de
liaison a I'ubiquitine peut se faire sans l'intemtien d’'une E3 (Hoeller et al., 2007).
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L’ubiquitination doit a la fois son efficacité et sspécificité a la structure trés
hiérarchique, en termes de quantité, du system@gdliination. En effet, il existe une seule
molécule d’ubiquitine, trois enzymes E1 alors quammpte une quarantaine de E2 et entre
500 et 600 ubiquitine ligases (un nombre comparabienombre total prédit de kinases
(Wilkinson et al., 2005)). L'ubiquitination est unméaction réversible : I'hydrolyse de la
liaison ubiquitine - protéine cible est catalysée lps déubiquitinases (DUBSs) qui font I'objet
du paragraphe 1.3.

Glycine 76 Lysine AA n-1 AA r;—l
Ubiquitination (6] H O H H H H N— H
I T [ T R
—> R—C— N—C—C— N—~C—C—C—C—C—H
R — C | | | | | | | |
Déubiquitination H H H HH HH C=0O0
Ubiquitine |

. .. AA n+1
AA n-1: acide aminé Protéine Cible AA n+l For‘mah}on de C,eﬁe liaison !
. catalysée par l'enzyme E3.
avant la Lysine Coupure de cette liaison
AA n+1: acide aminé P + H,O

N . catalysée par les déubiquitinases.
apres la lysine

Figure 1. Les réactions d’ubiquitination et d’hydrolyse de l'ubiquitine. L’ubiquitination implique la
formation d’une liaison isopeptidique entre le derracide aminé de l'ubiquitine (la glycine 76)ust résidu
lysine de la protéine cible. La déubiquitinatiomsiste en I'hydrolyse de cette liaison.

|.2. Destin des protéines ciblées

L’'ubiquitine peut étre liée a sa cible de multipfagons. Dans le cas le plus simple,
une seule molécule d'ubiquitine est attachée, dashono-ubiquitination, plusieurs résidus
lysine peuvent porter une seule ubiquitine, c’e@& multi-ubiquitination. Par ailleurs, chacun
des sept résidus lysine de l'ubiquitine (K6, K1127K K29, K33, K48 et K63) peut étre
impliqué dans la formation de chaines d’ubiquitihe’agit alors de poly-ubiquitination.

Le sort d'une protéine attachée a des moléculeigliitine dépend en partie de la
longueur et de la configuration des chaines d’ubigpi(Varadan et al., 2004 ; figure 2). Les
polyméres les mieux caractérisés a ce jour sormhaies de type K48 et K63 dans lesquelles
une ubiquitine est liée a la lysine 48 ou bienylsinle 63 de I'ubiquitine suivante. Aaron
Ciehanover, Avram Hershket Irwin Rose ont recu le prix Nobel de chimie €042 pour
avoir découvert que les chaines K48 induisent lgrattation de la protéine ciblée, par le
protéasome (Hershko and Ciechanover, 1998). Laadation a ainsi été historiquement la
premiere fonction attribuée a I'ubiquitination ; @eocédé joue un rble important dans
I'élimination des protéines endommageées et damédalation du temps de vie de protéines

impliquées dans un grand nombre de processus aieflsl| tels que la régulation du cycle
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cellulaire ainsi que de nombreuses voies de trantigshudu signal. On sait maintenant que
'ubiquitination des protéines peut aussi conduiredes procédés indépendants de la
protéolyse. Par exemple, I'ajout d’'une ubiquiting sin ou plusieurs résidus lysine d’'une
protéine cible peut modifier sa localisation celltg, sa conformation, son activité ou ses
interactions avec d’autres protéines (Haglund aildcD2005). L’attachement de chaines
K63 a également un rdle dans l'activation de pragj elles mémes impliguées dans
différents processus cellulaires comme la réparatie 'ADN (Hannah and Zhou, 2009),
'endocytose (Mosesson et al., 2008) ou la sigaatia intracellulaire (Chen, 2005). Les
chaines K63 jouent un réle particulierement impdridans la régulation de l'activation de
protéines impliquées dans les voies de signalisatib«B (Nuclear factor kappa B) (Sun,
2008 et paragraphe lIEnfin I'ajout de chaines K29 semble conduire lestgines ciblées

vers une dégradation lysosomale (Chastagner &04l6).

ATP ADP =
(Dues JANI .
Précurseur T e
d'ubiquitine —
Substrat
E)
/
. \
[ ) - W v “
<° Poly-ubiquitination el A....
z e
Produits de Protéasome kas Mono-ubiquitination Poly-ubiquitination K63
dégradation
® PY Fonctions "non dégradatives™:
o0 ] ° Trafic de protéines
Lo ® P ° Interaction protéine-protéine
® Ubiquitine Activation de protéines cibles

Endocytose de récepteurs
Réparation et réplication de |'ADN
Transcription de génes

Figure 2. Les différentes étapes de l'ubiquitination.L'ubiquitination est catalysée par trois types dgmes :

les « ubiquitin activating enzymes » E1, les « ulliq conjugating enzymes » E2 et les « ubiquiiases » E3. E1
recrute, active et transfert I'ubiquitine a E2 daitransporte jusqu’a une ligase E3 chargée deathér sur une
protéine cible spécifique. Il existe un nombre imiaot d’enzymes E2 et E3, ceci permet de formenatabreuses
chaines d'ubiquitine et de cibler un large éverdailprotéines. Les lysines (K) les plus couramnmaptiquées dans
la formation de chaines d’ubiquitine sont K48 eBKpoly-ubiquitination). Les chaines K48 induisentiégradation
de la protéine cible par le protéasome. Les chak&s ainsi que I'attachement d'une seule ubiquit{meono-

ubiquitination) participent a des fonctions « nddgkhdatives » : trafic intracellulaire, interactiprotéine-protéine,
activation de facteurs de la signalisation, endusmyt réparation et réplication de I'ADN, transcriptibe génes...
L'ubiquitination est une réaction réversible. LeSubiquitinases (DUBSs) clivent les chaines d’ubiqeitie leur
substrat, participant ainsi au recyclage de l'ultige mais également a la régulation de I'actiditén grand nombre
de protéines impliquées dans diverses voies dalggtion. Les DUBs sont aussi requises pour géfialequitine a

partir de son précurseuwb.aprés Sun, 2008.
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I.3. Les déubiquitinases

Partout ou il a ubiquitination, il y a aussi déubigpation. Les enzymes qui catalysent
cette réaction ont été moins étudiées que les itimguigases et promettent pourtant d’avoir
des fonctions tout aussi décisives dans la sigatais cellulaire (Nijman et al., 2005b).

Les déubiquitinases (DUBs) constituent un imporigoupe d’enzymes qui clivent
spécifiguement les molécules associées a I'ubipitipres le groupe carbonyle (C=0) du
dernier résidu de I'ubiquitine (Amerik and Hochssar, 2004 ; figure 1). Les DUBs assurent
de nombreuses fonctions de base nécessaires adébamement de la vie cellulaire. Tout
d’abord, ces enzymes assurent le recyclage degliitine. En effet, les chaines d’ubiquitine
associées aux protéines destinées a la dégradaimdnretirées de leurs substrats avant la
protéolyse (Pickart, 2001). La déubiquitination dedstrats ciblés vers le protéasome est
€également nécessaire pour conserver un taux déohys¢ normal en aidant a maintenir un
« pool » d’'ubiquitine libre dans la cellule. La @éguitination des protéines associées a des
polyméres K48 courts (moins de quatre ubiquitiod)lées vers le protéasome, permettrait de
les sauver de la dégradation (Lam et al.,, 1997). &ldeurs, comme ['ubiquitine est
synthétisée sous forme d’'un précurseur inactif qemgnt une extension C-terminale, les
DUBs sont nécessaires pour hydrolyser la liaisqutigigue qui suit la glycine 76 rendant
ainsi l'ubiquitine « activable » (figure 2). Les aoules d’ubiquitine libres sont sensibles aux
attaques de petits éléments nucléophiles intrdagts. Certains, comme les polyamines ou
la glutathione, sont trés abondants, les DUBs dont essentielles pour empécher la titration
de l'ubiquitine par ces composants. Enfin la déubigation permet de maintenir la sous
unité 26S du protéasome libre de polyméres d'ubitpiinon attachés a un substrat qui
pourraient entrer en compétition, au niveau dessgile liaisons a I'ubiquitine (UBDs pour
ubiquitin binding domain) du protéasome, avec lebstats uiquitinés et empécher leur
dégradation. Les DUBs peuvent aussi agir, de fabos spécifique, sur des protéines mono-
ou poly-ubiquitinées et participer ainsi au corgr@€ leur activation par l'ubiquitine.

Ub
|

(@ aal —aa2 — -+ —aan —Ub (b) aal —aa2 —+**— Lys— ++* —aan

Figure 3. Liaison peptidique et isopeptidique Représentation schématique d'une liaison peptiditjoéaire) d'ubiquitine
en Cter (a) et d'une liaison isopeptidique d’ubiitpg sur une lysine (b). aa : acide aminé
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Il a été montré que certaines DUBs ont des roles ta développement (Tran et al.,
2008), la formation de tumeur (Courtois and Gilmo2€06), la maladie de Parkinson
(Oliveira et al., 2005) ou la régulation de voiesgignalisation, dont les voies MB- (Sun,
2008).

1.3.1. Les différentes classes de DUBs

Les DUBs appartiennent a la grande famille desépiss qu’on estime a 561 dans le
génome humain (Puente and Lopez-Otin, 2004). Le®ases sont classées en cing familles
suivant leur mécanisme catalytique : protéase tigpar métallo-protéase, protéase a sérine,
a thréonine ou a cystéine. Quelques DUBs sont aallorprotéases mais la plupart sont des

protéases a cystéine.

N a) Hydrolyse d’une liaison isopeptidique par une protéase a cystéine
o
Protéine
/‘ ‘\ Y Lys cible o
u” N W Ny
‘ Liaison isopeptidique Forme peu présente en
H S conditions normales, |_|®
stabilisée par une
/O\ ‘ 0] ‘ glutamine, un glutamate 04). /O\
\ ou une asparagine. / \{f} ‘ ‘
/‘ ‘\ —> / \W/ _ Ub /.‘ [il/ _— Vs \f}/—gDUB
Ub N \ S ub” s/
| " L
H
I Equilibres RS cystéine | s Liaison clivée
mésomériques ‘ ‘
S
(<]
ol A
8i /N
/| \\\(E/ cystéine C‘)‘ HS Lys ‘2 ;Lolteéi"e
I /N o I
H Ub O cystéine
b) Activation de la cystéine dans la triade catalytique
® /\ P72
o /O\e ..... QV%N‘ ........... HS ‘N/ INH
H S )
N7 o  on _
hé =3 = R
aspartate /(’ cystéine @ fL, ~_
histidine aspartate  histidine cystéine|
o, o= BN ° ®
® NOA A M s
L
aspartate /{/
histidine cystéine

Figure 4. Mécanismes chimiques de I'hydrolyse d’'une liaisorsopeptidique par une protéase a cystéine (a)
et de 'activation de la cystéine catalytique (b).

L’activité enzymatique des protéases a cystéinesepgur le groupe thiol (S-H) de la
cystéine du site actif. La déprotonation de la @pst est assistée par une histidine adjacente
polarisée par un résidu aspartate. Ces trois résidnstituent la triade catalytique (Bazan and

Fletterick, 1988). Durant la catalyse, la cyst@neduit une attaque nucléophile sur le groupe
-7 -



Introduction L’'ubiquitination dans la signalisa cellulaire

carbonyle situé dans la liaison isopeptidique etitrtbiquitine et la lysine du substrat.

L’intermédiaire, qui contient un oxyanion, est stiah dans la cavité oxyanion formée par
une glutamine, un glutamate ou un résidu asparagjine chaine principale de la cystéine
catalytique. Le résultat de la réaction est le dément de la protéine ciblée. Il y a alors
formation d’un intermédiaire covalent entre l'ubitine et la DUB. Cet intermédiaire réagit
avec une molécule d’eau pour redonner la DUB diidjuitine ainsi recyclées (figure 4).

Les DUBs a cystéine sont classées en quatre sassesl selon leur séquence et la
structure de leur domaine catalytique : les ubispecific protéases (USP), les ubiquitin C-
terminal hydrolases (UCH), les otubain protéasesUet les Machado Joseph disease
protéases (MJD). Toutes les DUBs qui sont des togtabtéases possedent un domaine
JAMM (JAB1/PAB1/MPN-domain-containing metalloenzymequi réalise I'hydrolyse en
présence de lion ZA. Les structures secondaires des différentes dasses de DUBs
présentent une grande diversité (figure 5).

Nijman et ses collaborateurs ont réalisé une étndsilico afin de déterminer le
nombre de DUBs codées par le génome humain (Nijetaal., 2005b). Ils ont trouvé 95
DUBs potentielles parmi lesquelles 4 UCHSs, 58 USRLDTUs, 5 MJDs et 14 JAMMs.

, e
-'!'..1'; i v ‘L(f\J g . € 1‘?
r';!-’\’}‘gl‘ é %A"" Y R D ggr'h
A\, ) Laay : /::
(e \ A2 N
.'qg l@yi‘a g @i]’
Domaine USP Domaine UCH DomairieJ Domaine MJD Domaine JAMM

Figure 5. Représentation de la structure des domads catalytiques des cing classes de DUBss cinq
classes de DUBs présentent une grande diversit ldan structure secondaire. Les centres catabsicont
représentés par des spheres de Van der Waals rteagnis, azote bleu, oxygéne rouge, soufre orarnige,
violet). Le domaine OTU d'Otu2 (otubain 2) ne dispopar de l'acide aspartique présent dans la triade
catalytique des USPs et des UCHs ni de la glutaglitamate/asparagine servant a stabiliser la €avit
oxyanion.D’aprés Nijman et al., 2005b.

[.3.1. a) Les UCHs

Les enzymes de la famille des UCHs ont d’aborddéigites pour cliver des petits
peptides ubiquitinés (entre 20 et 30 acides ami(s)erik and Hochstrasser, 2004). Cette
spécificité est probablement imposée par une baléserdonnée formée par une vingtaine
d’acides aminés occultant partiellement le sitalgttjue de ces enzymes (Johnston et al.,
1997). Cependant des études structurelles et nmghés montrent que certains substrats de

grande taille peuvent aussi étre pris en chargéepddCHs (Misaghi et al., 2005). Les UCHs
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participeraient principalement au recyclage deitjutiine libre. Ces enzymes détacheraient
les ubiquitines associées de fagon inappropriéees mlicléophiles intracellulaires ou
participeraient a la maturation de l'ubiquitine artp de ses précurseurs. Certaines études
attribuent également aux UCHs un réle dans desepsos plus spécifiques dépendant de
'ubiquitine. C’est le cas d’'UCH-L1, une UCH expi@ spécifiquement dans les neurones
(Jackson and Thompson, 1981) et qui fonctionneeégahit comme une ligase (Liu et al.,
2002). Son implication a été mise en évidence gdumsieurs maladies neurodégénératives
(Gong and Leznik, 2007). La mutation de l'isoleec®3 d’'UCH-L1 en méthionine (I93M)
est impliquée de la forme autosomale dominanteadmdladie de Parkinson (Setsuie et al.,
2007). Des souris exprimant UCH-?*" perdent leur neurones dopaminergiques avec I'age
ce qui correspond a un signe de la maladie de i&amki(Setsuie et al., 2007). Au contraire, la
mutation de la sérine 18 d’'UCH-L1 en thréonine (Bl8réquente dans les populations
japonaises et chinoises (~50% de la population étial., 2002)), réduit les probabilités de
contracter cette pathologie (Carmine Belin et2007). Les deux mutations impliquent une
diminution de l'activité ligase d’'UCH-L1 mais tarsdgue la mutation 193M diminue son
activité hydrolase, la mutation S18Y I'augmentes changements dans I'activité catalytique
d’'UCH-L1 pourraient étre responsables des diff@erimplications de cette UCH dans la
maladie de Parkinson (Setsuie and Wada, 2007).

[.3.1. b) Les USPs

Les USPs constituent la majeure partie des DUBsc@urs de I'Evolution, le nombre
d’'USPs s’est accru de fagon conjointe a celui dgssés E3. Ceci suggere gqu’une relation
intime entre les deux types d’enzymes a entraimedeolution commune (Semple, 2003). Le
domaine catalytique des USPs est caractérisé parrdetifs courts et bien conservés appelés
« boite histidine » et « boite cystéine » contenestrésidus indispensables a la protéolyse
(Nijman et al., 2005b). La taille du site catalyiqvarie entre 300 et 800 acides aminés en
fonction de la longueur des séquences contenues &¥ deux motifs. Ces séquences
intermédiaires pourraient jouer un role de réguliatke I'activité des USPs. La résolution des
structures cristallographiques d’'USP7 (Hu et @02 et UCH-L3 (Johnston et al., 1997) a
montré que bien qu’ayant trés peu d’homologies dams séquences, les sites catalytiques
des UCHSs et des USPs sont parfaitement superpsstle comme leur triade catalytique
(Love et al., 2007 ; figure 6). Un second point aeguable est que les sites actifs de ces deux

types d’enzyme, dans leur forme libre (sans ubigiit ne sont pas dans une conformation
-9-
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catalytique active. lls doivent subir un réarrangatnen présence d’ubiquitine, permettant le
bon positionnement des résidus actifs. L’avantageedchangement de conformation est que
ces enzymes sont protéolytiquement inertes faca plupart des protéines cellulaires et
spécifiqgues de l'ubiquitine ou de certaines prasimibiquitine—like (Ubl) qui induisent ce
changement conformationnel.

Au cours de ma thése, je me suis particulieremetdrassée aux USPs car elles
constituent la plus grande partie des DUBs et ggamd nombre de ces enzymes n’a encore
ni fonction ni substrat connus a ce jour. Il exides homologues bien conservés chez la
drosophile, organisme qui permet de coupler urefiinctionnel de cette famille de genes a

des étudem vivo.

@

(b)

Figure 6. Représentation de la structure des sites catalytigas d’'USP7 et UCH-L3.

(a) Représentation en diagramme en ruban de ldogipales sites catalytiques d’'USP7 et
UCH-L3 cristallisées en présence d’'un inhibiteur b{adldéhyde (Ub-al) et Ub-
vinylméthyle ester (Ub-VME) respectivement). Les BiJsont représentées en bleu, les
résidus du site actif en sphére de Van der Waalithibiteurs sont représentés en rouge.
(b) Topologie des structures des protéines représgren hélice (rectangle) et feuillef
(fleche). Les éléments de la structure secondainsarvés entre les deux protéines sont
représentés en rouge (hélices) et bleu (feuill&ts3. extrémités N- et C-terminales sont
indiquées par un N et un C, respectivement, ladugsatalytiques sont représentés sous
forme de cercles violet®'aprés Love et al., 2007.
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.3.1.c) Les OTUs

Les protéines de type OTU tirent leur nom du prengieneotu (ovarian tumoy
découvert chez la drosophile et impliqué dans leld@pement des ovaires (Goodrich et al.,
2004). Les genes OTU mammiféres ont été identdfiésiite par homologie avec la séquence
du géneotu (Makarova et al., 2000). La géométrie du site aadié OTUs est différente de
celle des USPs et des UCHs (Nanao et al., 2004gffeh bien que la cystéine et I'histidine
catalytiques soient structurellement conservées kgeautres DUBS, le troisieme membre de
la triade catalytique est une asparagine (Asn)i &&té observé dans la protéine Otubain 2
(OTU-domain Ub-al binding protein, Otu2) (Nanaoadt 2004 ; figure 7) dont l'activité
catalytiqgue est perdue en cas de mutation de I'A8nEe résidu est conservé chez tous les
membres de la famille des OTUs ce qui témoigneatkeimportance. Par ailleurs, la cavité
oxyanion, stabilisée chez les UCHSs et les USPsiparasparagine ou une glutamine, est ici
stabilisée par un résidu aspartate. Ce moyen tdisation est le premier du type observé
dans une protéase a cystéine ; il est, par corrgant dans les protéases a seérine (Blevins
and Tulinsky, 1985). Contrairement aux USPs et UQldsat la structure secondaire se
réorganise en présence d’ubiquitine, la géométresie actif d’'Otu2 se présente en
conformation active méme en I'absence d’'ubiquitiN@anao et al., 2004). Cependant, une
boucle, différente de celle des UCHs, permetttaitimiter I'accés au site actif d’Otu2 et
pourrait représenter un nouveau mécanisme d’atibitron (Nanao et al., 2004). Plusieurs
OTUs sont impliquées dans la régulation de la répommunitaire, c’est le cas d’A20,
Cezanne et DUBA. A20 et Cezanne régulent négatinetaevoie NFkB (Enesa et al., 2008;
Wertz et al., 2004 et voir paragraphe Il). DUBAveliles chaines K63 de la ligase TRAF3
(Tumor necrosis factor associated receptor 3)@ime ainsi la synthése d’interferon de type
1 (Kayagaki et al., 2007).

Figure 7. Structure d’Otubain 2. Les couleurs vont

du bleu (partie N-terminale) au rouge (partie C-
terminale). La triade catalytique (Cys51; His224 ;
Asn226) est représentée sous forme de batonnets.
D’aprés Nanao et al., 2004.
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[.3.1. d) Les JAMMSs

Le domaine JAMM existe dans les trois grandes ekask vivant : les bactéries, les
archées et les eucaryotes. Cependant, les bacte&iedisposent pas d’activité protéase
d’ubiquitine et un systéme analogue de conjugaigmquitine-like n'a pas été identifié chez
les procaryotes. Ceci suggéere que les domaines JAMM adopté de nouvelles fonctions
protéases durant I'Evolution et indique que probatant, certaines protéases JAMMs
humaines ont un rdle dans d'autres processus qu& gapliquant l'ubiquitine. Un
alignement de séquence entre les 14 protéines hamabntenant un domaine JAMM montre
gue sept d’entre elles ont au moins un acide amiat parmi les acides aminés conservés
nécessaires a la stabilisation de lion?Znceci indique que ces protéines ne sont
probablement pas fonctionnelles. Ce n’est pas & dmla protéine JAMM, POH1, dont
’homologue Rpnll, chez la levure, a été trouvécemplexe avec la sous-unité 19S du
protéasome (Verma et al.,, 2002). Cette positioatégique lui permet de détacher les
polymeres d'ubiquitine K48 des protéines destin€esla dégradation. La structure
cristallographique des JAMMs n’a rien de communcesalle des protéases a cystéine car les
métallo-protéases mettent en jeu un mécanisme wblyg différent de celui des protéases a
cystéine (figure 5) (Nijman et al., 2005b).

[.3.1. €) Les MJDs

La recherche bioinformatique d’autres classes d8®¥d identifié Ataxin-3 ainsi que
quatre Ataxin-3-like protéines (Nijman et al., 206D5Des expériences vitro ont montré
gu’Ataxin-3 sauvage mais pas le mutant pour la é&yst catalytique, était capable de
déubiquitiner un substrat synthétique (Burnettlet2®03). Les similarités de séquence entre
le domaine catalytique d’Ataxin-3 et celui des astbUBs est faible mais des analyses RMN
montrent que l'arrangement globale de la triadalgatiue est conservé (Nicastro et al.,
2005 ; figure 5). L'instabilité d’'une répétition sl@ucléotides CAG (codon de la glutamine)
dans le géne codant Ataxin-3 conduit a une maladigologique héréditaire connue sous le
nom de Machado-Joseph Disease. Comme dans d'agéres a repétition de glutamines
impliqués dans des maladies neudodégénérativeqabsion de la répétition de CAG du
gene Ataxin-3 induit un mauvais repliement de latgne conduisant a la formation
d’agrégats toxiques pour la cellule (Kawaguchilgtl®94). La fonction normale d’Ataxin-3

consiste a effectuer un contréle qualité « ubigaitiépendant » des protéines (Nicastro et al.,
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2005). Il a été récemment montré qu’Ataxin-3 el-giéme ubiquitinée (Todi et al., 2009) et
gue son ubiquitination pourraient influencer sotivité de contréle qualité. Les MJDs sont
probablement apparues tard dans I'Evolution puikguéxiste pas d’homologues chez la

levure. A ce jour, on dispose de tres peu d’infdramasur leurs fonctions.

[.3.2. Régulation et spécificité des DUBs

Mises a part les UCHSs et les USPs dont la confoomatu site catalytique devient
active uniguement en présence d’ubiquitine, la @iugles DUBs sont actives dés leur
synthése. Pour éviter des réactions non spécifiquesieurs études suggerent que l'activité
de ces protéases serait régulée par divers meassiidpar exemple, la protéine JAMM,
POH1, doit étre incorporée dans une structure puééplus grande, la sous-unité 19S du
protéasome, pour étre active (Cope et al., 2002¢xibte également des co-facteurs qui
modulent I'activité des DUBs (figure 8b). C’estdas de Bre5, un co-facteur de la protéine de
levure Ubp3 qui est nécessaire a l'activité praéddJbp3 (Cohen et al.,, 2003) (la
nomenclature des « ubiquitin specific proteasediezda levure est Ubp). L’homologue
humain de Bre5, G3BP1, inhibe I'activité d’'USPibOvitro (Soncini et al., 2001) indiquant
gue les co-facteurs peuvent ou bien augmenterayurBprimer I'activité des DUBs.

(a) Régulation transcriptionnelle (b) Régulation post -transcriptionnelle
Co-facteur
q activateur
= DUB
2 & oo,
DUB Cff > Co-facteur

inhibiteur

Dégradation par le
protéasome

Figure 8. Les mécanismes de régulation des DUB&a régulation des DUBs peut se faire au niveau
transcriptionnel (a) et post-transcriptionel graades co-facteurs (Hp’aprés Nijman et al., 2005b.

De plus, certaines DUBs sont également réguléesivaau transcriptionnel (figure
8a), parfois suivant le cycle cellulaire comme tlescas d’'USP1 qui est induit durant la
phase S. USP1 déubiquitine son substrat FANCD2c@faranemia (FA) protein) dont la
mono-ubiquitination, qui est requise pour le borodéement de la phase S, doit étre éliminée
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a la fin de cette phase pour permettre la poursluiteycle cellulaire (Nijman et al., 2005a).
On a également observé que la phosphorylationUeH, CYLD, suite a une stimulation du
récepteur TNFR (tumor necrosis factor receptor)lparytokine TNIle, était nécessaire pour
obtenir I'accumulation de son substrat TRAF2 ultigai K63 (Reiley et al., 2005). La

phosphorylation permet, dans le cas de CYLD, dtiehson activité hydrolase.

Les recherches concernant les DUBs ont montré @utecomme les E3 ligases, ces
enzymes agissent chacune sur un nombre limité lokrats et de voies de signalisation. Ces
informations suggerent que ces enzymes sont tedfispes et on explique leur spécificité
par plusieurs facteurs. D’une part, en plus de deunaine catalytique, les DUBs contiennent
des domaines d’interaction protéiques qui leur pétent de cibler des substrats particuliers
(Nijman et al., 2005b). D’autre part, certaines BiJBésentent une préférence pour un type
de chaine, K48 ou K63 (Nijman et al., 2005b; Weiltal., 2004). C’est le cas, d’'UCH-L5 qui
clive différents types de chaines d’ubiquitine impées dans des liaisons isopeptidiques mais
n’hydrolyse pas les liaisons peptidiques (linéaidesdimeres d’ubiquitine vitro (Yao et al.,
2006). De méme, la DUB de levure Ubp2 clive préféetlement les chaines KGA& vitro
(Kee et al., 2005). La reconnaissance du subst&rafag donc lorsqu’il y a a la fois
reconnaissance de la protéine ciblée et reconmaissges chaines d’ubiquitine auxquelles
elle est liée. Enfin, la variation du mode d’expien et de la localisation cellulaire des DUBs

favorise leur diversité fonctionnelie vivo.

De fagcon remarquable, le nombre de ligases dépaggament celui des DUBs. Ceci
est différent des tyrosines kinases et phosphaths#des nombres sont a peu prés égaux. La
premiere explication possible serait que toutedDlE8s n'ont pas encore été identifiees ou
gue tous leurs co-facteurs, qui pourraient augnndete spécificité, n’aient pas été trouvés.
En effet, par comparaison, les sérine/thréonineadés surpassent en nombre les
sérine/thréonine phosphatases mais de nombreuacteufs fournissent une plus grande
spécificité a ces phosphatases. Il est aussi pesgite les DUBs soient moins spécifiques et
régulent en moyenne 10 fois plus de cibles qudideses. Une autre hypothese serait que
seulement une partie des protéines ubiquitinées segulées par une déubiquitination
spécifique. En effet, on peut imaginer que la ptudas protéines ciblées vers la dégradation
n'ont pas besoin d’étre déubiquitinées spécifiquanavant leur arrivée au protéasome et
peut-étre que les protéines nécessitant une régulaés fine, comme p53 (voir 1.4.4.), sont

rares. Cependant rien ne permet d’exclure qu'uriliBopi tres fin entre ubiquitination et
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déubiquitination serait nécessaire a la majorit® gletéines aussi bien pour la régulation de
leur activité que de leur stabilité.

1.3.3. Interaction DUBs/Ligases

Comme la plupart des interactions enzyme-subdasatinteractions DUB / protéine
cible sont faibles et transitoires, rendant I'idiécdtion des substrats difficile. On peut plus
facilement détecter des DUBs en complexe avecigasds qui s’auto ubiquitinent. Certaines
E3 ligases sont en effet ubiquitinées de facontdatigse par leur domaine RING et induisent
leur propre dégradation. Par exemple, la ligase RRBtimule son propre turn-over en plus
de celui de ses nombreuses cibles. La DUB USP8&asavec NRDP1, la déubiquitine et la
stabilise. Ceci suggere que l'interaction d’'une D&lic une ligase peut simplement servir a
contrer l'auto-ubiquitination de la ligase et magtuhinsi sa stabilité (Wu et al., 2004 ; figure
9a). De facon intéressante, USP7 stabilise de cedit@ére la E3 ligase ICPO du virus de
I'herpes indiquant que les virus sont capables @euwlner les DUBs de la cellule infectée
pour stabiliser leurs propres protéines (Kattentsbral., 2005).

Les interactions DUB / ligase peuvent aussi autorise régulation trés fine de la
stabilité ou de lactivation d’'un substrat. La kgapVHL (von Hippel-Lindau protein),
suppresseur de tumeur, régule la stabilité desdextde transcription HIF1 (Hypoxia-
inducible factor) impliqués dans I'angiogénese. BSkhteragit avec cette E3 et module la
stabilité de HIF1 par déubiquitination (Li et &005). Comme pVHL régule également la
stabilité d’'USP33, I'équilibre entre I'ubiquitinath de HIF1 par pVHL et sa déubiquitination
par USP33 permet un contrble tres précis de lalistatte ce facteur de transcription (figure
9b).

Parfois une ligase peut également servir d’'inteieigda une DUB et lui permettre de
reconnaitre sa cible. C’est le cas d’'Ubp2 chezVaire qui a besoin de la ligase Rsp5 pour
hydroslyser spécifiquement son substrat sans pgantinteragir directement avec lui (Kee
et al., 2005 ; figure 9c).
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(a) (b) (c)

Clivage d’'ubiquitine

P .
DUB - &y pus "":Q

i / o 1
%/Ub &?‘%ﬁ\ﬁq

Ajout d’ubiquitine

Figure 9. Les différentes interactions DUBs/Ligaseses DUBs sont souvent trouvées en interaction desc
ligases E3. Ces interactions, qui interviennenteeMRDP1 et USP8 par exemple, servent a contratofa
ubiquitination des E3 (a) ou permettent aux E3é&tpuler simultanément leur cible et la DUB agissantla

méme cible, comme dans le cas de pVLH et USP33F@)ailleurs, les interactions DUB/E3 permettardsa

comme dans le cas d’Ubp2 et Rsp5, de conférer pigfiité de cible a la DUB (c). Les activités Uipase et
Ub-protéase sont représentées respectivement péledbes noires et rougd¥aprées Nijman et al., 2005b.

I.4. Exemples de processus biologigues régulés pariquitinaiton

1.4.1. L’'Ubiquitine dans les interactions protéinesprotéines

L’'ubiquitination influence les interactions de leofeine ciblée avec ses partenaires ;
ceci représente l'une des clés pour comprendre @rhiiubiquitination intervient dans la
signalisation cellulaire. On dénombre plus de 1haioes de liaison a l'ubiquitine appelés
UBD pour « ubiquitin binding domain » (Hurley et,a2006 et Annexe 5). Les protéines
contenant un ou plusieurs UBDs peuvent ainsi igierde facon non-covalente avec des
protéines mono- ou poly-ubiquitinées. Comme l'ultigation était au départ associée a la
dégradation, le premier UBD identifié fut une saumété du protéasome S5A/RPN10 (Young
et al., 1998). Bien que les UBDs présentent deststres différentes, ils interagissent pour la
plupart avec lisoleucine (lle) 44 de [l'ubiquitinet les surfaces d’interaction varient
légerement suivant les UBDs. On a réecemment décobuwenouvel UBD, ZnF_A20 (A20
Zinc finger), qui interagit avec l'acide aspartiq(fsp) 58 de l'ubiquitine (Penengo et al.,
2006). L'affinité de I'interaction est généraleméaible (Ks>50uM) ; elle est plus forte pour
les chaines d’ubiquitine que pour les mono-Ub ekiste une large gamme d’affinité suivant
les différents UBDs (de 30nM a 500uM). Dans lesuted, I'affinité et la spécificité peuvent
étre augmentées en multipliant le nombre d’'UBDsné&graction avec la protéine ubiquitinée
ou lorsque plusieurs protéines contenant des UBBsdnt un complexe (Haglund and Dikic,
2005). Les différences structurelles entre lesrgsat’ubiquitine peuvent aussi conférer une
spécificité aux interactiong vivo entre protéines ubiquitinées et protéines contedaen

UBDs (Kanayama et al., 2004). Grace aux interastidgnamiques entre les protéines
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ubiquitinées et les protéines contenant des UBDgggeau « ubiquitine » se forme dans la
cellule. Ce réseau permet le rapprochement de ipestégui peuvent alors catalyser des
réactions pour participer a la transduction d’'ugnal. Ce concept a été largement démontré

pour la régulation des récepteurs de I'endocytose.

1.4.2. L'ubiquitination dans I'endocytose

La mono- ou la poly-ubiquitination de nombreux meeirs membranaires sert de
signal induisant leur internalisation suivie derldégradation lysosomale ou de leur recyclage
(Hicke and Dunn, 2003). Par exemple, l'ubiquitiigase Cbl induit la multi-ubiquitination de
récepteurs a tyrosine kinase activés, assurantlaursciblage vers les lysosomes (Haglund et
al., 2003). Par ailleurs, de nombreux régulatewd’ehdocytose possedent des UBDs qui
interagissent avec les mono-Ub et sont requis [@tir endosomal des cargos constitués de
protéines ubiquitinées (Hicke and Dunn, 2003). Clescas de Rabex-5, un échangeur de
GTPase essentiel pour I'activation de la GTPasé&Rabréegule la fusion des endosomes. En
cas d’activation, les récepteurs a I'EGF (Epider@abwth Factor) (EGFR) sont mono-
ubiquitinés et recrutent Rabex5 via leur mono-Ubn@hgo et al., 2006). Des études montrent
que Rabex-5 contient deux UBDs différents : MIU fifnanteracting with ubiquitin) et
ZnF_A20, qui interagissent avec l'ubiquitine pantérmédiaire de deux résidus différents
lle44 et Asp58 (Penengo et al.,, 2006). Rabex5 est ccapable d’interagir avec deux
ubiquitines a la fois et réciproquement deux pragei Rabex5 peuvent interagir avec une
seule et méme ubiquitine (Penengo et al., 2006)c &outer encore en complexité, la plupart
des régulateurs endocytaires contenant des UBDOisesrmémes mono-ubiquitinés et leur
attachement a une mono-Ub inhibe leur capacité diesea des cargos de protéines
ubiquitinées. Une explication possible serait cpue IUBD interagit avec leur propre mono-
Ub les empéchant alors de reconnaitre d’autregipes ubiquitinées (Hoeller et al., 2006).

Les DUBSs sont également impliqguées dans I'endoeyéodifférents niveaux. Chez la
levure, la DUB Doa4 recycle l'ubiquitine au nivedas endosomes tardifs pour éviter sa
destruction. L’inactivation de Doa4 induit la diration des réserves en ubiquitine libre ce qui
interfere avec de nombreux processus dépendantubliguitine. La plupart des défauts
induits par I'extinction de Doa4 sont restaurés lfggout d’ubiquitine (Swaminathan et al.,
1999). Le plus proche homologue humain de DoaJ88t18 dont la fonction fait débat. Alors
gu'’il est clair que dans des cellules stimuléesliiBF, USP8 interagit avec les EGFRs et

clive leur mono-Ub, le groupe de Komada montre aedte déubiquitination retarde
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l'internalisation et donc la dégradation des EGBARiuno et al., 2005), tandis que le groupe
de van Leeuwen montre qu’au contraire la déubioplitbn des EGFRs par USP8 favorise
leur dégradation (Alwan and van Leeuwen, 2007). Basles complémentaires seront
nécessaires pour mettre un terme a la controv@@gours concernant la régulation des
EGFRs, McCullough et ses collaborateurs ont mogtre la protéine au domaine JAMM,
AMSH (associated molecule with the SH3 domain ofABI), interagit avec les EGFRs
ubiquitinés au niveau des endosomes, induit leunbidéitination et empéche leur
dégradation. Cette DUB contrebalancerait ainsifdiefde la ligase Cbl en retardant la
dégradation des récepteurs a 'EGF, favorisantriecyclage et modulant ainsi le signal EGF
(McCullough et al., 2004).

Ainsi, l'ubiquitination constitue un signal autai# le contrdle du trafic intracellulaire
des récepteurs aussi bien que la régulation deatsiuité modulant de cette facon, la qualité,

l'intensité et la durée du signal.

[.4.3. L'ubiquitination dans le noyau

1.4.3. a) Chromatine et cellules souches

Les cellules souches sont maintenues dans uméitérencié grace a un ensemble de
signaux provenant des tissus environnants (Morrignd Spradling, 2008). Au sein des
cellules embryonnaires ainsi que pendant la difiéegion des cellules souches, les
changements d’état sont contrélés au niveau dehtan@tine par la compaction des
nucléosomes et les modifications chimiques deoinést (Spivakov and Fisher, 2007). Ces
modifications incluent la méthylation, I'acétylatiola phosphorylation et I'ubiquitination.
Les genes du groupe Polycomb (PcG) et du groupleofaix (TrxG), identifiés pour leur role
dans la régulation « chromatine dépendante » dassgBoméotiques chez la drosophile,
agissent sur la méthylation des histones au nidesupromoteurs de leurs génes cibles. En
particulier, ils participent a la méthylation K4 oK27 de [I'histone H3 induisant
respectivement, I'activation ou la répression dérdascription des genes impliqués dans la
différenciation.

Récemment, de nouvelles enzymes du « systéme tibauiagissant sur les histones
se sont révélées impliquées dans la différenciati®ar exemple, la ligase RING1B
appartenant au complexe PRC1 (Polycomb repressivglex 1), mono-ubiquitine H2A, ce

qui induit la répression de génes par le groupe &grmet le maintien de cellules souches
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(Stock et al., 2007). Au contraire, chez la levBreerevisiae, la mono-ubiquitination de H2B
par 'enzyme de type E2, Rad6, en association lEvkgase Brel (Hwang et al., 2003) induit
la méthylation K4 de H3, modification qui, chez arganisme pluricellulaire, participe a la
différenciation. Un homologue de Brel a été idé@atithez la drosophile et son rble dans
l'ubiquitination de H2B est conservé (Bray et &005). Réciproquement, on connait
également la DUB impliquée dans la déubiquitinatierH2B chez la drosophile. Il s’agit de
’lhomologue de la protéine humaine USP36, Scrawifactivité catalytique de cette USP sur
H2B permet la répression de I'expression de gemetiqués dans la différenciation cellulaire
(Buszczak et al., 2009) et cette fonction la resgkatielle dans maintien des cellules souches.
Plus généralement, les études concernant la régulaies histones par l'ubiquitination
révelent des roles importants de I'ubiquitine di@nsoyau, incluant initiation ou répression de

la transcription, élongation et réparation de 'ADMIr paragraphe suivant).

1.4.3. b) Réparation de 'ADN

Le facteur de réplication de 'ADN, PCNA (Proliféiray cell nuclear antigen), forme
un étau qui entoure I'ADN durant sa réplication i@tska et al., 2004). Deux types de
modifications par 'ubiquitine déterminent quellpslymérases a ADN se lient & PCNA et
guel type de réparation a lieu. La mono-ubiquitorade PCNA sur la lysine 164 induit une
réparation « avec erreurs » alors que l'attacherdenthaines K63 sur cette méme lysine
induit une réparation « sans erreur » (Hoege e2@02; Stelter and Ulrich, 2003). De facon
intéressante, la lysine 164 est aussi sumoylé&aisan de la protéine Ub-like, SUMO (small
ubiquitin-like modifier), sur PCNA et impliguée dafa synthése normale de ’ADN durant la
phase S (Hoege et al., 2002). Ainsi la méme lysineit trois modifications différentes.
Friedberg et al. ont proposé un modele selon lequelodification de la lysine 164 de PCNA
par une mono-Ub ou une chaine K63 régulait respatient le recrutement d'une
polymérase a faible fidélité nécessaire pour rearédipidement a une lésion de 'ADN ou
celui d’'une polymérase haute fidélité utile durantéplication normale de 'ADN (Friedberg
et al., 2005).

1.4.4. L'Ubiquitination dans la transduction du signal

En cas de stress génotoxique tel que des lésiBADBI, le facteur de transcription
p53, « gardien du génome », peut induire I'arrétyltle cellulaire, la réparation de 'ADN ou
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'apoptose (Meek, 2004), empéchant ainsi I'appamitde cancers. Ce role essentiel est
confirmé par le fait que son activité est perturbéeméme absente dans plus de 50% des
cellules tumorales humaines (Pavletich et al., 198&ns les cellules normales, p53 est
maintenu a un niveau basal dans une forme lat¢mtst stabilisé rapidement en cas de stress.
L’'ubiquitine ligase Mdm2 (murine double minute-2ng¢ induit la dégradation de p53 en lui
associant des polymeéres d’ubiquitine K48 (Hondal.etL997), ce qui permet de maintenir le
niveau de base de p53. Mdm2 induit également spreprdégradation qui est contrée par
l'activité d’'USP2. En effet, USP2 stabilise la lggaen lui 6tant ses polyméres d’ubiquitine
K48. En revanche, USP2 n’agit par sur p53 (Stewveesal., 2007). La surexpression d’'USP2
induit ainsi une accumulation de Mdm2 et donc lgrdéation de p53. USP7 est également
connue pour son implication dans la régulation 88.@.es premiers rapports sur le role
d’'USP7 dans la voie de régulation de p53 ont étéradictoires. Dans leur premier article,
I'équipe de Gu a montré qu'USP7 interagit avec p&38léubiquitine, et induit sa stabilisation
(Li et al., 2002). Les auteurs ont suggéré qudiVaé hydrolase d’'USP7 s’oppose a l'activité
ligase de Mdm2. Cependant, les travaux suivantsranttré qu’'USP7 est plutdt impliquée
dans la déubiquitination et la stabilisation de MdfCummins et al., 2004). De facon
spectaculaire, la suppression de l'activité d’'USRr knock-out, ou par RNAI, induit la
stabilisation de p53 et I'apoptose p53-dépendabtemfmins et al., 2004). La déubiquitinase
USP7 se présente donc comme un régulateur tregtampale la voie p53, a tel point que
dans une publication du magaziBeience elle a été nommée « l'arbitre final de p53 »
(Wood, 2002). Jusqu’a récemment l'ubiquitination pB3 par Mdm2 était considérée
seulement comme un moyen de réguler sa stabiliié des études ont montré que Mdm2
jouait également sur l'activité de p53 (Couttslet2009). Effectivement, Mdm2 est capable
de mono-ubiquitiner p53 sur plusieurs lysines depadie C-terminale ainsi que de son
domaine de liaison a '’ADN et cette multi-ubiquation induit I'export de p53 vers le

cytoplasme en cas de stress cellulaire (Couttls, 099).

|.4.5. Ubiquitination et acétylation : des signauxcontradictoires ?

Comme I'association d’ubiquitine s’effectue sur Ilgsines des protéines ciblées, cette
réaction peut interférer avec les fonctions ceitata dépendant des autres modifications
chimiques de ces résidus telles que la méthylaidacétylation ou des modifications faisant

intervenir des protéines proches de l'ubiquitingeseque la sumoylation ou la neddylation
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(Sadoul et al., 2008). Prenons I'exemple de I'daépn. Cette modification réversible est
catalysée par les « histone acetyltransferase®¥gHqui transférent un groupe acétyle sur
une lysine de leur substrat, et les « histone dglases » (HDACSs) qui catalysent la réaction
inverse. La modification d’'une lysine par un growgoe&tyle rendant ce résidu inaccessible a
l'ubiquitine, la plupart des exemples de la littara impliquent I'acétylation dans la
stabilisation de protéines (Sadoul et al., 200&ci@st vrai pour Smad7, une protéine qui
régule négativement les voies du T@Rransforming growth factor) (Nakao et al., 19974.
déacétylation de Smad7 par HDAC1 induit son ubigaiion et sa dégradation par le
protéasome (Kume et al., 2007). Cependant, I'aatityl par une acétyltransférase peut aussi
provoquer la dégradation du substrat. Le facteuratescription HIF1 est acétylé par ARD1
(Arrest-defective-1) ; cette modification augmeaieson interaction avec la ligase pVHL et
en conséquence favoriserait son ubiquitination atdegradation (Jeong et al.,, 2002).
L’acétylation peut donc empécher ou induire I'uliiipation d’'un substrat.

L’équilibre entre acétylation et ubiquitination peaussi étre régulé par une méme
enzyme. Par exemple, l'acétyle transférase p30dQayticipe a I'acétylation de p53 en cas de
dommage a 'ADN (Grossman, 2001), dispose égalemiienie activité ubiquitine ligase qui
lui permet de prolonger des polyméres d’ubiquinpartir de mono-Ub associé a p53 par
Mdm2 (Grossman et al., 2003). L'acétyltransféra880ps’ajoute ainsi a la longue liste des
régulateurs de p53 et témoigne du lien étroit eatedylation et ubiquitination.

Alors que plusieurs HATs possedent une activitdsgg HDAC6 est la premiére
déacétylase disposant d’'un domaine de liaisonkaquitine. HDAC6 possede un ZnF-UBP
(Zinc finger ubiquitin binding domain) ayant unédrforte affinité (60nM) pour les mono-Ub
ou les polymeres d'ubiquitinéSeigneurin-Berny et al., 2001). Ceci permet a HBAC
d’interagir avec des agrégats de protéines maléeplet ubiquitinées et de les transporter
vers les agrésomes, structures qui protegent laleatn cas d’accumulation de protéines
anormales ou endommagées (Johnston et al., 1998pribrité prises en charge par le
protéasome, ces protéines deviennent difficilemadgradables par celui-ci lorsqu’elles
s’agrégent. C’est a partir de ces agrégats querseeht les agrésomes dont I'élimination,
probablement par autophagie (lwata et al., 200&) requise pour la survie cellulaire. Des
mutations de HDAC6 dans son domaine ZnF-UBP ouédlgiase empéche la formation des
agrésomes suggérant que les deux fonctions de HAGBNEcessaires pour I'élaboration de

ces structures (Kawaguchi et al., 2003).

-21 -



Introduction L’'ubiquitination dans la signalisa cellulaire

Ainsi, ubiquitination et acétylation entretiennatds relations complexes : ces deux
systemes de signalisation peuvent aussi bien aesirréles antagonistes que coopérer pour

assurer une méme fonction cellulaire.

Ces exemples montrent a quel point l'ubiquitinatest partout dans la cellule : elle
intervient a tous les niveaux, des récepteurs efac®l jusqu’aux complexes régulant la
transcription et la réparation de I'ADN dans le aoyainsi que sur de nombreux
intermédiaires de la signalisation. Par conséquentyauvais fonctionnement des enzymes

régulant les modifications par 'ubiquitine estpessable d’'un grand nombre de pathologies.

[.5. Implication de 'ubiquitination dans des pathdogies humaines

I.5.1. Implication de 'ubiquitination dans le cancer

On trouve dans la signalisation cellulaire de naukrexemples illustrant le lien entre
ubiquitination et cancer. C’est le cas de la réguhade p53 par Mdm2, USP2 et USP7 qui
met en évidence le rdle potentiel de la balancequitnation/déubiquitination dans
I'apparition d’un cancer.

Par ailleurs, certaines mutations de protéines slystéme ubiquitine » sont associées
a des cancers. Prenons le cas de la ligase BRCdésl niitations dans le domaine RING de
BRCAL induisent une prédisposition génétique awceadu sein et de I'ovaire (Miki et al.,
1994). BRCA1 forme un dimére avec une autre E3, BARet ce complexe présente une
activité de ligasén vitro (Brzovic et al., 2003). De plus le complexe BRCBARD1 lie plus
facilement des polymeéres d’ubiquitine & son subsina BRCAL1 seule. Le groupe de Klevit a
montré que plusieurs des mutations impliquées Baps2disposition au cancer induisent une
diminution de l'activité E3 ligase du complexe BROBRADL1 résultant de la perturbation
de la formation de I'hétérodimere ou de l'altératdu domaine RING de BRCA1 (Brzovic et
al., 2001).

1.5.2. Exploitation du « systeme ubiguitine » parés virus

Les virus utilisent des mécanismes habiles poucefoleur hote a faciliter leur

propagation. La modification de protéines par ubigation durant les infections virales
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permet au virus de se répliquer et d’échapper ré@danse immunitaire. Par exemple, deux
protéines du virus HIV (Human Immunodeficient Virud/if et Vpu (viral protein U),
interagissent avec des ubiquitine ligases pour pesureur activité et promouvoir
l'ubiquitination de protéines de la cellule infeetéVif interagit directement avec une
déaminase cytidine ABC3G et facilite sa dégradapianle protéasome (Sheehy et al., 2003).
En l'absence de Vif, ABC3G empéche la réplicatiom vrus (Harris et al., 2003).
L’'immunoprécipitation de Vif dans une lignée cedlué, issue de lymphocytes T, infectée par
le HIV a démontré que Vif interagit avec un comgeontenant I'ubiquitine ligase RBX1
(Yu et al., 2003). Ce complexe est capable d’uliiggtiin vitro la protéine ABCG3 purifiée a
partir de cellules transfectées (Kobayashi et 2005), ce qui permettrait d’induire sa
dégradation.

Par ailleurs, le récepteur CD4, situé a la surideecertaines cellules T est régulé
négativement par Vpu (Willey et al.,, 1992). CommB4Cest un co-récepteur favorisant
I'entrée du virus HIV dans les cellules T, sa rétjoh négative permettrait d’optimiser la
réplication du virus en bloguant I'entrée de visupplémentaires (Willey et al., 1992). La co-
expression de Vpu et de CD4 dans des cellules lHedidtent en la dégradation de CD4 par
le protéasome (Schubert et al., 1998). Le groupReath@rous a montré, par un criblage double
hybride, que Vpu interagit avec la protéigdrCP @-transducin repeat containing
protein) appartenant au complexe E3 ligase BUEGP (Skpl-CUL1-F-box ligase containing
the F-box proteinpTrCP) et que le complexe V@IrCP induit l'ubiquitination et la
dégradation de CD4 (Margottin et al., 1998).

I.5.3. L’'ubiquitination dans les maladies neurodégéératives

Comme cela a été mentionné dans les paragraphksd)3et €), des mutations dans
les genes dWCH-L1 ou d’Ataxin 3conduisent a des pathologies neurodégénérativegh@
et al., 2008). Un autre exemple est celui de lméjuvénile autosomale-récessive de la
maladie de Parkinson. Dans cette pathologie, ddations dans le géne codant l'ubiquitine
ligase PRKNZ2 (parkin) induisent une altération de activité ligasen vitro (Shimura et al.,
2000) suggérant que I'accumulation de ses subgimatgaient contribuer au développement

de la maladie.
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I.5.4. L'ubiquitination dans l'inflammation et I'on cogénése

Des mutations dans le gene codant la protéine drgimatosis (CYLD), un
suppresseur de tumeur, sont responsables du syadyamporte le méme nom et qui se
traduit par la formation de tumeurs de la peaurfBliget al., 2000; Bowen et al., 2005). Des
mutations de CYLD sont également associées a faafiion de tumeurs dans le syndrome de
Brooke—Spiegler ou de la maladie MFT (multiple feahitrichoepithelioma) (Bowen et al.,
2005; Burrows et al., 1992). Bien qu’a l'originescmaladies aient été identifiées comme
distinctes, des études tendent & monfrgelles représentent des variations phénotypiques
d’'une méme pathologie (Poblete Gutierrez et alQ220La partie C-terminale de CYLD
contient un motif catalytiqgue témoignant de sonaafgmance a la famille des USPs. CYLD
clive les chaines K63 associées aux protéines TRARAF6 et NEMO (NFR<B essential
modulator) des voies NkB (Brummelkamp et al., 2003; Kovalenko et al., 200@mpouki
et al., 2003) et participe ainsi a la régulatiomat&ve de ces voies de signalisation. La
réduction ou I'absence d’activité de CYLD autorisetivation prolongée des voies NéB,
ce qui induit une inflammation constitutive, actiairésistance a I'apoptose et donc participe
a la formation de tumeurs (Brummelkamp et al., 200&tude de 25 familles atteintes par le
syndrome révéle que 21 d’entre elles présententmddations induisant I'altération ou la
troncature de la partie C-terminale de CYLD abalisainsi son activité catalytique. Ceci
suggere un lien entre la maladie et la perte agiVigé catalytique de CYLD.

Deux autres DUBs participent a la régulation négaties voies NkB, il s’agit
d’A20 et Cezanne, deux protéines de la famille OARO est capable d’hydrolyser a la fois
les chaines K48 et KG8 vitro mais devient spécifique des chaines K68ivo. De plus, A20
dispose d'une activité ligase dans son domainenc finger » capable d’assembler des
polymeéres d’ubiquitine K4& vitro dans des cellules transfectées (Wertz et al., 202D
agit donc comme inhibiteur des voies NB-en retirant les chaines K63 (activatrices) du
Tumor necrosis factor (TNF) receptor interactingtpin RIP1 (Receptor interacting protein
1), et ensuite lui assemble des chaines K48 graiapht sa dégradation et donc I'inactivation
de la voie (Wertz et al., 2004). A ce jour, des atiohs d’A20 sont impliqguées dans des
maladies inflammatoires (Musone et al., 2008) at abncers (Novak et al., 2009). De plus,
les souris mutantes pour A20 développent des imflations séveres et sont hypersensibles
au lipopolysaccharide (LPS) et au T®Factivateurs des voies N, et meurent
prématurément étant donnée leur incapacité a réptiactivation des facteurs NikB (Lee et
al., 2000).
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|.6. Recherche de cibles thérapeutiques parmi lesgtéines du « systéme ubiquitine »

Les exemples précédents montrent que les dysfometioents des protéines
impliquées aussi bien dans l'ubiquitination que sdéhydrolyse des liaisons a l'ubiquitine
sont associés a une grande variété de maladiesifesn&’est pourquoi ces enzymes sont
particulierement intéressantes en tant que cibEspeutiques potentielles.

1.6.1. Inhibition du protéasome : un traitement corre le cancer ?

Pour l'instant, la sous-unité 26S du protéasomelaesieule cible thérapeutique du
« systeme ubiquitine » ; elle est inhibée par unlioanent nommé Velcade, commercialisé
depuis 2003. Velcade est un dérivé d’acide boraniqui permet l'inhibition réversible de
l'activité de digestion « chymotripsine-like » duwopéasome (Nalepa et al., 2006). Il est
efficace dans le traitement de certains cancerso@mment dans le myélome multiple
(Chauhan et al., 2008). De nombreuses compagn@snplseutiques tentent de développer
des inhibiteurs du protéasome plus puissants quieat¥e Cependant, linhibition du
protéasome s’est avérée relativement toxique dueanéssais cliniques ; ceci indique qu'il
serait peut étre plus efficace d’inhiber des cilples spécifiques (Chauhan et al., 2005).

1.6.2. Ciblage des enzymes de type E1 et E2

Cibler les «activating enzyme » E1 permettrait biequer tout le systeme
d’ubiquitination, ce qui est encore moins spéciiqque d’inhiber le protéasome. De plus,
inactiver les E1 entraine l'arrét du cycle celltgafFinley et al., 1984). Cibler ces enzymes
semblent donc a priori un choix risqué. Cependam, équipe a recherché des inhibiteurs de
E1l et a mis en évidence une molécule intéressaRéR-41. Cette inhibiteur induit
préférentiellement I'apoptose dans des cellulesstoamées exprimant la forme sauvage de
p53 en empéchant sa dégradation (Yang et al., 2003)urrait donc étre un nouvel agent
thérapeutique contre le cancer dans le cas ou pbd®résent. De plus, PYR-41 bloque
également l'ubiquitination de TRAF6 et cellewd (inhibitor of xB), I'inhibiteur de NF«B,
empéchant sa dégradation et inactivant ainsi lessMgF«B. Il pourrait donc servir d’agent
anti-inflammatoire appliqué localement.

Certains groupes pharmaceutiques misent sur lagahlles « conjugating enzymes »

E2. Comme ces enzymes interviennent dans unerpporiante du processus d’ubiqutination,
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a travers leur activité enzymatique, elles poumaédre des cibles intéressantes. Cependant,
ces protéines disposent d'un cceur enzymatiquectnéservé et ne possedent pas de poches

catalytiques clairement définies ce qui rend ldeeche d’inhibiteurs difficile.

1.6.3. Vers des cibles plus spécifiques : les ubitjues ligases E3

De part la complexité de la réaction d’ubiquitinatiet 'absence de poche catalytique
permettant la liaison de petites molécules, trowdes inhibiteurs des E3 constitue un réel
défi. Néanmoins, les recherches visant a faire Ei2digases des cibles thérapeutiques se
poursuivent et certains résultats ont été obtemwmdas régulation de p53. Deux types de
stratégies ont été employées pour inhiber spéeifiggnt I'interaction Mdm2 / p53. Se basant
sur la structure de cette interaction, certainesistries pharmaceutiques ont développé des
petites molécules, comme Nutlin, RITA, MI-63 et 95, pour bloquer 'interaction entre la
ligase et son substrat (Yang et al.,, 2009). Letetnaént de cellules avec ces molécules
entraine I'accumulation de p53 et la mort des tedldumorales en culture. Certains de ces
inhibiteurs empéchent la croissance de tumeurs desisouris nudes et sont bien tolérés par
les animaux. Des essais cliniques pourraient éablisés prochainement (Yang et al., 2009).
La seconde stratégie consiste a inactiver 'aéiligase de Mdm2. L’équipe de Jensen a
recherché des inhibiteurs de 'auto-ubiquitinata® Mdmz2in vitro. Leur crible a identifié
une famille de composants, incluant HLI98, qui eam@dl’'ubiquitination de p53 par Mdma
vitro et en cellules (Yang et al., 2005). Cependantcoegposants ne sont pas suffisamment
solubles pour étre test&svivo. Récemment, un homologue plus soluble de HLI9@biteur
de Mdm2 a été caractérisé (Kitagaki et al., 200&era intéressant de le testervivo pour
sonder son effet anticancéreux dans des animaugle®dEncore une fois, ces inhibiteurs ne
peuvent étre efficaces que dans les cancers ognkep§3 est présent, ce qui n'est pas le cas
dans de trés nombreux cancers (Pavletich et &3)19

Contrairement aux ubiquitines ligases, les DUBs wmtmécanisme d’action plus
simple et une poche catalytique capable de ligradites molécules. La société Hybrigenics a
récemment découvert plusieurs petites moléculeabtep d’inhiber USP7 et USP8 et qui

pourraient avoir des applications en oncologier(3&t, 2008).
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Figure 10. Représentation de différents types d'inbiteurs du « systéme ubiquitine » Représentation des inhibiteurs

bloquant les E1 (PYR-41), I'activité catalytique Mlelm2 (HLI98), I'interaction Mdm2/p53 (Nultin, RITAMI-63 et Syl-
155) ou la dégradation par le protéasome (Velc&laprés Yang et al., 2009.

1.6.4. Stratéqgie d'identification d’inhibiteurs de DUBs.

Il existe a ce jour des inhibiteurs du site catgly des USPs et UCHSs tels que
'ubiquitine aldéhyde (Hershko and Rose, 1987) naaisun inhibiteur spécifique d’'une ou
d’un petit nombre de DUBs n’a encore été décou@stnme pour les ligases, deux stratégies
sont envisageables : inhiber I'activité enzymatigies DUBs ou empécher leur interaction
avec leur substrat. Pour cela il faut disposer desbmoyens de détection de l'activité
enzymatique des DUBs. Les techniques courammels$éais reposent sur le clivage de
fusions linéaires d’ubiquitine qui peuvent étredarbes en bactéries (liaison Ub-glutathione
transférase par exemple (Baker et al.,, 1994)) mthstisées chimiquement (tétrameres
d’'ubiquitine). Ces essais nécessitent d’analyser peoduits de la réaction sur gel
d’acrylamide ce qui et laborieux et couteux. PAdT5 (high-throughput screening), on peut
utiliser un substrat fluorescent comme I'Ub-AMC (@tamino-4-méthylcouramine) qui
mime la partie C-terminale de l'ubiquitine (Dangatt 1998). L'AMC fluoresce lorsqu’il a
été détaché de l'ubiquitine. L'inconvénient de ilisation de I'Ub-AMC est qu’il est
difficilement hydrolysable par la plupart des USBs. plus, la longueur d’onde d’excitation
de 'Ub-AMC se situe dans l'ultra-violet (340nm) etcite également les cycles aromatiques

des acides aminés ce qui donne lieu & 20% de fasitifp (Tirat et al., 2005). Le FRET
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(fluorescence resonance energy transfert) a égatemie développé pour réaliser des
criblages HTS (Horton et al., 2007). Dans ce cassubstrat consiste en une YFP (yellow
fluorescent protein) fusionnée avec l'ubiquitine martie N-terminale et une extension C-
terminale contenant une cystéine associée a uneatienterbium. En présence d'une DUB la
partie C-terminale contenant le terbium est clivdequi résulte en une diminution du signal
de fluorescence. L'utilisation du FRET demande mestifs et un équipement particuliers et
est difficile a adapter en plaques multi-puits.

Ces procédés de recherche d’inhibiteurs font iet@irndes substrats trés éloignés des
cibles physiologiques de la plupart des isopepéislag'est-a-dire des mono- ou poly-Ub
attachées a une protéine. L’équipe de Goldenbedéyeloppé un substrat plus physiologique
sur la base de I'observation selon laquelle la stugdes USPs qui hydrolysent des chaines
isopeptidiques sont également capables de cliverfudlgons linéaires d’ubiquitine en partie
N-terminale d’'une protéine. Ceci permet l'utiligatide protéines qui requiérent d’avoir leur
partie N-terminale libre pour étre actives. C'estés de la phospholipase (RLA,) qui doit
avoir sa partie N-terminale libre pour cliver leBoppholipides (Goldenberg et al., 2008).
Quand PLA est fusionnée avec une ubiquitine dans sa partiermiinale, elle est inactive.
En présence d’'une DUB, l'ubiquitine est clivée deértie N-terminale de PLAgui devient
alors active sur son substrat. En utilisant un sabgui devient fluorescent lorsqu'il est clivé
par PLA, on peut suivre l'activité catalytique des DUBse @st présente une bonne
sensibilité due au couplage des activités catalggsgdes DUBs et de PLADe plus, la
longueur d’onde des rayonnements émis par lesrsihste PLA perturbe moins les acides
aminés que dans les expériences avec I'Ub-AMC.yS@&m®e devrait permettre de découvrir
rapidement des inhibiteurs efficaces et spécifigieeshacune des DUBs (Goldenberg et al.,
2008). Cependant, il faut garder a I'esprit queveot I'activité catalytique d’une DU
vitro ne refleéte pas son activiié vivo comme c’est le cas pour A20 et CYLD (Kovalenko et
al., 2003; Massoumi et al., 2006; Trompouki et2003; Wertz et al., 2004).

Par ailleurs, des ARN interférents inactivant uangk nombre de DUBs ont été utilisés
avec succes pour réaliser des cribles cellulaieenv a identifier la fonction des DUBs dans
différentes voies de signalisation (Brummelkammlet2003; Nijman et al., 2005a; Zhao et
al., 2009). Ce genre de crible devrait permettnresdan premier temps, dans le cadre de la
recherche fondamentale, d'identifier les fonctipuss les substrats de ces protéases et dans

un deuxieme temps, d’autoriser la recherche d’itduios spécifiques de leurs interactions.
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En conclusion, le « systeme ubiquitine » fait letbjle nombreuses recherches visant
le développement de cibles thérapeutiques. Cegamuiistries pharmaceutiques développent
des inhibiteurs peu spécifiques, ciblant le praifss ou les enzymes de type E1 ou E2. De
tels inhibiteurs ont fait leurs preuves : Velcadei inhibe le protéasome, est efficace contre
certains cancers ; les inhibiteurs d’E1 induisergfé@rentiellement la mort des cellules
transformées, indiguant que ces cellules sont gdnsibles a une perturbation du « systeme
ubiquitine ». D’autres laboratoires tentent de tEwmeer des molécules plus spécifiques
inhibant les ligases E3 ou les DUBs. Comme le neohiglentification de petites molécules
inhibant l'interaction entre Mdm2 et p53, cetteatdgie pourrait s'avérer efficace d'ici les

prochaines années.
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Il. L'ubiquitination dans la signalisation NF-kB

I1.1. Les voies NFxB dans la signalisation cellulaire

Les protéines de la famille NEB (Nuclear factor kappa B) sont des facteurs de
transcription. lls sont connus pour leur implicatiadans la réponse immunitaire et
linflammation ; ils jouent aussi un réle importadans la prolifération cellulaire et la
régulation de I'apoptose (Chen, 2005). Les fact®&lifscB sont activés par des stimuli trés
variés : bactéries, virus, stress oxydant, cytakimdlammatoires... Dans des conditions
normales, ils sont capables d’'induire une répodsgptée a diverses agressions et participent
a la bonne santé de I'organisme. En revanche,risgdiation des voies NkB peut entrainer
de graves conséquences telles que des maladiasimétoires (asthme, arthrite rhumatoide)
(Perkins, 2000), le développement ou la progresdeonancers (Courtois and Gilmore, 2006)
ainsi que certaines maladies neurodégénerativeBs¢®i and Huang, 2005). Dans ces
pathologies, NReB présente une activité constitutive conduisantna surexpression des

genes cibles.

Ces facteurs de transcription sont présents dansajarité des cellules sous forme
inactive ; leur activation entraine des réponsesabkes suivant le contexte cellulaire
(Perkins, 2000). Il s’agit de facteurs de trangmipdimériques constitués de membres de la
famille Rel tels que REL-A (aussi connu sous le r@p65), c-REL, REL-B, p50 et p52 (Li
and Verma, 2002). Tous les facteurs RB-€ontiennent un domaine REL fortement conservé
responsable de la liaison a 'ADN, de la dimérmatide la translocation nucléaire ainsi que
de l'interaction avec les protéinesBl (inhibitor of kB). En I'absence de stimulation, les
facteurs NF<B sont maintenus dans le cytoplasme par leur itéibilkkB ou sont présents
sous forme de précurseurs inactifs (p100). Lesépres kB, incluant kBa, B ete, se lient
aux facteurs NReB via un domaine répété d’ankyrine et bloguentiaiegr translocation
nucléaire et leur activité transcriptionnelle. Lartee C-terminale de p105 et p100 contient
aussi un domaine répétéB-like d’ankyrine qui doit étre dégradé pour géméee sous-unités
REL matures, respectivement p50 et p52. Les vagesighalisation NRkB sont classées en
voies canonique ou non-canonique selon le moddididion impliquant soit la dégradation
de kB et de p105 (canonique) soit la maturation de p{@® canonique) (Pomerantz and
Baltimore, 2002 ; figure 11). Dans la voie de slg@aion canonique, principale voie

d’activation de NFRe¢B, les facteurs de transcription sont activés es danfection
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microbienne ou par des cytokines pro-inflammatoipas I'intermédiaire des récepteurs
TNFR (tumor necrosis factor receptor), TLRs (takel receptors) ou du récepteur IL-1R
(récepteur a interleukine-1). La liaison du ligapak ces récepteurs induit I'activation du
complexe IKK (kB kinase) formé de deux sous unités catalytiqudsallet IKKp et d’'une
sous unité régulatrice NEMO (NEB essential modulator, aussi appelé {KKDes études
génétiques ont montré que IiRKnais pas IKK phosphoryle I'inhibiteurdB sur deux sérines
in viva. Cette double phosphorylation induit 'ubiquitiroat K48 de kB et sa dégradation par
le protéasome (Chen et al., 1995), libérant aiesiimere de facteurs NEB constitué de
REL-A et p50.

Voie canonique Voie non canonique

TNFR 7 TLR/IL1-R

@000 chaine dUb
K48

® phosphate

Figure 11. Voies d’activation canonique et non camique des facteurs NF«B. Dans la voie canonique
d’activation des facteurs N&B (a gauche), la stimulation des récepteurs TNFERSTou IL-1R par leurs
ligands respectifs active les protéines TRAFs (TNiSRociated factors). Ceci entraine I'activatioadkinase
TAK1 qui phosphoryle IKK. IKKB phosphoryle ensuite l'inhibiteurkB ce qui résulte en sa poly-
ubiquitinaiton K48 par le complexe ligase SERCP (Skpl-CUL1-F-box ligase containing the F-boatgin
BTrCP @-transducin repeat containing protein)) et condugta dégradation par le protéasome. Ceci libére le
dimére de facteurs NEB, p50 et REL-A, qui entrent dans le noyau pouivactia transcription de leurs génes
cibles impliqués dans I'immunité, I'inflammation lat survie cellulaire. Dans la voie non canonigaeli(oite),
un sous ensemble de récepteurs de la superfamBlerNFRs, incluant le récepteur des cellules B, BRF
active la kinase NIK qui phosphoryle Ikkqui, a son tour, phosphoryle le précurseurd®;100. Celui-ci est
alors ubiquitiné K48 par le complexe ligase SOFCP et est partiellement dégradé pour donner saefo
mature p52. p52 et son partenaire RELB sont alarssboqués dans le noyau et activent la synthédeudse
génes cibles impliqués notamment dans la maturdgsrcellules BD’aprés Chen, 2005
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La voie de signalisation non canonique existe gralement dans les lymphocytes B
ou T et s'active en réponse a la stimulation da kles récepteurs de la superfamille des
TNFRs tels que BAFFR ou CD40. La stimulation de r@eepteurs active la protéine kinase
NIK qui a son tour active IKK. IKK a phosphoryle p100 sur deux résidus sérine de s$i par
C-terminale conduisant a la dégradation sélecteseah domainexB-like par le protéasome
(Xiao et al., 2001). La sous-unité mature p52 et gartenaire REL-B sont alors transloqués
dans le noyau pour réguler I'expression de leunegeibles.

L’ubiquitination joue un réle crucial dans les wide signalisation canonique et non
canonique de NkB agissant aussi bien comme signal d’activation deedégradation
(paragraphe I1.2. et 11.3.).

I1.2. Réqulation « dégradation » dépendante des @8 NFxB

L’'ubiquitination de kB est réalisée par une E2 de la famille des Ubddaiquitin
conjugating enzyme 4 ou 5) (Chen et al., 1995)sso@ation avec le complexe ligase SCF-
BTrCP (Skpl-CUL1-F-box ligase containing the F-bawtein BTrCP @-transducin repeat
containing protein)) (Margottin et al., 1998). Deppotéineg3 TrCPs sont impliqguées dans ce
processusiTrCP1 et TrCP2. Leur fonction sont redondantes car la datétie I'une d’elles
dans des souris n'empéche que partiellement laadaton de #Ba (Guardavaccaro et al.,
2003).pTrCP1/2 se lie spécifiquement, par I'intermédialeela séquence répétée WD40 de
sa partie C-terminale, a la forme phosphoryléeRbil BTrCP1/2 se lie également au reste du
complexe SCF par sa F-box. Le complexe SCF contianiigase de type RING,
ROC1/RBX1, qui interagit avec Ubc4/5 pour ajoutes gpolymeéres d’ubiquitine sur deux
résidus lysines trés conservés de la partie N-texi@id’kBa. IkBa, ainsi ubiquiting, reste
associé au facteur NEB mais est sélectivement dégradé par le protéasdore que le
facteur NFkB et épargné et relaché dans le cytoplasme (Chah, @995 ; figure 11). Dans
des cellules infectées par le HIV, la protéineleiNdpu empéche la dégradationkBle en cas
d’activation de la voie du TNFR par TMHtumor necrosis factos). En effet, Vpu est
phosphorylée sur le méme motif de résiduswddl et interagit a sa place avptrCP. Vpu
est résistant a la dégradation parCP et inhibe ainsi de facon compétitive la dégtieah
d’'IxBo parpBTrCP (Bour et al., 2001). Ceci permet a Vpu d’ingatla voie du TNFR et on
comprend l'adaptation du virus qui lui permet dilvdr cette cascade de signalisation
essentielle dans le combat contre le HIV.
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L’ubiquitination impliquant la dégradation est ausssponsable de la maturation des
facteurs p1l05 et pl00 en p50 et p52 respectivenpdit5 peut étre maturé au niveau
traductionnel ou post traductionnel, les deux pseuas nécessitent le protéasome (Chen,
2005). La maturation co-traductionnelle de p105 ldengétre un procédé constitutif qui ne
requiert ni phosphorylation ni ubiquitination eti ggngendre la plus grande part de p50,
facteur constitutivement présent dans les cellntesstimulées. Certains produits, tels que le
LPS (lipopolysaccharide), activent le complexe Ikii phosphoryle p105 dans sa partie C-
terminale et induit sa maturation post-traductidien@iechanover et al., 2001).

A l'opposé de pl05, la maturation de pl00 est émypar la voie NkB non
canonique et dépend de sa phosphorylation et dalsquitination. La stimulation de certains
récepteurs des cellules B de la famille des TNFRsaalKKao qui phosphoryle p100 sur deux
résidus sérine de sa partie C-terminale. Ceci ietie recrutement du complexe ligase SCF-
BTrCP qui associe des chaines d’ubiquitine K48 ®Xoao et al., 2001). Par conséquent, la
partie kB-like de p100 est sélectivement dégradée par dééasome, générant la forme
mature de p100, p52 (figure 11).

P100 et p105 sont seulement partiellement dégrgude protéasome. On ne sait pas
actuellement comment le protéasome « choisit » elelégrader qu’en partie une protéine.
Concernant p100 et p105, il semble que leur ch&ft&recrute le protéasome sur leur région
interne riche en glycine formant une boucle. Lardégtion commence au niveau de cette
boucle et se propage vers les parties C- et N-Htates de la protéine tagguée. Généralement
la protéine peut se déplier entierement et dorecdigradée en totalité. Dans le cas de p100 et
pl105, leur domaine RHD (Rel homology domain) effiaile a déplier. Ainsi, aprés avoir
initié la dégradation depuis la boucle riche ercigly, le protéasome parcours sans difficulté
la protéine du c6té C-terminal mais s’arréte dwe ddtterminal lors de sa rencontre avec la
structure RHD rigide (Rape and Jentsch, 2004).

Dans la suite, je me limiterai a la description de&s TLRs/IL-1R et du TNFR qui
constituent les principales voies d’activation festeurs NF<B et sont conservées chez la

drosophile.

11.3. Réqulation « dégradation » non dépendante desies NFkB

En cas de stimulation des récepteurs en amontales MF«B, les protéines TRAFs
(TNFR-associated factors) sont parmi les premiérekcules a participer a la transduction
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du signal. Ces protéines jouent un réle charniemesd’activation des voies NEB via de
nombreux récepteurs et en particulier via les rieep du TNFR, les TLRs et le récepteur IL-
1R (Chung et al., 2002 ; figure 12). Sept protéifiB#&\Fs ont été identifiées dans le génome
humain. Exceptée TRAF1, toutes ces protéines sesitEB ligases (Deng et al., 2000) qui
contiennent un domaine RING dans leur partie N-teala, suivi par plusieurs UBDs de type
« zinc finger » (ZF). Parmi toutes les protéineAFR, ce sont TRAF2 et TRAF6 qui ont été
le plus abondamment étudiées. TRAF2 est recrutéaiveau du récepteur TNFR par
lintermédiaire d’une liaison avec la protéine TRBOTNFR-associated via death domain)
(Chen and Goeddel, 2002). TRADD et TRAF2 interagssavec RIP (receptor-interacting
protein), une protéine kinase qui participe a tpalisation NF<B. TRAF6, quant a elle, est
essentielle dans les voies IL-1R et TLRs (Wu ane®yr2003) pour I'activation de IKK et de
la Jun-terminal kinase (JNK) dont les voies du ménmmn sont impliguées dans
inflammation et 'apoptose (Deng et al., 2003).

Plusieurs études biochimiques et génétiques aré HiK au centre de I'activation des
voies NFxB mais lI'ensemble des mécanismes par lesquels oaplere est régulé

commencent seulement a étre découverts (Adhikati,e2007; Sun and Ley, 2008).

[1.3.1. Activation de IKK par TRAF6 dans les voieslL-1R/TLRs

Dans les voies de signalisation IL-1R et TLRs,timslation des récepteurs par I'lL-
1B ou des composants bactériens tels que le LPSjieatte recrutement de MyD88, une
protéine adaptatrice qui recrute les kinases IRAK11R associated kinase 1) et IRAK4.
IRAK1 se lie ensuite a TRAF6 qui, par conséquentiva les voies en aval, dont celles
impliquant IKK et JNK. Des expériences de biochirarg montré que TRAF6 n’active pas
directement IKK mais passe par deux activateurRIKALl et TRIKA2 (TRAF6-regulated
IKK activator 1 et 2) (Deng et al., 2000). TRIKA$tdormé de deux E2, Ubcl3 (ubiquitin-
conjugating enzyme 13) et Uevla (ubiquitin E2 variba). Ce complexe s'associe a TRAF6
pour catalyser la formation de polyméres d'ubigq&tkK63 et les conjuguer a TRAF6 elle-
méme et a NEMO (Deng et al., 2000).

TRIKA2 est un complexe trimérique contenant TAKIGH- (transformig growth
factor p)-activated kinase 1) et deux protéines adaptatri€AB1 (TAK1-binding protein 1)
et TAB2 (ou son homologue TAB3) (Wang et al., 200 domaine C-terminal de TAB1 se
lie a TAK1 et est indispensable a son activatioomnii@r et al., 2006). TAB2 et TAB3

contiennent deux UBDs, un domaine CUE (Cuel-hommlisy en partie N-terminale et un
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domaine « novel zinc finger » (NZF) en partie Gyterale (Kanayama et al., 2004). Alors
gue le domaine CUE n’est pas indispensable aVaititin des voies NkB, le domaine NZF
est essentiel. Cet UBD reconnait spécifiquementhesnes d’'ubiquitine K63. Des délétions
dans ce domaine abolissent I'activation de TAKI1K& alors que le remplacement de ce
domaine par un autre UBD restaure sa fonction. Gemmtre que 'UBD de TAB2/3 est
nécessaire a l'activation de TAK1l et IKK. De plugpur étre activé, le complexe
TAK1/TAB2/3 nécessite I'ubiquitination de TRAF6 ahtsée par TRIKAL et TRAF6 elle-
méme (Wang et al.,, 2001). Concernant l'ubiquitioratide TRAF6, I'équipe de Chen a
également montré que la dimérisation forcée dgéssé induit son auto ubiquitination K63 et
I'activation de IKK (Wang et al., 2001). Une mutatisur la lysine 124 de TRAF6 empéche
son auto-ubiquitination et I'activation des kinasesaval (Lamothe et al., 2007).

Ces études conduisent au modéle suivant : suitac@ivation des TLRs et IL-1R,
TRAF6 est recrutée au niveau des récepteurs etefoles oligoméres. L'oligomérisation de
TRAF6 active sa fonction ligase et résulte en liypbiquitination K63 de TRAF6 et de
NEMO. TRAF6 ubiquitinée recrute TAKI par lintermiéite de TAB2, ce qui résulte en
'activation de TAK1 par autophosphorylation (Che2Q05). TRAF6 ubiquitinée recrute
également IKK grace a I'UBD, UBA (ubiquitin bindiredaptator), de NEMO qui reconnait
spécifiguement les chaines K63 (Wu et al., 200&; eE al., 2006) ; ceci conduit a la
phosphorylation de IKK par TAKL1 sur les sérines 172181 et donc a son activation (Wang
et al., 2001 ; figure 12). Le complexe TAK1/TAB2nsi activé phosphoryle également
MKK6 (MAP (mitogen-activated proteine) kinase kira6) conduisant a I'activation des
voies JNK et p38 (Wang et al., 2001). De faconredgante, le complexe TAK1/TAB1, qui
peut également activer les voies JNK et p38, né pasi activer IKK. Ainsi, TAB2/3 et non
TAB1 est nécessaire a lactivation d’'IKK par TRAFR®& vitro. Ceci suggere que
l'ubiquitination de TRAF6 n’est pas seulement reguipour l'activation du complexe
TAK1/TAB1/TAB2/3 mais aussi pour I'activation d’'IKkpar TAK1. Elle permettrait en effet
de faciliter la phosphorylation d'IKK par TAK1 erssurant leur rapprochement physique via
les chaines K63 de TRAF6.

Comme décrit dans le modele précédent, on consigénéralement que TRAF6
ubiquitiné recrute IKK ; cependant, de récentegd@&umontrent qu'IRAK1 est conjugué a des
chaines d’ubiquitine K63 et que son ubiquitinatest nécessaire a l'activation des voies
TLRs et IL-1R. IRAK1 pourrait donc servir, a la ptade TRAF6, de plateforme de liaison
pour IKK et peut-étre pour d’autres protéines (8nd Ley, 2008).
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[1.3.2. Activation de IKK par TRAF2 dans la voie du TNFR

En réponse a une stimulation par la cytokine To\NFdes cellules déficientes en
TRAF2 présentent un sévere défaut de signalisaidia voie JNK mais pas des voies k-
(Lee et al., 1997). L'activation normale des voNB-«xB dans les cellules déficientes en
TRAF2 est probablement di au fait que TRAF2 esbmddnte avec TRAF5. En effet,
'activation des voies NikB est abolie dans des cellules double-mutantes PRAF2 et
TRAF5 (Tada et al., 2001). TRAF2/5 est donc reqpiser I'activation de la voie du TNFR
par le TNF. Dans cette voie de signalisation, la protéinelRdBt poly-ubiquitinée K63 suite
a la stimulation par le TNE-(Newton et al., 2008; Wertz et al., 2004). L'ubtmation de
RIP1 n’est pas détectée dans des cellules défesestt TRAF2 indiquant que TRAF2 est
probablement responsable de la poly-ubiquitinatden RIP1 (Lee et al., 2004). Cette
hypothése est renforcée par le fait que dans deg£de surexpression, le domaine RING de
TRAF2 est indispensable a I'activation des voies-dBF(Baud et al., 1999). La poly-
ubiquitination de RIP1 a lieu sur sa lysine 377 €Eal., 2006), une mutation sur ce résidu
empéche son ubiquitination et l'activation de IKée qui suggere que l'ubiquitination de
RIP1 est nécessaire a I'activation d’'IKK. Une égugpmontré qu’en cas de surexpression de
TRAF2, la ligase induit son auto-ubiquitination K68n association avec TRIKAl
(Ubc13/Uevla) (Shi and Kehrl, 2003). Cependantfecetbiquitination ne semble pas
nécessaire a lactivation de la voie et connaima sdle physiologique nécessite plus
d’investigations (Adhikari et al., 2007). En outneén dominant négatif d’'Ubcl3 bloque
I'activation des voies NikB par TRAF2 et TNFe (Deng et al.,, 2000). Ceci suggére que
TRAF2 a besoin d’Ubc13 pour activer la voie NB; probablement pour ubiquitiner RIP1.
Deux études indépendantes ont montré que NEMOerantn UBD (Ea et al., 2006; Wu et
al., 2006) interagissant préférentiellement avex deaines K63. Des mutations dans ce
domaine empéchent la liaison de NEMO aux chainegiglitine K63 et bloquent
l'activation d’'IKK par le TNFe.

Toutes ces expériences conduisent au modéle suivantcas de stimulation par
TNFa, TRAF2/5 est recrutée au niveau des récepteurs.agsociation avec TRIKAL
(Ubcl3/Uevla), cette ligase conjugue des polymatemiquitine K63 a la protéine
adaptatrice RIP1 (receptor interacting protein), gpar l'intermédiaire de sa chaine

d’ubiquitine, recrute TAK1 et IKK ce qui induit leactivation (figure 12).
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Figure 12. Modéele d’activation des voies du TNFR ales TLRs/IL-1R chez les mammiféred.a stimulation

du récepteur TNFR par le TMRnduit I'activation de la ligase TRAF2 ou TRAF5igavec la participation du
complexe d’E2 Ubcl13/Uevla, attache des polymenasigliitine K63 & RIP1. RIP1 ubiquitiné recrute TAKar
l'intermédiaire de son partenaire TAB2 ou TAB3.dlaine K63 de RIP1 recrute également le complekepgér
l'intermédiaire de NEMO, autorisant la phosphorigatet donc I'activation d’IKK par TAK1. IKK phospiryle
ensuite kBa qui est alors poly-ubiquitiné K48 ce qui induitdégradation par le protéasome et la libération des
facteurs NF<B. Ces facteurs de transcriptions entrent alorss dannoyau et induisent la synthése de génes
impliqués aussi bien dans I'immunité et l'inflamimoat que dans l'inhibition des voies N&B. Trois de ces
inhibiteurs sont des DUBs : CYLD, A20 et Cezannes ®UBs clivent les chaines K63 « activatrices » de
plusieurs composants des voies RB-dont RIP1, IKK et les ligases TRAF2 et TRAF6. A&fhctionne
également comme une ubiquitine ligase capable etedies chaines d’ubiquitine K48 a RIP1 entrainant s
dégradation par le protéasome. Les voies de sgatmin IL-1R et TLRs activent IKK par l'intermédiaide la
ligase TRAF6 qui s’auto-ubiquitine K63. TRAF6 ubitppée sert alors de plateforme pour recruter TAKIKK

et induire leur activatiorD’apres Adhikari et al., 2007

Bien gu’abondamment décrit, le fonctionnement daes/ TLRs/IL-1R et TNFR n’est
encore pas complétement connu. Des études supplimneensont nécessaires pour clarifier
les mécanismes de l'ubiquitination qui réegulenttiV@té de TAK1 et IKK. En particulier, on
ne connait pas le réle de l'ubiquitination de NEM®©Ode sa capacité a lier les chaines
d’ubiquitine dans I'activation d’IKK. On ne sait pa@omment les protéines ubiquitinées K63,
RIP1 et TRAF6, conduisent a l'activation de TAKL1 I&K. On ignore aussi comment
I'oligomérisation de TRAF6 induit son activation figase et son réle dans l'activation du
complexe TAKL/TAB1/TAB2. Il est également nécessale mieux comprendre la fonction
de l'ubiquitination de TRAF2 dans la signalisatidlm TNFo et de prouver qu’elle agit bien

comme une ligase sur RIP1.
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[1.3.3. Réqulation négative des voies NkB par déubiquitination

Etant données les conséquences néfastes de ltamtiyaolongée des voies NEB, |l
est primordial que ces voies de signalisation saiégulées négativement pour éviter une
activation constitutive et pour assurer le retoua @aormale apres une infection. Les DUBs
contribuent a cette régulation en contrant l'actdes ligases citées dans les paragraphes

précédents.

11.3.3.a) CYLD clive les chaines d’ubiquitine K63 & TRAF2,
TRAF6 et NEMO

CYLD est un membre de la famille des USPs qui rgéigativement les voies NiB-
en ciblant des membres de la famille TRAF, TRAFZRBAF6 et la sous-unité NEMO de
IKK ; ceci a été montré dans des expériences dexpression en cellules (Brummelkamp et
al., 2003; Kovalenko et al., 2003; Trompouki et &003). CYLD est induit en cas de
stimulation des récepteurs par le TdNGéu I'lL-1 (Jono et al., 2004). Un point commun entre
toutes les cibles de CYLD est qu'elles sont liéetea polymeres d’ubiquitine K63 qui sont
nécessaires a leur activation et donc a celle aessVNF«xB. De nombreuses preuves
biochimiques suggérent que CYLD est spécifique atenes K63 (Kovalenko et al., 2003;
Massoumi et al., 2006). Le site catalytique de CYé®f tres éloigné structurellement des
autres USPs et semble avoir une structure pagieutient adaptée pour le clivage des chaines
K63 (Komander et al., 2008). Cependant, il n'ed partain que CYLD clive exclusivement
ce type de polymeres car il s’est avéré capabldider des chaines d’ubiquitine K4 vitro
(Trompouki et al., 2003) e vivo (Reiley et al., 2006; Xue et al., 2007). Des ésudzentes
montrent que la liaison de CYLD a TRAF6 requiere yamotéine adaptatrice p62 qui induit la
deubiquitination de TRAF6 par CYLD et module aitiactivité de la DUB (Wooten et al.,
2008).

11.3.3.b) A20 clive les chaines d'ubiquitine K63 ddRIP1, TRAF6 et
NEMO et associe des polymeres d’ubiquitine K48 a RI1

A20 est une OTU qui réprime constitutivement leesdNF«B en clivant les chaines
K63 de RIP1, TRAF6 et NEMO. Ceci a été montré disssexpériences de surexpression en

cellules (Boone et al., 2004; Mauro et al., 200@&ri¥/ et al., 2004). Le gene A20 est induit en
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cas d’infection, notamment par le LPS et le tNHu et al., 1998; Krikos et al., 1992). La
particularité de A20 est qu’elle fonctionne a lasfoomme une DUB et comme une ligase
(Wertz et al., 2004). En effet, A20 catalyse l#stia de polymeéres d’ubiquitine K48 sur RIP1
par l'intermédiaire de son domaine ZF, ce qui ciB&?1 vers la dégradation par le
protéasome. En paralléle, A20 retire les chainebiquitine K63 de RIP1 ce qui, d’'une part,
inactive le signal transmis par RIP1 et d’autret,p@cilite sa conjugaison a des polymeres
K48 (Wertz et al., 2004). Il semble que l'ubiquétion K48 de RIP1 par A20 demande
l'intervention d’'une autre E3 ligase, ITCH (Itchprhologue E3 ubiquitin protein ligase) qui
s’associe avec A20 (Shembade et al., 2008). Bieh2@usemble spécifique des chaines K63
in vivo (Wertz et al., 2004), A20 est capable de coupedées< types de chaines K48 et K63
in vitro avec une préférence pour les K48 (Komander e2@0D3; Lin et al., 2008); il est donc
généralement difficile de déduire des testsitro une préférence physiologique pour un type
de chaine. Une étuda vitro récente montre que, plutbét que de désassemblevlyenere
d’ubiquitine K63 de TRAF6, A20 retire la chainedote de son substrat. Ce mécanisme
permet a A20 d’hydrolyser tres efficacement lesyp@res K63 de TRAF6 (Balakirev and
Wilkinson, 2008; Lin et al., 2008). Il est probaliae la spécificité d’A20 pour des cibles
ubiquitinées K63 ne vienne pas intrinsequementatesite catalytigue mais soit due a son
interaction spécifigue avec des protéines ubiggéin La spécificité d’A20 semble aussi
dépendre de co-facteurs tels que ABIN1 (A20 bindimtgbitor of NF«B 1) qui interagit
physiquement avec A20 et est nécessaire a sonteswnt sur NEMO (Mauro et al., 2006).
L’inactivation d’ABIN1 par ARN interféerence empéchA20 de cliver les chaines
d’ubiquitine K63 de NEMO.

11.3.3.c) Cezanne clive les chaines d’ubiquitine Kbde RIP1

Cezanne (cellular zinc finger anti-NdB) a été identifié sur la base de son homologie
de séquence avec A20 (Evans et al., 2001). Comn@e @@zanne est une OTU qui régule
négativement la voie du TNFR (Evans et al., 20@&lh).réponse a l'activation de TNFR,
'expression de Cezanne est induite et la protésteecrutée au niveau des récepteurs ou elle

pourrait déubiquitiner RIP1 empéchant ainsi lagdarction du signal (Enesa et al., 2008).
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11.3.3.d) USP15 clive les chaines d’'ubiquitine K48e IkBa

Contrairement a A20, Cezanne et CYLD qui ciblerd diéments en amont de la voie
NF-xB, USP15 clive les chaines d’ubiquitine K48 assesié I'inhibiteur kBa. Ceci a été
montréin vitro a partir de la protéine USP15 purifiée et de sdyssat kB, purifié & partir
d’extrait de cellules stimulées par le TiEt traitées avec I'inhibiteur du protéasome MG132.
USP15 empéche ainsi la dégradation e@Bal et permet le maintien des facteurs de

transcription inactifs dans le cytoplasme (Schvegitt al., 2007).

L’ubiquitination participe a l'activation des void$F-xB a tous les niveaux de la
transduction du signal. La liaison de moléculesbijuitine sert a la fois de signal
d’activation pour certains intermédiaires des vdiéskB, de support physique d’interaction
entre protéines ou encore de signal de dégradpgomettant la translocation des facteurs
NF-xB. Cette activation est, en partie, régulée négatant par les DUBs qui contrecarrent
I'action des E3 ligases. Les DUBs assurent aingéfaession constitutive du signal et le
retour a la normale apres une infection. Ces vdesignalisation sont conservées chez la
drosophile ou elles participent efficacement a dponse immunitaire. La partie suivante
illustre cette conservation ainsi que celle desgmes du « systeme ubiquitine » impliquées

dans la régulation de ces cascades de signalisation
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1. Conservation des voies NF«B chez la drosophile et leur rble dans

'immunité

Chez la drosophile il existe deux voies impliqudet facteurs NkB-like, Toll et
Imd (Immune deficiency), respectivement trés simgka aux voies des TLRs/IL-1R et du
TNFR. Ces voies de signalisation contribuent efraent a I'immunité de I'organisme en
induisant I'expression de peptides anti-microbidass les cellules éphitéliales, les cellules
sanguines circulantes, et dans le corps gras, ergauvent comparé au foie des mammiferes.
(Ferrandon et al., 2007). Sept familles différentes peptides antimicrobiens ont été
caractérisées chez la drosophile (Meister et @DOP Elles peuvent étre assemblées en trois
groupes qui se distinguent par leur spectre d'adtiovitro. Les Défensines constituent un
exemple de peptides antibactériens particuliereraetifs contre les bactéries a Gram positif.
La Drosomycine et la Metchnikowine sont des pegtidmtifongiques; alors que la
Diptéricine, I'Attacine, la Cécropine et la Droseeisont principalement actifs contre les
bactéries a Gram négatif. Les peptides antimicrebgont pour la plupart cationiques, ce qui
leur permettrait de s'accumuler sur la paroi b&ée chargée négativement, de déstabiliser

la membrane plasmique en s'y insérant et entrainsrla lyse bactérienne (Shai, 1999).

I11.1. La voie Toll

La voie Toll fait intervenir le récepteur du ménmam (Figure 13), elle est essentielle
pour lutter contre les infections par des bactéaes$srampositif et des champignons
(Rutschmann et al., 2002). Il a également été miévwdence un rble important de cette voie
dans la résistance aux virus (Zambon et al., 2Q9Sjoriquement, la voie Toll a d’abord été
identifiée pour son role dans I'établissement @ed’ dorso-ventral chez I'embryon (Belvin
and Anderson, 1996) ; puis son implication danséf@aonse immunitaire a été caractérisée
(Lemaitre et al., 1996).
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Figure 13. Modéle d’activation des facteurs NfB par les voies Toll/TLRs chez la drosophile et lamammiféres
respectivement.L’activation indirecte du récepteur Toll par lesaafipignons et les bactéries a Gram positif chez la
drosophile (a) et I'activatiodirecte des TLRs par les motifs microbiens chezrlammiféeres (b) induit la syntheése de
Drosomycine et de molécules pro-inflammatoires. LB polysaccharide PGN : peptidoglycane ; LTA : acide
lipotéichoique.D’aprés Lemaitre et Hoffmann, 2007 et Adhikari et2007.

Lors d’une infection, l'activation de la voie Tolécessite divers partenaires
extracellulaires. Les champignons sont reconnusleaécepteur circulant GNBP3 (Gram
negative binding protein 3) (Gottar et al., 200R)iinduisent I'activation de la sérine protéase
Perséphone (Ligoxygakis et al., 2002b); alors @qsecblactéries a Gram positif interagissent
avec le complexe GNBP1/PGRP-SA (peptidoglycan neitiog receptor protein SA) et
PGRP-SD (Bischoff et al., 2004). Cette reconnaissgrermet I'activation d’'une cascade de
prophénoloxydases qui aboutit au clivage de lakigtopro-Spatzle. Spatzle se fixe alors au
récepteur Toll qui, contrairement aux TLRs, ne me@it pas directement les motifs
microbiens (Lemaitre et al., 1996). Ceci induitdimnérisation du récepteur Toll (Nicolas et
al., 1998) qui recrute alors trois protéines coattrun « death domain », dMyD88, Tube et
Pelle, cette derniere étant également une sénrefime kinase (Tauszig-Delamasure et al.,
2002). Par un mécanisme qui n’est pas encore coenpédt caractérisé, Cactus, une protéine
IxB-like est phosphorylée ce qui induit son ubiqation K48 et sa dégradation par le

protéasome (Nicolas et al., 1998). Des modélesgsea que Pelle phosphoryle Cactus mais
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la preuve de cette réaction reste a fournir (Yamd) @teward, 1997). En conséquence de la
dégradation de Cactus, les facteurs de transanite la famille Rel, DIF (Dorsal-related
Immune Factor) et Dorsal, transloquent dans le m@iiamaitre et al., 1995b) ou ils activent
la synthése de peptides antimicrobiens dont ladngsine, spécifique des bactéries a Gram
positif et des champignons (Lemaitre et al., 199%)et Dorsal semblent avoir des fonctions
redondantes dans le contréle de la Drosomycinentileastade larvaire alors que Dif est
suffisant pour l'activation de la voie Toll chezladultes (Rutschmann et al., 2000). De
nombreux é€léments de la voie Toll sont induits as @'infection (De Gregorio et al., 2002;
Lemaitre et al., 1996). C’est le cas de l'inhibiteCactus qui établit ainsi une boucle de
rétroaction négative de cette cascade (Nicolak,et398). Le génome de la drosophile code
huit autres récepteurs Toll dont la plupart ne demims impliquée dans la réponse
immunitaire (Ooi et al., 2002). Seul le membrealéimille Toll, wheeler 18 (w18), est induit
en cas d'infection et serait nécessaire a la sgetlie tous les peptides antimicrobiens au
stade larvaire. Les mutantgl8 présentent des défauts de maturation du corps qras
pourraient expliquer I'effet général sur les pegsidntimicrobiens (Ligoxygakis et al., 2002a;
Williams et al., 1997).

La fonction de la voie Toll dans I'immunité ne gaite pas a l'induction des peptides
antimicrobiens. D'aprés des analyses transcripteasigur puces a ADN, prés de 400 génes
semblent régulés suite a une infection bactérienntongique (De Gregorio et al., 2001; De
Gregorio et al., 2002; Irving et al., 2001). L'aetiion de la voie Toll n’est pas uniquement
linéaire, il existerait différents branchements aral du récepteur. Notamment, une étude
suggere une activation de la voie JNK par la vadt @hez la drosophile adulte (Boutros et
al., 2002). L’équipe de Perrimon a montré que lregpion du gengightin (fln), codant une
protéine structurale du cytosquelette et active€ande blessure septique, est diminuée dans
des mutantdNKK (IJNK kinasepu Toll en cas d’infection par du LPS. Ceci montre foe
est sous le contrble des voies JNK et Toll, cesgggere que la voie Toll agit en amont de la
voie JNK pour induire I'expression de genes impdgudans la réponse aux blessures

septiques (Boutros et al., 2002).
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l11.2. La voie Imd

La voie Imd (immune deficiency) est stimulée pas bactéries a Gram négatif et
induit notamment la synthese de la Diptéricine (h#ére et al., 1995a ; figure 14). Cette voie
a été caractérisée a la suite de l'identificatienla mutationimmune deficiency (Imdjui
empéche I'expression de plusieurs genes codanpejgides antimicrobiens mais n’affecte
pas la synthese de Drosomycine (Lemaitre et aBhdpP Les mouches mutantes pdund
sont sensibles aux infections a Gram négatif ma&ent relativement résistantes aux
bactéries a Gram positif et aux champigndnsd code une protéine contenant un « death
domain » tout comme RIP1 et sa surexpression inawwynthese de peptides antimicrobiens
en l'absence d’infection (Georgel et al.,, 2001).sD&udes supplémentaires ont permis
l'identification d’autres composants de la voiedignalisation impliquant Imd. En amont de
la voie on trouve un récepteur PGRP-LC (Peptidagtycecognition protein LC) qui lie
directement les motifs bactériens tels que le PENypde DAP (Peptidoglycane de type acide
meso-diaminopimelique, typique des bactéries a Gragatif) et recrute la protéine
adaptatrice Imd (Choe et al., 2005). Imd interagsuite avec dFADD qui se lie a la caspase
DREDD (Hu and Yang, 2000). L’équipe de Hultmarkragmsé que DREDD s’associe avec
le facteur NF<B, Relish, qui comme les protéines NB-mammiferes, p100 et 105, est
composé d'un domaine Rel et d’'une partie inhibétricB-like riche en ankirine. DREDD
cliverait la partie #B-like de Relish apres que celle-ci ait été phosylke (Stoven et al.,
2000). Apres le clivage de Relish, son domainedRak dans le noyau pour activer ces génes
cibles alors que le domaine inhibiteur reste dartg/toplasme (Silverman et al., 2000). Relish
est phosphorylé par le complexe dIKK (Silvermamlet2000), dIKK lui-méme serait activé
par dTAK1 et son adaptateur dTAB2 dans un procegsuterait intervenir Imd et peut-étre
dFADD. La ligase dIAP2 (drosophila inhibitor of ggosis 2) pourrait activer dTAK1 par
l'intermédiaire de son domaine RING (Leulier et 2006). Pour l'instant, les mécanismes
reliant Imd au complexe dIKK ainsi que les roleéqgs de dTAK1 et dTAB2 ne sont pas

connus.
Plusieurs études transcriptomiques globales parspadDN ont révélé que cette voie

contrble I'expression d'environ 250 genes impliqd@ss le stress et la réponse immunitaire
(De Gregorio et al., 2001; De Gregorio et al., 2062ng et al., 2001).
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Figure 14. Modele d’activation des facteurs NfB par les voies Imd/TNFR chez la drosophile et les
mammiféres respectivement.L’activation de NFkB par la voie Imd (bactéries a Gram négatif) chez |
drosophile (a) et la voie du TNFR chez les mamragégb) induit la synthése de Diptéricine et uneonép
inflammatoire et/ou pro-apoptotiqu@'aprés Lemaitre et Hoffmann, 2007 et Adhikari etz007.

La voie Imd active aussi la voie JNK par lintermaate de dTAKL1 qui pourrait
directement phosphoryler JNKK (JNK kinase) (Silvarmet al., 2003). La voie JNK est
impliquée chez la drosophile dans la morphogérésenunité et 'apoptose (Stronach and
Perrimon, 1999), elle participe également a la natpgan tissulaire mais ne semble pas avoir
un role direct sur I'expression des peptides awtiotiensin vivo (Park et al., 2004). Il existe
une inter-régulation entre la voie JNK et la vaiall: la répression de la voie JNK apres son
activation dépend de l'activité de Relish et delégradation de dTAK1 par le protéasome
(Park et al., 2004 et paragraphe 11.4.2). Récipemgent, il a été montré un rble de la voie
JNK dans le contrble négatif de I'activation deigte(Kim et al., 2005a).

Contrairement a la voie Toll, la voie Imd ne semigas impliquée dans le
développement car les mutants des différents élsmtencette voie tels qRGRP-LG Imd
ou dTAK1sont parfaitement viables (Lemaitre and Hoffm&0q7).
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I11.3. Interaction entre les voies Toll et Imd

Des études sur puces a ADN utilisant les doubleamisimd/Toll ont montré que ces
voies régulent prés de 80% des génes induits paslnle septique, reflétant leur importante
contribution dans la survie des mouches en caedtion (De Gregorio et al., 2002).

Ces deux voient étant les seules cascades acpe¢ates ligands bactériens, on peut
se demander si elles peuvent coopérer pour répopldese efficacement contre certains
pathogenes. Ceci serait rendu possible par la tovmadl’hétérodiméres Dif/Relish par
exemple. Des données allant dans ce sens montteihtsqrait en effet réducteur de
considérer un modele sélectif d'activation des sdiell et Imd par des bactéries a Gram

positif et négatif respectivement.

En effet, les pathogenes a Gram négatif sont capabhctiver une légere expression
transitoire de la Drosomycine (figure 15). De métaeyoie Toll est nécessaire a la réponse
aux infections paPseudomonas aerugingsane bactérie a Gram négatif (Lau et al., 2003).
La voie Toll ainsi que la voie Imd participent testdeux, et probablement en synergie, a la
réponse immunitaire en réponse a une infectionPpaaeruginosalLau et al., 2003). Une
étude en cellules S2 a d’ailleurs prouvé que ceassvpeuvent coopérer pour induire

efficacement I'expression des peptides antimicrdi@ anji et al., 2007).

A . B L
Drosomycine Diptéricine
(induction de la voie Toll) (induction de la voie Imd)
—— Piqdre
= — Infection par des c
=] PSRN o
r bactéries & Gram -
8 positf ( M. luteus) &
= Infection par des =
w bactéries a Gram W
/—\ négatif ( E. coli)
| | | | 1 | | | 1 1 1 1 | 1 |
6 12 24 48 3 6 12 24
Temps (heures) Temps (heures)

Figure 15. Induction des génes codant la Drosomy@net la Diptéricine en réponse a une infection par
Micrococcus luteus (bactérie a Gram positif) etEscherichia coli (bactérie a Gram négatif) La Diptéricine
est induite rapidement et de maniére transitoiie suune infection pat. coli (A), tandis que la Drosomycine
montre un profil d'expression tardif et supportééponse a une infection pisir. luteus(B). D'aprés Lemaitre et
Hoffmann, 2007.

Inversement, la voie Imd est également impliquéasdi lutte contre certaines

bactéries a Gram positif comnMicrococcus luteus une mutation seule d’'un élément des
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voies Toll ou Imd ne suffit pas a rendre les moscéensibles ; elles le deviennent en cas de
double mutatiorspaetzle/relishDe Gregorio et al., 2002). D’autres résultats tremt que
différentes especes de champignons ou de bactéé@ram positif induisent une expression
sélective des peptides antimicrobiens dépendabifdet/ou Relish (Hedengren-Olcott et al.,
2004).

[11.4. L'ubiquitination dans les voies Toll et Imd

[11.4.1. L'ubiquitination dans la répression des vaes Toll et Imd

Au début des années 2000, on connaissait la pldpartomposants des voies Toll et
Imd mais on ignorait encore les mécanismes quiimgpent les genes codant les peptides
antimicrobiens en l'absence d’infection ou qui lesgulaient négativement aprés une
infection. Afin de rechercher des régulateurs négde la voie Imd, I'équipe de Lemaitre a
réalisé un crible des mutations induisant consigment I'expression de la Diptéricine
(Khush et al., 2002). Ce crible a mis en évidenqgeASdont I'inactivation induit 'expression
constitutive de la Diptéricine mais pas de la Dmogoine. SkpA est un homologue de Skpl
un composant du complexe S@FCP ©Skp1lCUL1-F-box ligase containing the F-box
proteinTrCP). Les mutations identifiées dans SKpA touchermt zone conservée nécessaire
a l'interaction avec les autres protéines du corgRCF et empécherait donc la formation de
ce complexe. Chez la drosophile, SkpA fonctionnecala protéine Slimb contenant un
domaine F-box et la protéine Cullin-like, CullindGull), dans un complexe SCF (Bocca et
al., 2001). De facon intéressante, des larves rteggoourSlimb (Jiang and Struhl, 1998),
dCullouDTS5(Covi et al., 1999) qui affecte la sous unité 26Spbtéasome, présentent les
mémes phénotypes que les mutabkpA Ceci suggere que le complexe ubiquitine ligase
SCPkPAdCUlSImb e nrime 1a voie Imd en ciblant un élément de cetiie vers la dégradation
par le protéasome. Comme I'homologue mammifere lsebSest présent dans un complexe
SCF induisant a la fois la maturation et la dégiiadade p105 (Karin and Ben-Neriah, 2000),
les auteurs ont testé et prouvé l'interaction eBEESPAICULSIMb et Ralish. Ils en déduisent
gu’en l'absence d’infection, Relish (la protéingiere ainsi que sa partie Rel active seule)
serait régulé par le complexe SGF/CUSImbqi induirait sa dégradation par le protéasome
(Khush et al., 2002).

En ce qui concerne la régulation négative de la Yall en I'absence d’infection, c’est

un tout autre mécanisme qui a été mis en évideacéemroupe de Govind. Il fait intervenir
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une E2, Ubc9, catalysant non pas l'attachementiglitine a des protéines cibles mais la
liaison de SUMO (small ubiquitine-life modifier) (@i et al., 2005). Alors que SUMO est
structurellement trés proche d'une molécule d'ubige et que l'ubiquitination et la
sumoylation font appel au méme genre de processmgmatiques (E1-> E2 -> E3), la
conjugaison de SUMO ou d’ubiquitine sur une ménwégime peut avoir des effets opposés.
C’est ce qui se passe avec Ubc9. L'inactivatiddbad9 dans des larves de drosophiles induit
une expression constitutive de la Drosomycine saggéson implication dans la répression
de voie Toll. En outre, des études d’épistasie neohtgu’Ubc9 agit en amont de l'inhibiteur
Cactus et des facteurs Dif et Dorsal. En accord &véonction d’Ubc9 chez les mammiferes
(Hay et al., 1999), les auteurs proposent qu'Ubuthayle Cactus, 'empéchant d’étre
phosphorylé et donc dégradeé, participant ainsi &tantion des facteurs NdB dans le
cytoplasme (Chiu et al., 2005). Cette hypothéseessite, pour étre confirmée, la mise en
évidence de la sumoylation de Cactus.

L’équipe de Lemaitre a découvert une protéine @ifdloquant la dégradation de
Cactus en étudiant les effets de I'expression dertdaéine virale Vpuin vivo chez la
drosophile. lls ont montré que I'expression de \dans le corps gras de mouches adultes les
rend sensibles aux infections par des champignais pas par des bactéries a Gram négatif.
Ceci indigue que Vpu pourrait étre impliquée daasrégulation de la voie Toll. Des
expériences de surexpression de Vpu en celluledrasophile montrent que cette protéine
empéche la dégradation de Cactus. Seule la forrmepplbrylée de Vpu est capable d’'inhiber
la voie Toll, ceci indique que Vpu agirait de lameé€facon sur Cactus que sur l'inhibiteur
IxBo mammifere (Bour et al., 2001), c’est & dire empre sa place au niveau de l'interaction
avec la protéin@TrCP du complexe ligase S@GH+CP, empéchant ainsi son ubiquitination et
sa dégradation (Leulier et al., 2003). La prot§iieCP de drosophile qui serait impliquée
dans ce mécanisme n’a cependant pas encore étdiédgent il ne s’agirait pas de Slimb

impliquée dans la régulation négative de la void (Khush et al., 2002; Leulier et al., 2003).

I11.4.2. Réqulation de dTAK1 par l'ubiguitination et terminaison du

signal

Le mécanisme d'activation de dTAK1l chez la droskephiencore méconnu
aujourd’hui, a été partiellement élucidé par I'guide Maniatis. Sur la base du fait qu’en
cellules humaines, I'activation de TAK1 et dIKK tegrt une ligase TRAF et le complexe

d’E2, Ubcl3/Uevla, ils ont trouve les homologueseedeux E2 chez la drosophile. Comme
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en cellules de mammiferes, ces deux protéines c&es®. Leur inactivation par ARN
interférence en cellules de drosophile induit uingirtlition de la synthése de Diptéricine mais
n'affecte pas le niveau de Drosomycine en répongdrdections, suggérant que leur role se
limite a la voie Imd. Des expériences en cellulesntrent également que le complexe
dUbcl3/dUevla est nécessaire a l'activation de dktKdes expériences d’épistasie en
cellules indiquent que le complexe agit en avaind'let en amont de dTAK1. Ceci suggere
gue la fonction du complexe est conservée. Cepetaligase analogue a TRAF2 ou TRAF6
susceptible d’interagir avec dUbcl13/dUevla poualgaéer la formation de polymeres K63
n'a pas encore été caractérisée. La protéine dmphide dTRAF2, homologue a TRAF6, est
la seule protéine TRAF de drosophile ayant un doe&ING et semblerait a priori un bon
candidat. Cependant, cette protéine ne paraitnpaigguée dans les voies Toll ou Imd d’apres
les expériences du groupe de Maniatis (Zhou ek@05). En revanche, I'équipe de Manley
dévoile une interaction entre dTRAF2 et Pelle (Skeral., 2001) et le groupe de Chung
montrent que les mutants dTRAF2 ne sont pas capablenduire une réponse
antimicrobienne optimum en cas d’infection par bestériesEscherichia coli(Cha et al.,
2003). Des études supplémentaires sont donc néesspaur clarifier le réle de dTRAF2
dans les voies Toll et Imd. L'équipe de Meier agaré que la ligase dIAP2, indispensable a
la résistance aux bactéries a Gram négatif, pauswaiplir la fonction de TRAF6 mammifere
(Leulier et al., 2006). Leurs expériences d’épistasiggérent que dIAP2, intervient au niveau
de dTAKZ1, ce qui renforce leur hypothése.

En plus de participer a I'activation de la voie Ind@AK1 est également indispensable
a l'activation de la voie JNK et sa dégradationregtiise pour terminer le signal INK (Park et
al., 2004). La ligase responsable de l'ubiquitimatde dTAK1 n’'avait pas été identifiée lors
de I'étude du groupe de Vasserman. L’équipe d’Aigaldentifié la ligase POSH (plenty of
SH3) dont la mutation implique un retard dans Raatton et la terminaison de I'induction de
puckered (puc) et de la Diptéricine respectivensmnts le contréle des voies JNK et Imd
(Tsuda et al., 2005). Ceci indigue que POSH estiseqpour une activation et une
terminaison rapide de la réponse immunitaire irdpér ces deux voies de signalisation. Des
expériences de Pull-down et de double hybride ooy que POSH interagit avec dTAK1 et
gu’elle induit sa dégradation par son activité sigaEtant donnée la position charniére de
dTAK1, sa dégradation conduit a la terminaisonatasx voies JNK et Imd ; cependant leurs
cinétiques d’extinction sont trés différentes. Igéses induits par la voie JNK répondent de
facon transitoire (une heure) alors que ceux tréssen réponse a la voie Imd s’expriment

sur une longue durée (plusieurs heures). Cettérdiite peut s’expliquer par le fait que
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lactivation de la Jun kinase repose sur une phagfdtion, modification rapidement
réversible alors que celle de Relish repose surcBeage irréversible. De plus, la partie Rel
de Relish, transloquée dans le noyau, peut rasteral ces genes cibles longtemps apres la
terminaison du signal dans le cytoplasme (Parkl.e2@04). La différence des cinétiques
d’activation des voies JNK et NEB est conservée chez les mammiferes et pourrait

s’expliquer par un mécanisme analogue (Park e2@04).

I11.4.3. Implication des DUBs dans la voie Imd

A ce jour aucune DUB n’est connue pour étre imm@edans la régulation de la voie
Toll et seulement dCYLD participe a la régulatianld voie Imd. Il s’agit de ’homologue de
CYLD chez la drosophile. Le groupe de Mosialos antréo que l'inactivation delCYLD
induit une expression constitutive de la Dipténnais pas de la Drosomycine suggérant son
implication dans la voie Imd uniquement. Par aideda surexpression de dCYLD inhibe
I'expression de la Diptéricine dans des mouchescitées par des bactériescherichia coliet
il interagit physiquement avec Kenny, I'orthologiaactionnel de la sous unité NEMO chez
la drosophile. La mutation d@CYLD rend les mouches sensibles a des infections par des
bactéries aussi bien a Gram positif que négatiti eut étre expliqué par le fait que les
mutantsdCYLDprésentent des défauts morphologiques importanbdes gras (Tsichritzis et
al., 2007). L’équipe de Xu a montré que dCYLD avtlement un rble dans la voie JNK.
Les mutantICYLD et dTRAF2présentent une réduction de l'activationpilekereden cas
de stimulation de la voie JNK indiquant que cesxdptptéines sont impliquées dans la
régulation de cette voie. Leurs expériences d’'agistin vivo situent dCYLD en amont de
dTRAF2 et ils observent que dCYLD deéubiquitine dTHRRAIn vivo assurant ainsi la
régulation négative de la voie JNK (Xue et al., 20Qe dernier exemple illustre bien la
conservation de la fonction des DUBs dans la siga@n NF«B ainsi que la conservation

de leurs interactions avec leurs partenaires.

Les études chez la drosophile confirment et reefdrées modéles obtenus a partir
d’expériences en cellules humaines et réciproquenhengrande conservation des voies de
signalisation, de leurs régulateurs et des prosedsuégulation confirme la pertinence de ce
modele pour rechercher des protéines inhibitriessvibies NFB et analyser leurs fonctions

in vivodans un organisme entier.
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|. La déubiquitinase dUSP36/Scrawny cible Imd pouempécher I'activation de la

réponse immunitaire chez la drosophile

I.1. Résumé de l'article

Avant mon arrivée au laboratoire, plusieurs lignéastenant des insertions P{UAS}
ont été testées pour leur sensibilité a des imfestipar des bactéries a Gram négatif. Ces
lignées ont été croisées avec des lignées indestridaGal4 permettant I'expression
ubiquitaire du géne ciblé par l'insertion des séges UAS (voir annexe 1). La descendance
a eté infectée par piqure septique par la bacmathogene a Gram négalseudomonas
aeruginosa Ce crible a mis en évidence la lignée P{Mae-UABLGUY1507. Cette lignée
contient une séquence UAS en amont du geé@&505de drosophile qui code une USP
homologue a la protéine humaine USP36. L’équipeomsttuit une lignée transgenique
P{UAS-dUsp36§ et a montré que I'expression de dUSP36, sousfdréle d’un promoteur
HS, induit une diminution de I'expression de Daptéricine (Dipt) et rend les mouches

sensibles en cas d’infection par des bactériesatn@eégatif (voir article, Figure 1).

Afin de confirmer la fonction deUsp36in vivo, I'équipe a créé un mutant pour ce
géne,dUsp36*, ainsi qu'une lignée P{UASIUsp36-IR capable d'inactivedUsp36 in vivo
par ARN interférence. La mutation, ainsi que litia&tion dans le corps gras, d&JSP36
sont |étales au stade larvaire indiquant que dUSRRBHecessaire durant le développement.
Nous avons donc utilisé un systeme de sauvetaggitioomel permettant le développement
des mouches mutantes palldSP36en présence du transgene exprimant dUSP36 et dans
lesquelles l'inactivation de ce transgéne est iredau stade adulte uniquement (voir article et
annexe 1). De la méme facon, linactivation ddsp36 par ARN interférence dans les
mouches contenant I'élément P{UARIsp36-IR n'a été induite qu'au stade adulte. Les
mouches n’exprimant plus dUSP36 présentent uneessgion constitutive d®ipt, ce qui
traduit une activation permanente de la voie Imd. me, les mouches dans lesquelles
dUsp36est spécifiguement inactivé dans le corps grasirept en permanence Ript et
puckered(voir article figure 2). Ceci suggere que lI'absemie dUSP36, dans le corps gras,
induit une activation constitutives des voies IMtdJEK. dUSP36 est donc requis, dans le
corps gras, pour empécher l'activation constitutdes voies Imd et JNK en Il'absence

d’infection.
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Des expériences de biochimie ont montré que dUSRB&apable d’hydrolyser la
liaison peptidique d’'un substrat mono-ubiquitinédet cliver des polymeéres d’ubiquitine de
type K48 et K63n vitro. La mutation de la cystéine et de I'histidine bdique de dUSP36
rend impossible I'hydrolyse des substrats ubigégifvoir article figure 3). Contrairement a la
forme sauvage, la surexpression d’'une forme muadSP36in vivo n'empéche pas
I'activation de la voie Imd et n’affecte pas la siilité des mouches en cas d'infection par
des bactéries a Gram négatif (voir article figureCks expériences suggerent que dUSP36 est
une DUB active et que son activité catalytiqueessentielle pour son rdle dans la répression

de la voie Imd. dUSP36 pourrait donc agir en déuibigant un élément de la voie Imd.

L’effet de la perte d’expression de dUSP36 sudksx voies Imd et JNK suggére que
dUSP36 agit en amont de dTAKL. J'ai réalisé desegpces d’épistasim vivo afin de
situer le niveau d’action de dUSP36 dans la void. Iba surexpression de certains éléments
de la voie Imd comme PGRP-LC, Imd ou dTAK1 induieuwactivation constitutive de la voie
qui peut étre visualisée par I'expressionRipt. J'ai co-exprimé dUSP36 avec PGRP-LC,
Imd ou dTAK1 et mesuré par QPCR le niveau d'indarctileDipt. L'expression de dUSP36
diminue le niveau d®ipt induit par I'expression de PGRP-LC, mais n’a padfet sur le
niveau deDipt induit par Imd ou dTAK1 (voir article figure 5A €&2). Ceci suggére gue
dUSP36 agit en aval de PGRP-LC et en amont de dT&KIind. Ainsi, si dUSP36 agit en
amont ou sur Imd, la dérégulation de la voie ol&erdans les mouches mutantes pour
dUSP36 doit dépendre d’'Imd. Pour tester cette ngsat, nous avons inactivé de facon
conditionnelle & la fois Imd et dUSP36 dans le saypas. L'induction constitutive deipt
observée en cas d’'inactivation de dUSP36 n’est plhs®rvée si on inactive également Imd
(voir article figure 5B). La dérégulation de la dmd induite par I'inactivation de dUSP36

requiert donc strictement Imd.

Des expériences de co-immunoprécipitation et dedmwin ont montré que dUSP36
interagit avec Imd via sa partie C-terminale. dadique qu’lmd est une cible de dUSP36.
Lors des expériences d’épistasievivo, nous n’avons pourtant pas observé de répression p
dUSP36 de l'activation de la voie induite par I'eegsion d’'Imd. Le manque deffet de
dUSP36 pourrait étre di & un exces de substrat. Raifier cette hypothese, il faudrait
trouver des conditions induisant une expressiomdl'pplus faible sans affecter le niveau
d’expression de dUSP36. Or, comme ces deux gen@sssawis le controle d’'un méme

promoteur, cela requiert la construction de noegedlouches.
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Comme Imd contient un death domain, comme la pretédaptatrice RIP1, et qu'il
joue également le rble de protéine adaptatrice @amsie Imd, ces deux protéines pourraient
étre régulées suivant le méme mécanisme. Nous ammrdfet observé que, comme RIP1,
Imd est ubiquitiné quand il est exprimé dans ddkiles S2 de drosophile. Lorsqu’on co-
exprime dUSP36, on perd les formes ubiquitinéesd’et la quantité totale d’Imd diminue.
Si on ajoute un inhibiteur du protéasome, on restame quantité normale d'Imd dans la
cellule et on retrouve une partie de l'ubiquitioatid’lImd (voir article figure 6). Cette partie
correspond probablement aux formes d’Imd ubiquikd@, les autres formes étant toujours
hydrolysées par dUSP36. Ceci suggere que dUSP36liyd les polyméres K63 liés a Imd
et induit indirectement son ubiquitination K48 et dégradation par le protéasome (voir
article, modéle figure 7). Cette hypothese restnmdins a vérifier en utilisant, par exemple,

des anticorps spécifiques des polymeres K63 et K48.

Puisque l'inactivation delUSP36provoque une dérégulation constitutive de la voie
Imd, il est trés probable qu’en conditions normdéegoie Imd soit maintenue a un niveau de
base régulé par I'équilibre entre I'ubiquitinatienla déubiquitination d’Imd. dUSP36 serait
donc nécessaire au maintien du niveau basal d’lihdeste a déterminer par quels
mécanismes dUSP36 est inhibé en cas d’activatida deie. En effet, si un niveau constant
de dUSP36, en I'absence d’infection, est requig poaintenir une inhibition constante de la
voie Imd, un signal spécifique, probablement déiénpar l'infection, doit permettre de
bloquer I'activité de dUSP36 pour permettre le déchement de la réponse immunitaire. On
a observé que cette régulation ne se fait pas\aamnitranscriptionnel puisque le niveau de
transcrits delUsp36n’est pas diminué en cas d’infection. La régulati@gative de dUSP36
se fait donc probablement au niveau de la protéastte hypothése est renforcée par le fait
gue dUSP36 contient un domaine PEST caractéristigagrotéines instables et qui pourrait

induire sa dégradation en cas d’infection (Kimlet2005b).
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I.2. Article : Thevenon et al.,

The Ubiquitin Specific Protease dUSP36/Scrawny targs IMD to prevent Drosophila
immune signalling

Thevenon Dominique, Engel Elodi@vet-Rochex Amélie, Gottar Marie, Bergeret Evelyn
Tricoire Hervé, Benaud Christelle, Baudier Jacquis|lebourg Emanuel and Fauvarque
Marie-Odile.
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- SUMMARY -

Ubiquitin proteases have recently emerged as kgylawors of signal transduction through
the removal of ubiquitin monomers or polymers whialdify the stability or activity of
proteins. Starting from a genetic screen, we descthe drosophila Ubiquitin Specific
Protease 36 (dUSP36) function in the negative eggul of the Immune deficiency (IMD)
pathway. We show that dUSP36 is an active ubiquitintease which overexpression
suppresses fly immunity against Gram-negative ppghs via its catalytic activity. In the
opposite,dUsp36loss-of-function provokes IMD-dependent constitetactivation of IMD-
downstream pathways, namely Jun kinase (JNK) an&BlFout not of the Toll pathway.
Moreover, dUSP36 interacts with IMD and prevents dbnstitutive ubiquitination while
promoting its K48 ubiquitin-dependent proteasomadjrddation in drosophila cultured S2
cells. Our findings show that IMD-dependent signa¢ed to be permanently repressed via
IMD deubiquitination and identifies dUSP36 as a eloactor in this crucial step of signal

transduction.
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I ntroduction

Innate immunity relies on the constitutive expressof immune sensors, such as pathogens
recognition receptors (PRRs), and their abilityrtonediately activate signals in blood cells
and immune organs (Janeway and Medzhitov, 2002)atiticular, the transcription factors of
the Nuclear Factor-kappa B family (\B) regulate the expression of a set of stress and
immune response genes, such as pro-inflammatookiogs, pro- and anti-apoptotic genes or
growth factors (Hoffmann and Baltimore, 2006). Agls, deregulation of NF-kB pathways
can provoke inflammatory diseases and cancer fasm#Karin and Greten, 2005). N&B
factors act as a surveillance system that is peemtgnrepressed through their association in
the cytoplasm with kB inhibitory molecules. Several pathways stimuldtekB, including
the Toll-like Receptors (TLR) and the Tumor NecsoBactor-Receptor (TNF-R) pathways.
Upon activation, these receptors signal throughHfading proteins that are subjected to
ubiquitination. Depending on their nature, ubiquithains can target protein for degradation
or modify their activated status (Terzic et al.02p In particular, conjugation of lysine-63-
linked polyubiquitin chains (K63-polyUb) to the $dding protein RIP1 is required
downstream of the TNF-R for the activation of T8skctivated Kinase 1 (TAK1) and kB
kinase (IKK) (Ea et al., 2006; Legler et al., 2008K then triggers the phosphorylation of I-
KB and its subsequent proteasomal degradation thrtheglinkage of K48-polyUb chains by
the E3 ubiquitin ligase SCF (Chen et al., 1996)stheleasing free NkB for nucleus
translocation. Ubiquitination thus regulates the ®B-pathway at several levels (reviewed in
Sun, 2008; Terzic et al., 2007). A few deubiquisies (hamely: CylD, A20 and Cezanne)
have been described to mediate transient inhibiboabiquitin-dependent activation of the
NF-kB pathway (Brummelkamp et al., 2003; Enesa et24l08; Kovalenko et al., 2003;
Trompouki et al., 2003; Wertz et al., 2004).

In the fruit fly Drosophila melanogastetwo conserved immune signalling pathways, Toll
and IMD (Immune deficiency), are strongly inducedfat body cells upon infection and
contribute to a robust innate immunity (Ferrandorale, 2007; Lemaitre and Hoffmann,
2007). The Toll pathway is mainly activated by Grpasitive bacteria and fungi and results
in the activation of the NkB-like Drosophilalmmune Factor (DIF) which induces a set of
antimicrobial peptide genes, includimyosomycin(Drs) (Lemaitre et al., 1996). The IMD
pathway contains many intermediates similar to éhfmsind in the TNF-R pathway; it is
activated predominantly by Gram-negative bactemd r@sults in the activation of another set
of antibacterial peptides genes, includDigtericin (Dipt) andAttacin (AttA) (Georgel et al.,
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2001; Lemaitre et al., 1995; Onfelt Tingvall et, &2001; Vidal et al., 2001). The IMD
pathway is induced by the direct recognition oftmlmlycan via the receptor PGRP-LC/ird7
that interacts with the IMD protein (Choe et aD03; Choe et al., 2002; Gottar et al., 2002).
IMD acts as a scaffolding molecule similarly to itsman ortholog RIP1 and mediates the
activation of TAK1 which then drives the activatiohtwo different downstream pathways
(Boutros et al., 2002; Georgel et al., 2001; Vidahl., 2001). On one hand, the immediate
and transient activation of the Jun Kinase (JNKhpay induces genes encoding proteins
required for wound repair and the down-regulatdmggphataseuckered(puc). On the other
hand, TAK1 phosphorylates Kenny (KEY), the DrostphiKKYy, itself mediating the
phosphorylation of Relish (Rel) (Kleino et al., Z0&ilverman et al., 2000). Rel contains both
the NFkB-like sequence and the inhibitory motifs specific I-kB, the removal of which
requires the proteolytic cleavage by the caspaseddr(Leulier et al., 2000). As in
mammalian cells, a set of conserved ubiquitin kgaegulates thBrosophilaToll and IMD
pathways (Chiu et al., 2005; Khush et al., 2002jdEset al., 2005; Zhou et al., 2005). The
orthologousDrosophilaCylID is the sole deubiquitinase which function lhaen assessed in
Drosophila immune response: it specifically binds KEY and dgerexpression down-
regulates antimicrobial peptide genes expressiagiti(fitzis et al., 2007). As in human cells,
DrosophilaCyID also targets JNK signalling and produces tgueaental defects (Xue et al.,
2007). At the present date however, deubiquitindlsat would act on upstream elements of
the IMD pathway still remain to be identified.

In this study, we described the function Bfosophila Ubiquitin Specific Protease 36
(dUSP36) in Drosophila immunity against Gram-negative pathogens. dUSR3&/&y
(Scny) has also recently been shown to be requgedtem cell maintenance and Histone
H2A deubiquitination (Buszczak et al.,, 2008). Sine® show thatdUsp36/scnyis
homologous to humabSP36(hUSP3§ (Kim et al., 2005; Kim et al., 2004; Quesadalet a
2004), we shall use in this study the nomenclatidsp36to indicate its inclusion in the
USPs gene family (Nijman et al., 2005). We provikveral evidences that dUSP36 is
required to negatively regulate the IMD pathwayhbiot cultured drosophila S2 cells and in
adult flies. Notably, overexpression of dUSP36 sappesDrosophila immunity and
antimicrobial peptide gene expression via its gétalactivity. Moreover, we created null
dUsp36*2 allele and, using conditional rescue during dewelent, or conditional expression
of silencing transgene in adult fat body cells, oleserved that loss afUsp36expression

induces a constitutive deregulation of the IMD aidK pathways, but not of the Toll
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pathway. By overexpressing experiments, we furiaw that dUSP36 acts downstream of
PGRP-LC and upstream of IMID vivo. Moreover, dUSP36 forms a complex with IMD and
prevents it constitutive ubiquitination in S2 cedlkile promoting its proteasomal degradation.
Therefore, dUSP36 likely prevents signal transaucty editing activating ubiquitin chains
on IMD then promoting linkage of K48-linked polyugjpiitin chains.

Results

Overexpressing dUsp36 suppresses fly immunity to Gram-negative pathogens

In a gene candidate approach for genes involvedh&Drosophila immune response
(Monnier et al., 2002) (see experimental proceduvey selected the insertion P{Mae-
UAS.6.11.}UY1507 upstreamCG5505 (Fig.1A). Blast analysis revealed two close
homologous proteins in the human genome: hUSP3&8&P42. The longest isoform of the
CG5505transcription unitCG5505-RD (Fig. 1B) encodes a predicted protein possessiag th
highest homology with hUSP36. Indeed, in additiorite catalytic domain characteristic for
the USP family of deubiquitinases (black box), tatber conserved domains presenting 40
and 42% identity with hUSP36 were detected in themhinal and C-terminal parts (Fig.1B,
Boxes 1 and 2). These domains are not present 8PHP and do not share any similarities
with previously identified domains. We thus condutiathUSP36is the closest homolog to
CG5505 Compared to a set of 4 other insertions testegooctly, the insertion UY1507
caused sensitivity to the Gram-negative virulentaist Pseudomonas aeruginosa
combination with the ubiquitous driver daGal4 (Seppental Fig.1A). It further displayed a
marked reduction in the induction @ipt upon infection with various Gram-negative
bacterial strains in combination with the fat bagbecific driver YolkGal4 (Supplemental Fig.
1B). To confirm that fly sensitivity to bacteriaifection observed with the UY1507 insertion
was due to the overexpressionddsp36 we constructed P{UABUsp3§ transgenic flies
and overexpressedUsp36 through the heat-shock driver line, HSGal4. Indeéis
overexpressinglUsp36 presented a lower survival rate upon infectionhvift aeruginosa
compared to control flies (Fig. 1C). Similar rdasulvere obtained with the moderately
pathogenic bacteri&. cloacae(see below) whereadUsp36 overexpressing flies resisted
normally to non pathogenic bacteria suchEagoli andA. tumefaciengdata not shown). In

addition,overexpressinglUsp36decreased both the induction of the IMD-targetegeipt at
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6 and 9 hours post-infection (Fig. 1D) and of tNiKdarget gengucat 45 min post infection
(Fig. 1E). This result indicates thdiysp36overexpression prevents the activation of the IMD
and the JNK pathways resulting in increased flysgfity to Gram-negative pathogens.

dUSP36 is required in the fat body to prevent constitutive activation of IMD and JNK

pathways

To decipher then vivo function of dUSP36, we created the null mutatiissp36“® by
remobilizing the P{UAS} transposon (Fig. 1AJUsp36“3 homozygous were lethal at early
larval stage (ET, unpublished observations). Léthaf dUsp36“** mutants was rescued by
expressing the UA8Usp36 construct under the control of the ubiquitous ddGaiver,
allowing for the recovery of viable adults flieshi$ indicates that loss afUsp36 is
responsible for lethality adUsp36“** homozygotes. To elucidate the requirement of d8SP3
in the immune response at the adult stage, thaligtiof dUsp36“* mutants was rescued by
expressing the UA8Usp36transgene during development under the contrehefdaGal4
driver, itself conditionally inactivated at the didstage by the Gal80 thermo-sensitive
(Gal80ts) inhibitor of Gal4dUsp36“3°°"Y (McGuire et al., 2003). A twenty fold increase of
Dipt expression was observeddisp36**°"flies placed 4 days at 18°C compared to flies
of the same genotype maintained at 30°C. This asgevas not observed in control flies
raised at 18°C or 30°C (Fig. 2A). This indicateattloss ofdUsp36expression at the adult
stage results in a constitutive activation of thi®Ipathway.

To further investigate than vivo function of dUSP36, we constructed P{UAIEsp36-IR
transgenic lines expressing inverted repeat cDNAieeces to inactivat@Usp36expression

in vivo (Fig. 1A). Ubiquitous expression of this constriegulted in early larval lethality thus
indicating that it efficiently silencedUsp36 Silencing ofdUsp36in fat body cells using the
driver line c564Gal4 (Hrdlicka et al., 2002) alsssulted in larval lethality indicating that
dUSP36 function in the fat body is vital during depment. Expression of UASJsp36-IR
transgene was then conditionally induced with thed8Gits inhibitor 48 hours after pupal
eclosion by raising adults for 4 days at 30°C. rifleg dUsp36in the adult fat body of non
infected flies resulted iDipt, AttA andpucinduction reaching 70% of the maximal induction
levels observed in contrd@. coli infected flies (Fig. 2B). This result indicatesthhe IMD
and JNK pathways are constitutively activatedlisp36silenced fat body cells. Since the
JNK pathway is activated downstream of IMD, thisules suggests that deregulation of the
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JNK pathway results from ectopic IMD activation. dontrast toDipt, AttA and puc no
significant induction oDrs was observed in flies raised in similar conditigiag) 2B). Ourin
vivo study demonstrates that dUSP36 is required ibddly to specifically and permanently

prevent the constitutive activation of the IMD aidK pathways.

dUSP36 suppresses fly immunity via its catalytic activity

Many intermediates of the mammalian TNF-R pathwag|uding RIP1, the homolog of
IMD, are activated through the linkage of ubiquitionomers or K63 poly-ubiquitin chains,
whereas K48 poly-ubiquitin chains would promoteirtlaegradation (Ea et al., 2006; Legler
et al., 2003; Terzic et al., 2007). Drosophilg a set of evolutionary conserved ubiquitin
ligases and proteases regulate the IMD pathwayu(@hial., 2005; Khush et al., 2002;
Tsichritzis et al., 2007; Tsuda et al., 2005; Zkoal., 2005). This raises the question whether
dUSP36 would act on the IMD pathway through itsalyaiic activity. In order to test the
catalytic activity of dUSP36 on various ubiquitiubstrates, its catalytic domain was
expressed as a recombinant protein in bacteriaesgprg the Ul-gal fusion protein. As
observed for human USP36 (hUSP36) (Kim et al., 2@desada et al., 2004), dUSP36
cleaved UbB-gal (Fig. 3A). In order to assess whether dUSP36 laUSP36 would also
digest ubiquitin polymers, purified recombinantadgiic domains of these proteins were
incubated with synthetic K48 and K63 tetra-ubiquithains. Both human aridrosophila
proteins digested these two tetra-ubiquitin isofim vitro resulting in the apparition of
ubiquitin trimers and the accumulation of ubiquiti@nomers (Fig. 3B).

The catalytic domain of dUSP36 contains two shod well-conserved motifs which include
the Cys and His residues critical for catalysip@dition 111 and 369, respectively. Mutations
of this conserved residues, Cys to Ser (ClllScateldl C*) and His to Asn (H369N,
indicated H*), were introduced into the dUSP36 ssme and resulted in a total lost of
hydrolysis of ubiquitin substrates (Fig. 3A,B). &liy, proteolysis of poly-Ub chains was
inhibited by the non-hydrolysable Ub-aldehyde imtoibas assessed by the absence of tri-Ub
chains (Fig. 3C).

All together, our results indicate that human atrdsophila USP36 proteins are active
deubiquitinating enzymes both on mono and poly-ulistratesn vitro.

Unlike the wild type dUSP36, overexpressing thalgét mutant form did not inhibiDipt
induction following fly infection (Fig. 4A) and didot affect fly sensitivity to infection with
E. cloacagFig. 4B). Our experiments demonstrate that dUSR&fatively regulates the IMD
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pathwayin vivo and suppresses fly immunity through its catalgtitivity. Thus, we conclude
that the deubiquitinating activity of dUSP36 isegsal for inhibition of the IMD pathway.

dUSP36 in vivo function dependson IMD

It has been previously demonstrated that over-esprg upstream components of the
IMD pathway, such as PGRP-LC, IMD or TAK1, resulted the ectopic activation of
antimicrobial peptide encoding genes in the absa&idenmune challenge, includinDipt
(Choe et al., 2002; Georgel et al., 2001; Vidaalet 2001). In order to determine at which
level dUSP36 is acting on the IMD pathway, dUSP 36 woexpressed with either PGRP-LC,
IMD or TAK1 in double transgenic lines, and the ieation of Dipt was analyzed by
guantitative RT-PCR. Over-expressidgsp36reduced the level dbipt expression induced
by over-expressing PGRP-LC (Fig. 5A) but not thaduced by either TAK1 or IMD
(Supplemental Fig. S2). These results indicate dBP36 acts downstream of PGRP-LC
and upstream of TAK1 and IMD to inhibit the IMD patay activation. If this is the case,
deregulation of the IMD pathway oliJsp36silenced fat body cells should strictly depend on
the presence of IMD. To test this hypothesis, lg#hes were simultaneously silenced at the
adult stage in fat body cells. We first verifiecatithe UASHNnd-IR transgene used in our
study efficiently silencedmd. Indeed, compared to control flies, silenciimgd in fat body
cells preventedipt expression followinde. coli infection (Supplemental Fig. S3). We then
conditionally silencediUsp36,either alone or in combination witind, in the adult fly body
through the Ga80ts system described above. Asquslyi mentioned, silencindUsp36in
the adult fat body resulted in a constitutive datagon of the IMD pathway whereas no
deregulation oDipt gene expression occurred in doublésp36andimd silenced flies (Fig.
5B). Our results indicate that deregulation of M® pathway mediated by silencirtiJsp36
strictly requires IMD.

dUSP36 forms a complex with IMD and preventsits constitutive ubiquitination in

drosophila cellswhile promoting its degradation

The analysis of then vivo function of dUSP36 suggests that it permanentgy@nts
signal transduction from components situated atdpeof the pathway such as PGRP-LC or
IMD which associate in a same complex (Choe et 2005). We thus used a co-

immunoprecipitation assay in transfected drosopBifacells to investigate the ability of
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dUSP36 to interact with IMD or PGRP-LC. Additioni@st was performed as a negative
control with KEY. Remarkably, IMD co-immunoprecigied dUSP36 whereas neither PGRP-
LC nor KEY co-precipitated dUSP36 in the same expental conditions (Fig. 6A). This
indicates that IMD and dUSP36 interact when co-esged in drosophila cell$o further
map the interaction domain of dUSP36 with IMD, vezfprmed a GST pull down assay with
two truncated forms of the dUSP36 proteins corredpw to the N-terminal half, containing
the catalytic domain, and the C-terminal part.his tissay, the C-terminal part, but not the N-
terminal part, of dUSP36 did specifically retaie tlecombinant IMD protein, which indicates
that dUSP36 interacts with IMD through its C-teralidomain (Fig. 6B).

It has been shown that K63-linked polyubiquitin 8iP1 supports downstream
signalling events resulting in NiB activation and that K63-linked chains are repthwedth
K48-linked chains by A20, which has a dual functasa deubiquitinase and K48-promoting
E3 ligase (Ea et al., 2006; Legler et al., 2003yida et al., 2008). We observed that, like its
mammalian counterpart, IMD is constitutively ubitijuated when expressed in drosophila
immune competent S2 cells. Coexpression of dUSBB&psed ubiquitinated forms of IMD
and decreased the total amount of IMD detectedarcell lysate, thus indicating that dUSP36
deubiquitinates IMD and promotes IMD degradatiomy(F6C). Blocking the proteasome
restored a normal amount of IMD protein and a pheimount of ubiquitinated forms of IMD
(Fig.6C), which likely correspond to K48-linked pabiquitinated IMD whereas
ubiquitinated chains other than K48, would stilllyelrolysed by dUSP36. All together, these
results suggest that dUSP36 edits activating Kiei&ell polyubiquitin chains on IMD then
indirectly promoting K48-linked ubiquitination astibsequent degradation of IMD (Fig. 7).

Discussion

Our work identifies dUSP36 as a deubiquitinatingyame which negatively regulates
the IMD-dependent signalling pathway Drosophila We show that dUSP36 is required to
prevent constitutive activation of the IMD pathwaythe absence of microbial infection.
Indeed, silencinglUsp36in S2 cells or in the adult fat body induces astibutive expression
of IMD-dependent antimicrobial peptide encoding egenThe JNK pathway is also
deregulated by silencindlUsp36as shown by elevated expression of the JNK taygre¢puc
Deregulation of the JNK pathway might be a consegeef IMD activation since JNK can
be activated through TAK1, itself activated by IM®,hypothesis further supported by the
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fact that dUSP36 acts upstream IMD (see below) dViet al., 2001). In contrast, no
significant change in expression was observedDis; a target gene of the Toll pathway.
These results indicate that dUSP36 requirememnate immune signals is specific for the
IMD pathway. SincaelUsp36silencing during development, disp36loss of function allele,
resulted in larval lethality, dUSP36 might be reqdiin developmental and cellular processes
other than innate immune signalling (this studystam cells maintenance (Buszczak et al.,
2008) that stay to be determined.

Overexpressing dUSP36, but not a catalytic inactivgant form, inhibits the activation of
the IMD pathway in Gram-negative bacteria infectiigés resulting in increased fly
sensitivity, indicating that dUSP36 acts on the Iid&hway through its catalytic activity. We
further provide evidence that dUSP36 negativelyiags the IMD pathway at the level of
IMD via its deubiquitinating activity. First, overpressing dUSP36 reduced by half the
constitutive activation of the pathway provoked dwerexpressing PGRP-LC, but not that
produced by overexpressing either IMD or TAKL. libald be mentioned that the lack of
effect of dUSP36 overexpression on the phenotypeced by overexpressing IMD might
result from an excess of IMD substrate. Secondstdoitive activation of the IMD pathway
induced by dUSP36 silencing strictly depends on ghesence of IMD. Finally, dUSP36
associates with IMD through its C terminal domaind aprevents the detection of
ubiquitinated IMD in S2 cells while promoting itsgpeasomal degradation. Since blocking
the proteasome restored a normal amount of IMDdmly partially the total amount of
ubiquitinated forms of IMD, it is likely that IMDjke its mammalian counterpart is subjected
to both K48- and K63-linked ubiquitination and thdtUSP36 promotes K48-linked
polyubiquitination and degradation of IMD by edgifK63-polyubiquitin chains. The fact
thatdUsp36loss of function provokes a constitutive deregafabf the IMD pathway argues
in favour of the existence of a steady state ofithie pathway which is maintained at a very
low basal level through the ubiquitination/deubtoation reversible chemical modification
(Fig. 7).

In a scheme where dUSP36 would be required to ptekie constitutive deregulation
of the IMD pathway, it remains to be determined hthe activity of dUSP36 is itself
regulated. Whereas a constant basal level of dUSRig6t insure a permanent negative
regulation of the pathway, a specific signal miglaick dUSP36 activity during infection. The
dUSP36 sequence presents PEST domains which ar@ctdrestic for unstable proteins and
might drive transient dUSP36 degradation upon iidac(Kim et al., 2005). The hypothesis
that dUSP36 inhibition might be achieved at thegirolevel is supported by the fact that we
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did not detect any transcriptional changesdbfsp36 transcript upon infection (data not
shown). In contrast, several data indicate thattlbeise homolog DUB-1 gene expression is
up-regulated by inflammatory cytokines (Baek et 2004; Zhu et al., 1996), which does not
exclude additional mechanisms of regulation afptfogein level.

Three independent study of the negative regulatBKPecently pointed out how
negative regulation of the IMD pathway at the levethe complex formed by PGRP-LC and
IMD is a crucial step in the negative control ofrel transduction (Aggarwal et al., 2008;
Kleino et al., 2008; Lhocine et al., 2008). Howeweespite the identification of ubiquitin
ligases promoting IMD activation (Zhou et al., 2p0&vidences for ubiquitination of IMD
were lacking and ubiquitin proteases acting onrepst elements of the IMD pathway still
remained to be identified (Tsichritzis et al., 2D0@ur study identifies dUSP36 as a novel
deubiquitinating enzyme involved in the negativentcol of innate immune signalling via
IMD deubiquitination. Since, hUSP36 is deregulatedctivated lymphocytes and in ovarian
cancer cells (Kim et al.,, 2004; Li et al., 2008Yyr dinding opens the possibility that
deregulation of hUSP36 contributes to inflammatard oncogenesis in mammals via the
TNF-R pathway.



Thevenon et al., 07/07/2009 12/22

Experimental procedures

Fly strains, screening and infections

Flies were raised on standard culture medium aC2&cept if indicated. We screened a
subset of 120 P{Mae-UAS.6.11}UY insertions selected their modified stress response
(Monnier et al., 2002). UY lines were crossed wite daGal4 driver line and the progeny
were infected by septic injury with a diluted expahial phase culture dPseudomonas
aeruginosa(Fauvarque et al., 2002) to select more resistargeasitive lines. A second
readout assay was conducted by analyBiipg expression upon infection by Gram-negative
bacteriaEscherichia coliAgrobacterium tumefaciener Enterobacter cloacae

Mapping the UY1507 insertion was performed by geicoRCR. Jumpout of the UY1507
element were conducted following standard procedRa@bertson et al., 1988). One lethal
deletion was recovered among 160 independent ekbiises analysed and sequenced by PCR
amplification.

Transgenic lines were constructed in the P{UASTEtee (Brand and Perrimon, 1993).
P{UAS-dUsp36} contains th€G-5505-RBcDNA subcloned from LD40339 (obtained from
DGRC). P{UAS-dUsp36-IR} expresseJsp36cDNA sequences cloned in inverted repeats
designed from Http:/flyrnai.org (Flockhart et al., 2006). P{UA8nd-IR} was recovered
from the VDRC (n°# 9253) (Dietzl et al., 2007). ©thstocks were recovered from the
Drosophila Bloomington stock center.

Heat-shock driven expression of transgenes wagwethiby crossing flies with the HspGal4
(HSGal4) driver line and progeny was submittedegquential temperature changes: 30 min
37°C, 30 min 18°C, 30 min 37°C, 1 hour 28°C, 25Zhburs.

Northern Blots and Real-time PCR analysis

Total RNAs were extracted from adult flies using &\ from QBiogene. Northern blots
were probed with &P-labelled fragment alUsp36,Dipt or Act cDNA. For real-time PCR
analysis, cDNAs were synthesized with AffinitySeriQQPCR cDNA Synthesis Kit
(Stratagene). An amount of cDNA equivalent to Ou@lof total RNA was subjected to 40
cycles of PCR amplification consisting of a 10suipation at 95°C and 30s at 60°C. Output
was monitored using SYBR Green core reagents aadttBOOOP instrument (Stratagene).
All the results were normalized to thel32 RNA level The primer sequences were designed

using PrimerQuest (http://eu.idtdna.com/Scitool@igations/Primerquest/).
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In vitro deubiquitinating assays

Mutations in the dUSP36 catalytic domain were idtreed using QuickChange XL Site-
directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Catalyticmdm of hUSP36{1-542} or of
dUSP36{41-457}, wild type or mutated (dUSP36C1116BIN¥), were expressed as GST-
fusion proteins in transforme&. coli BL21 PlysS. To assess proteolytic cleavage of
ubiquitin, GST-fusion proteins were coexpressed wlb{3-gal fusion protein for 4 hours at
28°C. Bacteria were lysed in 100ul Laemmli solutiSamples were subjected to SDS-PAGE
(6% gel) and western blotting with a rabbit ggtGal antibody (ROCKLAND). To assess
proteolytic cleavage of ubiquitin tetramers, GS$ifun proteins were induced for 1 hour at
25°C and purified on Gluthatione Sepharose 4B (Ame&m Bioscience) frorg. coli lysates
prepared in 2ml of Triton buffer (150mM NaCl, 40mivis pH 7.4, 0.6% Triton x 100, 2mM
EDTA, 2mM EGTA, 4mM DTT, protease inhibitor cockt&8IGMA, 1 mg/ml Lysozyme).
One ug of fusion proteins fixed on sepharose 4B iwagbated with either K48-or K63-
linked polyubiquitin substrates (Boston Biochemg¢)lin 20ul of Phosphate buffer saline
containing 5 mM MgCl 2mM DTT for 18 hours at 37° with agitation. Samplesre
subjected to SDS—-PAGE (11% gel) and western bipitiith a rabbit anti Ubiquitin-protein
conjugates antibody ( BIOMOL International)

I mmunopr ecipitation and immunaoblotting

Co-immunoprocipitation were performed following retiard procedures in S2 cotransfected
cells with 10pug of Myc tagged full lengttUsp36construct in pAc/HisB vector (Invitrogen)
(dUSP36-Myc) and 10ug of V5-tagged full length a¢her IMD, PGRP-LC (Choe et al.,
2005) or KEY (Tsichritzis et al., 2007). Pull Down assaere performed in S2 cells
transfected with the IMD-V5 construct and lysedeaf#8h. The lysate was employed in a
GST-Usp36 Nter or Cter pull down assay. The pulia® were blotted with antibody against
V5 to detect bound IMD. To reveal ubiquitinated nier of IMD, we constructed a S2
drosophila cellpAc-HA-Ububiquitin expression vector from a CMV-based espren vector
of an octameric HA Nter-tagged-ubiquitin precurgoptein (kindly provided by Dr M.
Treier). We then coexpressedpd of pAc-HA-Ub with 1 pug of pAc-Imd-V5with, our
without, 5 pg of pAc-dUsp36-Myc To block K48-linked ubiquitin chains mediated
degradation of proteins by the proteasome, MG132 adaled to cell culture at 20M final

concentration for 4 hours. Lysates were immunoprated with anti-V5 antibody and
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revealed with anti-HA antibodies. Western blot withole cell lysates were revealed with
anti-V5 to detect IMD-V5 and anti-Tubulin (internalkding control).
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Figurelegend

Figure 1: dUsp36 overexpression suppresses fliesimmunity

A. Map of UY1507 insertion into th€G5505transcription unit. Three predicted isoforms
CG5505-RB-RC and RD are indicated (fronmttp://flybase.org/reports/FBgn0035633.html
The UY1507 insertion is situated just upstreamhaf two isoformsCG5505-RBand—-RC

Grey box corresponds to the coding sequence aruk blex indicates the USP conserved
catalytic domain. Black line indicates the extensid dUsp36“* deficiency. Double strand
line indicates location of inverted repeats useditencedUsp36in vivo (P{UAS-Usp36-
IR}). B. Percentage of sequence identity betw€&5505-RCencoded protein (dUSP36) and
hUSP36 predicted protein. In addition to the UShdia (black box, 37% identity), the two
sequences align over two other conserved domaioge@B1 and 2 showing 42% and 40%
identity respectively). C. Forty flies of 5 dayslialere infected withP. aeruginosal2 hours
following heat shock treatment and their survivalekics was followed over 48 hours. The
mutantKeyis used as a Gram-negative sensitive control.-Bhatk (HS) driven expression
of the UY1507 insertion (HS>UY1507) or of td&Jsp36transgene (HS>Usp36) results in fly
sensitivity toP. aeruginosas compared to HSGal4/+ control flies (p<0,001;Ztest). D,E.
Quantitative analysis dipt (D) andpuc (E) mRNAs by real-time PCR in non-infected (NI)
flies or at 45 min (45’), 6 hours or 9 hours pagection withE. coli. Results are expressed as
% of the maximal induction level observed in cohtHS/+ flies (100%). Significant
difference of p<0,05 (*) or of p<0,01 (**) comparealHS/+ control flies (Studentstest).

Figure 2: dUSP36 isrequired to prevent constitutive induction of the IMD pathway in

Vivo

Quantitative analysis dDipt, AttA, Drs andpuc mMRNAs by real-time Quantitative PCR. A.
Control flies issued from perfect excision of UYX50 (Rev8) or UAS-
dUsp36/+;daGal4/Gal80tH;)sp36"*3/dUsp36™ flies (indicateddUsp36“3°°"Y were raised at
30°C during development then a set of flies wasqda4 days at 18°C at the adult stage -
preventing UAS-dUsp36 expression- and was comp#yecdontrol siblings maintained at
30°C. Temperature change has no effecDgot expression as observed in Rev8 flies placed
at either 18 or 30°C. Significant difference betnwdelsp36“2 flies raised at 30°C compare to
18°C p<0,05 (*) (Student’stest). B. Fat-body directed silencingaiffsp36was induced at
the adult stage by raising c564Gal4/Gal80ts,UAS38siiR flies at 18°C during development
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and rearing adult for 4 days at 30°C before condgcthe experiment (siUsp36, hatched
bars). Histograms present the fold induction ofheadicated gene mRNAs compared to
c564Gal4/+ control flies raised in similar conditgo(black bars). Significant difference with
control flies of p<0,01 (**). Maximal expression vigs (100%) were independently
monitored in control flies infected dy. coli at either 6 hourdipt, AttA)or at 45 min(pug
post-infection. Maximal Drs expression level was independently quantifiedMn luteus

infected flies at 24 hours post-infection (grey)bar

Figure 3: hUSP36 and dUSP36 ar e active ubiquitin proteases

Proteolysis of Ulfdgal (A) or K48 and K63-linked tetra ubiquitin chaimesulting in the
apparition of ubiquitin trimers and the accumulatiof ubiquitin monomers (B,C) by
hUSP36{1-542} and dUSP36{41-457} catalytic domafimdicated hUSP36 and dUSP36).
Substrate cleavage was analysed by western blotiithgantif3gal antibodies (A) or anti-Ub
antibodies (B,C). Mutating the two catalytic congal residue Cys to Ser (C111S) and His to
Asn (H369N) in the dUSP36 sequence (indicated dBSP3*) prevented ubiquitin
hydrolysis (A,B). C. The addition of 08V Ub aldehyde (UbAld) prevents the processing of
K48 and K63 tetra-Ub by dUsp36.

Figure 4: dUSP36 suppresses fly immunity through its catalytic activity

A. Quantitative analysis ddipt mRNAs by real-time PCR in non-infected (NI) flies at 6
hours post-infection witlt. coli. Results are expressed as % of the induction lehvetrved
in control HS/+ flies (100%). HS driven expressairdUsp36(in UAS-dUSP36/Y;HSGal4/+
flies) strongly reduceBipt induction following infection (HS>Usp36). In coast, HS driven
expression of the double mutant dUsp36C*H*form haseffect onDipt expression level as
observed in two independent transgenic lines (HP86€*H* #3 and #5). Significant
differences of p<0,01 (**) or p<0,05 (*). B. Forfites of 5 days old were infected with.
cloacael?2 hours following heat shock treatment and theivival kinetics was followed over
48 hours. The mutaiteyis used as a Gram-negative sensitive control. &l expression
of the UY1507 insertion (HS>UY1507) or of td&Jsp36transgene (HS>Usp36) result in fly
sensitivity to E. cloacaeas compared to HSGal4/+ control flies (p<0,01 ZHhiest). In
contrast HS driven expression of the catalyticallyactive mutant dUsp36C*H*

(HS>Usp36C*H*) did not affect fly resistance Eo cloacaenfection.
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Figure5: dUSP36 function dependson IMD in vivo

Quantitative analysis ddipt mRNAs by real-time PCR. A. Flies were heat-shockedone
hour at 37°C andipt expression was analyzed at 4 and 8 hours followi8g Results are
given as the percentage of the maxinrauction level ofDipt transcripts observed in
HSGal4/+ control flies at 8 hours following HS. Timeluction ofDipt expression induced by
overexpressing PGRP-LC (HS>PGRP-LC) is reduceddbyat 4 hours post infection when
coexpressing dUsp36 (HS>dUsp36,PGRP-LC). B. Canitisilencing in adult fat body of
dUsp36 (c564>Usp36-IR) (genotype: c564Gal4/Gal808sS-Usp36-IRflies) or of dUsp36
and Imd conjointly  (c564@Usp36-IR,Imd-IR (genotype: c564gal4/Gal80ts,UABp36-
IR;UAS-Imd-IR/+) in non infected flies (NI). To achieve condital silencing, flies were
raised at 18°C during development and 30°C for ys dsefore analysis dDipt transcripts.
Results are expressed as the fold induction lewslpared to c564Gal4/+ flies rose in similar
conditions. The constitutive deregulationipt gene expression caused by silendhisp36
in (c564>Usp36-IR) is totally prevented by co-sderg Imd (c564sp36-IR,Imd-IR
Significant differences with control are indicat@s:0,05 and p<0,01 (**) (Studenttgest).

Figure 6: dUSP36 forms a complex with IMD and preventsits constitutive

ubiquitination while promoting its proteasomal-dependent degradation

A. Drosophila S2 cells were cotransfected with élpression constructs encoding for either
PGRP-LC-V5, IMD-V5 or KEY-V5 and dUSP36-Myc. Cellextracts were co-
immunoprecipitated with anti-V5 antibodies and gsall by western blot with anti-Myc and
anti-V5 antibodies. Presence of dUSP36-Myc recoartiproteins in the input was assessed
by western blot of cell extracts with anti-Myc dddies. B. S2 cells were transfected with the
expression construct encoding IMD-V5 and lysedradi@ h. Cells lysates were precleared
and subjected to either immunoprecipitation witheatibody against V5 or to GST pull down
assays using GST fusion proteins with either th&BEBb6[41-457] N-Terminal part (dUSP36
Nter) or the dUSP36[418-968] C-terminal part (dU6RXer) or with GST alone (GST).
Lysates were coloured with Ponceau red to visu@i3& -fusion proteins in the input (bottom
part). C. HA-tagged ubiquitin and IMD-V5 expressivactor were co-transfected with or
without the dUSP36-Myc expression vector. Proteadodegradation of proteins was
blocked by MG132 (right panels). Lysates were imopracipitated with anti-V5 antibodies
and IMD-V5-ubiquitinated forms were revealed withtieHA antibodies. IMD-V5 level in
the inputs was monitored by immunoblotting with iafi antibodies and anti-tubulin

antibodies serve as internal loading control.
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Figure 7: Proposed model for ubiquitin dependent regulation of IMD

Linkage of K63- (or other type) linked polyubigutichains on IMD would promote
signalling to TAK1 whereas linkage of K48-linked lyabiquitin chains on IMD would
promote its degradation. The activated status ef IMD pathway would be permanently
maintained at a very low basal level by dUSP36 tideubiquitinates IMD then promoting
its K48-linked ubiquitination and subsequent degtiah.

L egendsto Supplemental Figures

Supplemental Figure 1. Selection of a P{UAS} insertion into CG5505

A. Forty flies of 5 days old were infected by septijury with an exponential phase culture of
P. aeruginosaand their survival was followed over 2 days. FlidaGal4/UY1507
(da>UY1507) presented a sensitive phenotype cordptvrea set of 4 other UY (#1-4)
insertions or to daGal4/+ control flies (p=<0,0@hi-2 test) B. Northern blot analysis of
CG5505 Dipt andAct (loading control) transcripts in non-infected fligél) or flies infected
with various Gram-negative bacteria as indicatedcdmbination with the fat body specific
driver YolkGal4 (Georgel et al., 2001), tv@G5505transcripts of th&€G5505-RBand—RC
corresponding sizes (3.2 and 3.8 kb) were highlgrexpressed (NI panels). These flies
displayed a marked reduction in the inductionDapt upon infection with various Gram-

negative bacterial strains

Supplemental Figure 2: dUSP36 actsupstream TAK1and IMD

Quantitative analysis ddipt mMRNAs by real-time PCR. A-B. Flies were heat-steatior one
hour at 37°C andipt expression was analyzed at 4 and 8 hours followi8g Results are
given as the percentage of the maxinmauction level ofDipt transcripts observed in
HSGal4/+ control flies at 8 hours following HS. Timeluction ofDipt expression induced by
overexpressing IMD (A) or TAK1 (B) is not affectdry co-expressing dUSP36. Since we
showed that IMD would be a substrate for dUSP36 [8g. 6), the lack of effect of dUSP36
overexpression on the phenotype induced by oveesgprg IMD might result from an excess
of IMD substrate
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Supplemental Figure 3: The UASImd-IR construct blocks activation of the IMD
pathway

Flies were infected witli. coli andDipt expression was analyzed at 6 hours post infection.
Results are expressed as the fold induction levBit compared to non infected c564Gal4/+
control flies. The UASmd-IR construct prevenDipt induction followingE. coli infection.

Significant differences of p<0,01 (**).
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Résultats dUSP36 empéche I'activation de la réponse immumitetiez la drosophile

|.3. Résultats complémentaires : localisation d’'USEb dans la cellule

1.3.1. Introduction : Localisation d’'USP36 d’aprésla littérature

|.3.1.a) Chez la drosophile

L’équipe de Spradling a récemment mis en évideecedle de dUSP36 dans le
maintien des cellules souches de drosophile viar@lendans la déubiquitination de I'histone
H2B (Buszczak et al., 2009). Lors de cette étuslernlt déterminé la localisation cellulaire de
dUSP36 dans plusieurs types de cellules souclesscellules souches des lignées germinales
et les cellules souches des lignées épithélialdisuiaires et intestinales. lls ont utilisé une
souche exprimant une fusion endogene dUSP36-GFBefGiluorescent protein) ou une
séquence codante de la GFP est insérée en tanbguel exon dans le gené&sp36(Morin
et al., 2001). Dans leur souche, la séquence @GR est insérée entre les exons 1 et 2 des
transcritsdUSP36-RAet RD ; cette souche permet donc probablement I'expes$es deux
grandes isoformes de dUSP36 (PA et PD) en fusien BvGFP (figure 16). lls ont également
produit un anticorps anti-dUSP36 dirigé contre $emble des isoformes de dUSP36 capable
de détecter la protéine endogéne. Les fusions dBF&FFP ainsi que la protéine endogéne se
localisent dans le noyau des cellules étudiéeslust particulierement dans les nucléoles,
compartiments sub-nucléaires composés de clustegemmes codant des ARNs ribosomiques
(Hernandez-Verdun, 2006 ; figure 17). Les nucléolgsun role majeur dans la biogénése des
ribosomes (Tschochner and Hurt, 2003) et parti¢cipggalement a des fonctions non
ribosomales incluant la régulation du cycle celhelala réponse au stress ainsi que la
maturation d’ARNs non-codant (Boisvert et al., 2007

GFP

v
= Pl _—
dUSP36-RD T >—— b > 1>
duspP36-RA ITo>— B D1
dUSP36-RE 1l > 1
dUSP36-RB I ] > 1>
dUSP36-RF [I——1"H 1

dUSP36-RC I——1T—"2{———> 1>
Figure 16. Représentation des différents transcritsle dUSP36 et de I'insertion de la séquence GFPa

séquence de la GFP (triangle vert) est insérée éedr deux premiers exons des transcrits longs tRRDe
D’apres Busczcak et al., 2009.
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Figure 17.Localisation de dUSP36 en cellules de drosophil€isualisation de dUSP36-GFP (vert) avec un anps@nti-
GFP durant I'ovogénése (A) et la spermatogénese dBEP36-GFP se localise dans le noyau et est erdais les
nucléoles. HTS (marqueur du cytosquelette) (rougiehe des cellules souches des gonades (ligneistillg). La protéine
dUSP36 endogene (rouge) se superpose avec langratéi fusion dUSP36-GFP (vert) au sein des cellldeta lignée
germinale (C). Cette colocalisation a été observés tizus les tissus testés. ADN (bleu). Barre d'éehelOum.D’aprés
Buszczak et al., 2009.

Bien que la localisation de dUSP36 soit principaamnucléaire, on remarque la
présence de dUSP36 dans le cytoplasme égalemgntéFi7 A et B).

1.3.1.b) En cellules humaines

Le groupe de Komada vient de publier un articleceonant I'implication de la
protéine humaine USP36 dans la formation et lationales nucléoles (Endo et al., 2009).
lls ont exprimé la protéine humaine hUSP36 en fusizec une étiquette flag (hUSP36-flag)
dans des cellules HelLa et observé qu’elle se keaans les nucléoles (figure 18 A-A”). lIs
ont aussi généré un anticorps ciblant la protéimdogene et montré que celle-ci se localise

également dans les nucléoles en cellules HelLar€ify@ D-D™).

Figure 18. Localisation de hUSP36
en cellules humaines.

Visualisation de hUSP36-flag (vert)
avec un anticorps anti-flag (A), des
noyaux (bleu) et des nucléoles
(rouge) (A’) et superposition des
marquages flag et nucléoles (A”).
Visualisation de la protéine hUSP36
endogéne (vert) (D), des noyaux
(bleu) et des nucléoles (rouge) (D’)
et superposition des marquages
hUSP36 et nucléoles (D”). hUSP36-
flag et hUSP36 endogene se
localisent dans les nucléoles. Les
fleches indiquent des nucléoles et les
étoiles des cellules non transfectées.
Barre d'échelle: 10um.D’apres
Endo et al., 2009.

nucleolus + nucleus + nucleolus
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D’aprés les auteurs, hUSP36 contient un domaineaisation nucléolaire dans sa
partie C-terminale qui lui permettrait de se losadi dans les nucléoles. Ce domaine est
compris entre les acides aminés 801 et 1121 et @dpne série de répétitions d’arginines
et de lysines. Privée de ce domaine C-terminal, R885" ' flag perd sa localisation

nucléolaire et devient exclusivement nucléoplasmidigure 19).

E: 801-1121

F- A801-1121

Figure 19. Localisation de hUSP38*?! et de hUSP3&'!* en cellules humainesVisualisation des
protéines étiquetée flag hUSPF%6'?! et de hUSP38**!? (rouge) (E et F), des nucléoles (E’ et F) et
superposition des deux marquages (E” et F”). D&fiset F” les noyaux apparaissent en bleu. Legles
aminés 801 a 1121 de hUSP36 sont nécessairesfisasts a la localisation de la protéine dans ledévles.
Les fleches indiquent des nucléoles. Barre d’éehelOpmD’aprés Endo et al., 2009.

|.3.2. Résultats : Localisation de dUSP36 en celkg S2 de drosophile

J'ai utilisé une construction permettant I'expressde l'isoforme dUSP36-PB (codée
par dUsp36-RB en fusion avec un tag myc (dUSP36-myc). J'aidfecté cette construction
en cellules S2 de drosophile et observé au micpesconfocal la localisation de dUSP36-PB.
Dans ces cellules, dUSP36-PB est cytoplasmiquepptarait aussi dans le noyau se
concentrant en sa périphérie (figure 20). La Isadion cytoplasmique de dUSP36-PB est en

accord avec son role dans la voie Imd.
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dUSP36 Superposition

20 um 20 um

B dUSP36 B’ Superposition

Figure 20. Localisation de dUSP3&n cellules S2 de drosophileVisualisation de la protéine dUSP36
étiquetée myc (rouge) (A), du noyau (bleu) (A"saperposition des deux marquages (A”). Zoom d'cekule

(B, B’ et B”). dUSP36-myc est cytoplasmique et ipécléaire. Les cellules S2 sont cultivées sur a2
(LAB-TEK, Nalge Nunc International) dans du miligdSM-10% SVF. Les transfections transitoires sont
réalisées avec 50ng de pAc-dUSP36-myc, en prés@mcEransFectin Lipid Reagent (Bio-Rad). 96 heures
apres la tranfection, les cellules sont fixéesndptrature ambiante au paraformaldéhyde 4%, et péditisges
avec 0,2% Triton X-100. La localisation de dUSP3$ ééterminée grace a un anticorps anti-myc (Cell
signaling technology) dilué au 1/500, puis un amps secondaire couplé a la cyanine 3 (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc) dilué au 1/160frguage de I’ADN (bleu) au Hoescht (1pg/ml). Ma#a
avec du FluorSave (Calbiochem), observation au ddmwpe confocal (objectif x63). Barres d’échelRD: et
Sum.

Je n'obtiens pas exactement le méme marquage qgreupe de Spradling, car plus
prépondérant dans le cytoplasme par rapport auun@y@a vient probablement du fait que
jai observé la localisation cellulaire de I'isofoe dUSP36-PB alors que Buszczak et ses
collaborateurs ont déterminé la localisation dedgsles isoformes de dUSP36 ou des formes
marquées par la GFP. Quand ils observent toutasdésmes, si la majorité se situent dans
le noyau, l'anticorps détecte peut étre moins besnformes cytoplasmiques. En ce qui
concerne les protéines dUSP36-GFP, il se peutlga’ebrrespondent aux isoformes PA et
PD qui pourraient ne pas localiser dans le cytopéas

Par ailleurs, jai analysé la localisation de dU6P3lans des cellules
immunocompétentes et non pas dans des celluletieu®©n peut imaginer que suivant le
type cellulaire, les modifications post-transcoptielles ou post-traductionnelles varient, ce
qui pourrait influencer la localisation cellulanles protéines.

Afin de déterminer plus précisément la localisatiendUSP36, nous allons poursuivre
les études de marquages en cellules S2 a l'aideticbaps anti dUSP36 permettant la
détection de la protéine endogéne et de nouvellestiuictions de chacune des isoformes de
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dUSP36 en fusion avec des étiquettes « myc » ¢tagwf L'équipe envisage également de
déterminelin vivo la localisation de dUSP36 dans les cellules dpscgras, principal organe

de I'immunité.
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Résultats Identification des USPs impliquées dans la répamseaunitaire chez la drosophile

ll. Identification des « Ubiquitin Specific Proteags » impliquées dans la régulation des

voies de I'immunité chez la drosophile

I1.1. Démarche scientifique

Comme de nombreux éléments des voieskBFsont régulés par l'ubiquitination, les
USPs qui constituent la plus grande partie des DU&wésentent des candidats intéressants
pour la recherche de régulateurs de ces voies gialsation. De plus, il existe des
homologues bien conservés chez la drosophile €ig), organisme qui offre la possibilité
de coupler des cribles fonctionnels a des étudesvo. C’est I'approche que jai utilisé, au
cours de ma these, pour identifier de nouveauxiaégurs négatifs des voies Imd et Toll.

Dans ce contexte, j'ai établit une collection d’ARMerférents, correspondant a des
longs ARNSs double brins (dsRNA) de quelques centaite nucléotides, ciblant chacune des
21 USPs. Dans les cellules d’insectes, ces dsRNAtsclivés en plusieurs dizaines de siRNAs
(~20 nucléotides) permettant 'inactivation effieades génes ciblés (Clemens et al., 2000).
J'ai mis au point les conditions d’utilisation descdsRNAs et criblé la collection en plaques
96 puits avec des genes rapporteurs de l'activatesvoies Imd et Toll (voir article figure 1).
Trois USPs, dUSP36, dUSP2 et dUSP34 se comporbemine des régulateurs négatifs de la
voie Imd (voir article figure 1A). Seule dUSP34mnporte comme un régulateur négatif de
la voie Toll (voir article figure 3B). Ces résukamontrent que seulement quelques USPs
seraient impliguées dans le contréle des voieskBIFet met en évidence la spécificité de
substrat des USPs ainsi que celle du crible. Bdigipé a I'étuden vivo de dUSP36 avec
Dominique Thevenon (Thevenon et al., accepté séserve) et je me suis principalement
investie dans I'étuden vivo des deux autres candidats (voir carte des tramsami annexe 2)
ainsi que dans la caractérisation de leur activdg#alytique in vitro. Les résultats
correspondants sont décrits dans l'article qui suit

L’originalité de mon travail a consisté a limiterdrible a une famille de genes, ce qui
a permis d’effectuer plusieurs cribles en condgistimulée ou non stimulée et de détecter de
nouveaux genes régulateurs qui n'avaient pas &éemevidence dans des cribles antérieurs
réalisés sur une grande partie ou la totalité s (Foley and O'Farrell, 2004; Gesellchen
et al., 2005). De plus ceci m’a permis de prounesivo la fonction des candidats sur lesquels

on dispose d’encore peu d’informations chez les miéenes.
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Figure 21. Phylogénie des Ubiquitin Specific Protess de drosophile et de leurs orthologues humains.
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Abstract

Ubiquitination tightly regulates Nuclear Factor-ka@ (NF«B) signals regulating stress and innate
immune responsdn Drosophila two NF«B-like pathways TOLL and IMD ensure a robust
immunity. To determine which ubiquitin specific pgases (USP) and carboxyl hydrolases
(UCH) would control these pathways, we created RN library to silence each of the
twenty-one USPs and two UCHs identified in isophilagenome. Screening this library
in immune competent S2 cells detected a few USPsegsative regulators of the IMD
pathway (USP2, USP34, USP36) and of the TOLL payph(\dSP34), each being required
both with and without immune challenge. Overexpgres&JSP2 or USP34nh vivo impairs
antimicrobial peptide genes expression and fliesstance to Gram negative pathogens
whereas gene extinction provokes a constitutiveegldation of the pathway. USP2
hydrolyzes ubiquitin substrat@s vitro and forms a complex with IMD suggesting that USP2
regulates IMD signalling via its deubiquitinatingtiaity.
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I ntroduction

Conjugation of ubiquitin monomers or polymers byquittin ligases has emerged as a
key mechanism for the control of the activity oe thtability of proteins (Herrmann et al.,
2007). Whereas lysine 48-linked poly-ubiquitin ¢i®i(K48) have long been described to
drive proteasomal dependent degradation of protéifershko and Ciechanover, 1998),
mono-ubiquitination or lysine 63-linked poly-ubi¢jai chains (K63) were more recently
discovered to regulate the activity or the subdatllocalisation of proteins (Haglund and
Dikic, 2005). Consequently, ubiquitination regulateany cellular processes, including
receptor endocytosis (Raiborg and Stenmark, 2@NA repair (Bergink and Jentsch, 2009)
or signal transduction (Bhoj and Chen, 2009). Is tontext, ubiquitin proteases, which form
a well defined family of proteins (Nijman et alQ@5), define putative biological targets in
human therapies. Among the best known examplesNtieear factor Kappa-B (NKB)-
dependent signalling pathways, promoting inflamoraticell growth and innate immune
signals, are regulated by the ubiquitination ofesal intermediates including scaffolding
molecules, such as TRAF and RIP1, and protein kma®pmplexes such as Nemo, the
subunit of thek-B Kinase (IKK) (reviewed in Bhoj and Chen, 20091eD, 2005; Sun, 2008).
Finally, the release of NKB from the cytoplasm requires its dissociation frisgninhibitor I-
KB which proteasomal degradation is induced by itesphorylation and subsequent K48-
linked ubiquitination (Chen et al., 1995). A fewutbquitinases, namely CYLD, A20 and
Cezanne, have been found to mediate transientiiiombof NFKB dependent pathways
(Boone et al., 2004; Brummelkamp et al., 2003; Bretsal., 2008; Kovalenko et al., 2003;
Massoumi et al., 2006; Mauro et al., 2006; Trompelal., 2003; Wertz et al., 2004).

In Drosophila fruit fly, two conserved NB-like signalling pathways TOLL and IMD
contribute to a robust innate immunity by promotthg expression of antimicrobial peptide
genes in epithelial cells, circulating blood celtsd fat body (Ferrandon et al., 2007; Lemaitre
and Hoffmann, 2007). The TOLL receptor is activabgdbinding of the processed cytokine
Spatzle (SPZ) which cleavage depends on upstretracehular proteolytic cascades initiated
by circulating Peptidoglycan Receptors proteinsRPS) following the recognition of various
pathogens, mostly fungi and Gram-positive bact@reanaitre et al., 1996). Activated TOLL
associates to adaptor proteins dMYD88 and Tubeultieg in the activation of a
serine/threonine kinase Pelle leading to phosphtioyl and ubiquitination of thexB-like

molecule Cactus (CACT), and to its subsequent diegjian by the proteasome (Nicolas et al.,



1998). CACT degradation releases KIB-like factors, DIF and Dorsal (DL), which
translocate to the nucleus (Lemaitre et al., 19%fio) activate a set of antimicrobial peptides
genes, among whicBrosomycin(Drs) encodes a potent antifungal peptide (Lemaitral.et
1996). The IMD pathway is activated predominanthy response to infection by Gram-
negative bacteria and results in the productionawbther set of antibacterial peptides,
including Diptericin (Dipt) and Attacin (AttA) (Lemaitre et al., 1995a). This pathway is
induced by the direct recognition of Gram-negatpeptidoglycan via the receptor PGRP-
LC/IRD7 which associates with the scaffolding pnotéMD (Choe et al., 2005). This
association induces the activation of sophila TAK1 (dTAK1) which activates Kenny
(KEY), the Drosophila IKK, and the subsequent phosphorylation of the K8Flike factor
Relish (REL) (Silverman et al., 2000). As in mamianralcells, a set of conserved ubiquitin
ligases regulates therosophila TOLL and IMD pathways (Chiu et al., 2005; Khushaét
2002; Leulier et al.,, 2006; Tsuda et al., 2005; whet al., 2005).Drosophila CYLD
specifically binds KEY and its overexpression dowgulates antimicrobial peptide genes
expression (Tsichritzis et al., 2007). In additiove foundDrosophila USP36 in a genetic
screen for genes involved in flies resistance ® @ram negative pathogdtseudomonas
aeruginosa and showed its function in preventing constitutiildD-dependent signal
activation through its catalytic activity (Thevenenal., in revision).

Regulation of TOLL and IMD pathways by ubiquitirati prompted us to identify other
ubiquitin proteases acting ddrosophilaimmune signals. We identified 21 USPs and two
ubiquitin carboxyl hydrolase (UCH) encoding genes the Drosophila genome, each
possessing a close human homolog, and created l@edstrand RNA (dsRNA) specific
library to silence each corresponding gene in imenaampetent S2 cells. Screening this
library identified USP2, USP34 and USP36 as thesgative regulators of the IMD pathway,
and USP34 as a negative regulator of the TOLL payhwach being required for preventing
signal activation both in presence and in the atsef immune challenge. Our finding thus
shows that only a few USPs would be involved in tegulation of NF«B pathways
highlighting their substrate specificity. Epistasitdies in S2 cells places USP36 upstream or
at the level of IMD, in accordance with its funetion IMD deubiquitination (Thevenon et al.,
in revision), whereas USP2 and USP34 may act bbthealevel of IMD and downstream
IMD. Moreover, we demonstrate the strict requiretmeh PGRP-LC to activate the IMD
pathway by ectopic IMD expression suggesting tivb Istrictly needs to associates with
PGRP-LC to mediate signal transduction. We furiheestigated the function of USP2 and
USP34 in the negative regulation of IMD and TOLLlthyeays. Notably, we demonstrated



vivo that overexpressing the corresponding genes ispamntimicrobial peptide genes
expression and flies resistance to Gram negatiaP@J& USP34) or Gram-positive (USP34)
pathogens and that USP2 or USP34 gene extinctiofatilbody provokes a constitutive
deregulation of the IMD pathway. Finally, we usdassical biochemical enzymatic assay to
assess the deubiquitinating activity of mutated waild type forms of USP2n vitro and
showed that USP2 forms a complex with IMD in drdstgp S2 cells thus suggesting that
USP2 interferes on immune signalling through IMDiloiguitination.

Results and discussion

Three USPs inhibit the IMD pathway in S2 cells

We identified twenty-one USPs and two UCHs encodjeges in thérosophilagenome,
each of these genes possesses one close humaanglewas named accordingly in this study
except those having a previous nomenclature indsgl(Table 1). A library of dsSRNA was
created in order to knock-down each of these ubigpirotease encoding gene in S2 cells
(Clemens et al., 2000). Activation of the IMD patdywvas achieved by adding heat-killed
coli in the culture media and was monitored usingAttacinluciferase (AttA-lug reporter
gene (Tauszig et al., 2000). We observed thataingrsp2 Usp34andUsp36resulted in
up-regulation of théttA promoter compared to control cells (Mock) or toséleated with
control GFP double strand RNAs (siGFP) whereasnaihg the other USPs encoding genes
had no significant effect on the induction levelrafA promoter (Fig. 1A). To further identify
the USPs required to prevent constitutive activatd the IMD pathway in the absence of
elicitor, the library was then screened AdtA activation in non-infected cells. Interestingly,
silencing the same three genes resulted in sigmficonstitutive expression of thtA
reporter gene, which, in the casesiflsp34silenced cells, reached similar or even higher
activation levels than those observed followkhgeoli stimulation (Fig. 1B). Therefore, these
three proteases are strictly required to maintaenlow basal level of activation of the IMD
pathway in un-stimulated cells. Up-regulation o& tiMD pathway inUsp2, Usp34and
Usp36 silenced cells was dependent on REL function stwsilencingRel with each of
these 3 genes fully prevented the deregulatioh@#fttA promoter (Fig. 1C). Gene silencing
was verified by monitorindJsp36, Usp2and Usp34 transcripts in dsRNAs treated cells
(Suppl. Fig. S1)No effect on the IMD signalling pathway was obseérwehen silencing
either Uch or Uchl-L3 in similar conditions (Suppl. Fig. S2 A,B). Thisreen thus defines



USP2, USP34 and USP36 as down-regulators of the jigifbway acting upstream REL in
S2 cells.

IMD requirement in silUsp-mediated signal induction

To assess whether IMD is required to mediate dém&gn of the pathway in dsRNA treated
cells, we co-silenced each of the thtésp genes witimd. We observed no induction 8ttA
when co-silencingmd with dUsp36in S2 cells (Fig. 1D). In contradiftA was still inducible
when co-silencingmd with eitherUsp2 or Usp34 reaching a similar induction level as in
control cells although less elevated than that vfeskin onlyUsp2 or Usp34silenced cells
(Fig.1D). Co-silencing eithadsp2 Usp34or Usp36with other major components of the IMD
pathway.dTAB2, dTAKIandKeydid not result in a significant induction AftA-luc (data not
shown). Therefore, USP36 my act at upstream IM@tahe level of IMD, whereas USP2
and USP34 may act both at the level of IMD and tifep components situated just
downstream of IMD.

PGRP-LC isstrictly required for IMD activity

During the course of our co-silencing experiments,were intrigued by the observation that
silencingPGRP-LCprevented any activation of tgtA promoter inUsp2 Usp34or Usp36
silenced cells (Fig. 2A), although these three ereyare likely acting downstream of PGRP-
LC. To further decipher the requirement of PGRP+#hAMD-dependentAttA activation, we
tested the effect of silencing PGRP-LC in cellsrexpressing IMD. Constitutive expression
of IMD was obtained in cells transfected with thAc-Imd construct and, as expected,
resulted in a strong constitutive 40 fold inductiohAttA-luc (Fig. 2B). Surprisingly, this
induction was fully prevented by silencing PGRP-b@icating that IMD strictly requires the
presence of the upstream receptor PGRP-LC to inthe@ctivating signal (Fig. 2B). This
result argues in favour of an essential scaffoldungction of PGRP-LC allowing for IMD

association with other downstream components op#teway such as dTAB2 and dFADD.

Drsactivation dependson DL and REL in S2 cells

Activation of the TOLL pathway was induced in S2s¢éhrough the expression of its ligand

SPZ and was monitored through the activation Df@somycine-luciferase (Drs-lucgporter



construct (Ferrandon et al., 1998). As described previous study (Tanji et al., 2007), we
observed that both DL and REL, but not DIF, wepuneed for TOLL mediated activation of
the Drs promoter in S2 cells (Fig. 3A). Indeed, silenciither Dorsal or Rel inhibited the
induction of theDrs promoter which was further inhibited DorsakRel double silenced
cells. In contrast, silencinBif did not prevenDrs induction by SPZ (Fig. 3A) whereas, as
expected, silencing the upstream components, dMY®&88PZ, prevented the activation of
the Drs promoter (Fig. 3A). To further assess a putatiemtcbution of intermediates
products of the IMD pathway in TOLL-mediated actiga of theDrs promoter, we silenced
PGRP-LC, Imd, dTAB2andKeyin SPZ expressing cells. None of them affectedridaction
level of Drs promoter induced by SPZ, indicating that REL, bot other components of the
IMD pathway, contributes to TOLL-mediated activatiof theDrs promoter in S2 cells (Fig.
3A).

USP34 inhibitsthe TOLL pathway in S2 cells

To identify USPs acting on the Toll pathway, theR$RIsRNA library was screened on SPZ-
dependent activation of thars-luc reporter gene. This screen revealed that onlgiteacing

of Usp34resulted in a significant enhancemenbDo$-luc induction compared to control cells
(Fig. 3B). Similarly, only the silencing dfsp34induced theDrs promoter in un-stimulated
cells (Fig. 3C). Activation of th®rs promoter inUsp34silenced cells was strictly dependent
on REL+DL and dMYDS88 indicating that USP34 would an upstream elements of the
TOLL pathway to prevenDrs expression in S2 cells (Fig. 3D). No effect on #@LL
signalling pathway was observed when silendiat or Uchl-L3 in similar conditions (Suppl.
Fig. S2 C,D). We conclude that USP34 is the solguitin protease detected in our screen
inhibiting the TOLL pathway both in stimulated ama-stimulated cells.

USP2 and USP34 suppress fly immunity in vivo

To assess the function of USP2 and USP34 on immignallingin vivo, we created a UAS-
Usp2 trangenic strain. In the absence of available fldhgth cDNA of Usp34
(http://flybase.org/reports/FBgn0039214.html), veed a P{UAS} insertion located upstream
of the Usp34 genetics unit (P{EPgy2}ashi®*°}). Overexpression of these two genes was
induced in adults with the HspGal4 driver line amds verified by quantitative Real time
PCR at 3, 6, 9 and 12 hours post-infection (Supig. S3). These flies were then infected



with E. coli 12 hours after heat shock. A strong diminutiorDght, and to a less extend of
AttA, expression was observedHn coli infected flies overexpressing either USP2 or USP34
(Fig. 4A,B). Inhibition of antimicrobial peptide ge expression resulted in increased fly
sensitivity to the Gram-negative pathogdas cloacaeand K. pneumoniae(Fig 4C,D)
Therefore, USP2 and USP34 behave as immune supmmesgainst Gram-negative
pathogens when overexpressedivo.

Since USP34 was also found to prevBms expression in S2 cells, we tested the effect of
overexpressing USP34 @rs expression in flies infected with the Gram-posthacteriav.
luteus Similarly as observed f@ipt, but to a less extent, overexpressing USP34 redDre
expression level at 12 and 24 hours after infeqttog. 4E). This phenotype was associated to
increased flies sensitivity to the Gram positivéhpgenE. faecalis(Fig. 4F).

USP2 and USP34 prevent constitutive IMD signalling

To further investigate thé vivo function of USP2 and USP34, we used UAS-Usp2-IR
VDRC #37930) and UAS-Usp34-IR (VDRC #27517) tramsgdines expressing inverted
repeat cDNA sequences allowing for gene silencirgressionin vivo. Silencing Usp2
resulted in pupal lethality showing a phenotype ilsim to the lethal insertion
P{GawB}CG14618°*" [ocalized in theUsp2gene locus. To avoid lethality, gene silencing
was then induced at the adult stage by inhibitiremmdgene expression with the Gal80ts
inhibitor and inducing its expression only at thtula stage by switching flies to 29°C (see
methods). Fat body directed silencing of eithi=mp2 or Usp34 using these experimental
conditions resulted iDipt andAttA activation in the absence of immune challenge. &)gin
contrast taDipt andAttA, no significant induction of neithgruc (JNK) norDrs (TOLL) was
observed in flies raised in similar conditions (F&. Ourin vivo study demonstrates that
USP2 and USP34 are required in fat body cells &xifipally and permanently prevent the
constitutive activation of the IMD pathway whereéas TOLL pathway is not deregulated

vivo even when silencingsp34gene expression.

USP2 isan active deubiquitinating enzyme

In order to test the catalytic activity of dUSP2dailUSP34 on ubiquitin substrates, each
catalytic domain was expressed as a recombinatgiprim bacteria expressing the Bkgal

fusion protein. Whereas USP2 cleaved [Jgal, no activity was observed for USP34 (Fig.



6A). The purified recombinant catalytic domain ddR2 also hydrolyzed synthetic K48 and
K63 tetra-ubiquitin chaing vitro resulting in the accumulation of ubiquitin monoméFig.
6B,C). The catalytic domain of USP2 contains the @&sidue critical for catalysis at position
540. Mutations of this conserved residue, Cys t0(8840S) was introduced in the dUSP2
sequence and resulted in a total lost of hydrolg$i®)b{3-gal fusion protein and of tetra
ubiquitin chains (Fig. 6A-C). These results indécthatdrosophilaUSP2 protein is an active
deubiquitinating enzyme both on mono and poly-Ubsstatesin vitro. Since incomplete
cDNA was used to subclone the catalytic domain &PB4, we might have a too short
protein fragment to detect USP34 catalytic actividbtaining larger or full length cDNA

clones will be required to answer the questiorhefdatalytic activity of USP34.

USP2 interactswith IMD in S2 cells

IMD is subjected to polyubiquitination in S2 ce{lEhevenon et al., in revision; JM Reichhart
and N. Silverman, personal communication). We tsexd a co-immunoprecipitation assay in
transfected drosophila S2 cells to investigateabiity of dUSP2 to interact with IMD. In
fact, IMD, but not PGRP-LC or Key, co-immunopretiped USP2 indicating that IMD and
USP2 form a complex when co-expressed in drosopleilla (Fig. 7A). To further map the
interaction domain of dUSP2 with IMD, we performadGST pull down assay with two
truncated forms of the dUSP2 proteins correspondinghe N-terminal half and the C-
terminal part which contains the catalytic domamthis assay, the N-terminal part retained
the recombinant IMD protein to a higher extent thiha C-terminal part (Fig. 7B). This
indicates that dUSP2 interacts tightly with IMD dhgh its N-terminal domain whereas
interaction via the C-terminal part would be mabile as expected for the catalytic domain.

Concluding remarks

Like phosphorylation, ubiquitination is a reversildhemical modification which acts on most
if not all cellular biological processes. As suabjquitin proteases define a clearly delimited
class of enzymes regulating cell signalling, suavier differentiation which are amenable to
chemical inhibition with therapeutic perspectivekiquitination was notably described to
regulate NF«B pathways in mammalian ari@rosophilainnate immune response. We thus
designed and screened a specific dsRNA libraryetargDrosophilaUSP encoding genes to

identify novel negative regulators of the tMdyosophila NFKB like signalling pathways



TOLL and IMD. Interestingly, only 3 USPs (USP2, BPand USP36) were found to be
required in the negative regulation of the IMD pedly and only one (USP34) was commonly
required in the negative regulation of TOLL and INdBthways. These results argue in favour
of the hypothesis that these proteases possess aui@bers of specific substrates. Using
genetic approaches Drosophila we confirmed the requirement of USP2 and USP3yin
innate immunity whereas the function of USP36 orDIBignalling has been independently
detected from a genetic screen for flies displaymgdified resistance t#seudomonas
aeruginosa(Thevenon et al., in revision). Furthier vitro analysis showed th&rosophila
USP2 interacts with the scaffolding molecule IMygesting that USP2 down-regulates the
pathway via IMD deubiquitination. Human protein IZS®Ras shown to be involved in P53
regulation and overexpressed in several cances (BHaner et al., 2004, Priolo et al., 2006;
Stevenson et al., 2007). More recently, it was alsmonstrated that silencingSP2
contributes to TNE-dependent hepatocyte survival in mice, presumdbg/to an enhanced
transcriptional activity of NFB (Haimerl et al., 2009). This last hypothesis dtddue now
verified in the light of the activity of USP2 in IMsignalling in theDrosophilafat body, an
organ ensuring similar functions as mammalian likeiparticular, it should be tested whether
USP2 deubiquitinates RIP1, which similarly as IMB,subjected to polyubiquitination and
plays essential scaffolding role in TNF-R-dependggralling.



Experimental procedures

Cell culture and RNA silencing

DrosophilaS2 cells were maintained in Schneid@&t®sophilamedium supplemented with
10% heat-inactivated FCS (Invitrogen). Gene inatibn was obtained by incubating ug
double strand RNA (dsRNA) for 48h at 26°C with 1(2.S2 cells cultured in 96-well tissue
culture plates (adapted from (Clemens et al., 20@DNA templates for dsSRNA synthesis
were generated by PCR using the primers specificeBch target gene designed from

Drosophila RNAI screening center databasddtp{/flyrnai.org (Flockhart et al., 2006) (for
Uch-L3) or fttp://www.dkfz.de/signaling2/rnai/ernai.htmffor the 21 USPs, Uch, PGRP-
LC, IMD, dTAK1, dTAB2, Key, Relish, Dorsal, Dif, $zle, dMyd88 and dTRAF2).
Purified PCR products were used as DNA templatemfeitro transcription of RNAI using

the MEGAscript RNAI kit (Ambion).

Fly strains, screening and infections

Flies were raised on standard culture medium a€25¢cept if indicated. Transgenic lines
were constructed in the P{UAST} vector (Brand andrritnon, 1993). P{UASIUsp3
contains theCG-14619-RACDNA subcloned from SD02480 (DGRC). Following bneere
recovered from VDRC: P{UA3Md-IR} (#9253); P{UASdUsp2-IR(#37930) and P{UAS-
dUsp34-1R (#27517) (Dietzl et al., 2007). Other stocks weeeovered from the Drosophila
Bloomington stock center.

Heat-shock driven expression of transgenes wagwaeathiby crossing flies with the HspGal4
(HSGal4) driver line. For testing the activation thie IMD pathway, the progeny was
submitted to sequential temperature changes: 3@Bi#fi@, 30 min 18°C, 30 min 37°C, 1 hour
28°C, 25°C 12 hours. For testing the activationtlod Toll pathway, the progeny was
submitted to 1 hour at 37°C. Conditional expressiomat body of transgenddsp-IR was
achieved by crossintsp-IR, Gal80ts flies with the c564Gal4 (c564) driver line; progen
were maintained at 18°C during development andcted at 29°C during 4 days at adult
stage.

Monitoring IMD and TOLL pathways activation in S2 cells
To monitor IMD and TOLL pathways activation, welised the reporter constructpAttA-
luc (Tauszig-Delamasure et al., 2002) gidrs-Luc (Ferrandon et al., 1998), respectively.

We further constructed a novel normalisafkc-luc which allowed for Dual-luciferase



reporter assay (Promega). DNA transfection was opmd with 20pg of Ac-luc
normalisator and 2ng of AttA-luc or pDrs-luc 48h prior luciferase detection (ie.,
simultaneously with dsRNAs). To activate the IMOitpaay, heat-killecE. coli (5.10) were
added 4 hours prior dual detection of the two kreies. The activation of the TOLL pathway
was induced by the transfection of 20ngpéfc-Spéatzle (pAc-Spgene coding a processed

form of Spatzle (simultaneously with other constsi¢Morisato and Anderson, 1994).

Real-time PCR analysis
Total RNAs were extracted from adult flies usingsalutely RNA Miniprep kit from

Statagene. For real-time PCR analysis, cDNAs wegn¢hssized with AffinityScript QPCR
cDNA Synthesis Kit (Stratagene). An amount of cDBduivalent to 0.0Jug of total RNA
was subjected to 40 cycles of PCR amplificationststimg of a 10s incubation at 95°C and
30s at 60°C. Output was monitored using SYBR Greare reagents and the Mx3000P
instrument (Stratagene). All the results were ndized to therpl32 RNA level The primer
sequences were designed using PrimerQuest

(http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/Primeaegt/).

In vitro deubiquitinating assays

Mutations in the USP2 (USP2C540S) and USP34 (USBPG24LS) catalytic domain were
introduced using QuickChange XL Site-directed Metagpis Kit (Stratagene). N-terminal
domain of USP2{1-531} and wild type or mutated ¢gia domains of either USP2{475-
856} or USP34{1933-2459}, were expressed as GSlofuproteins in transformed. coli
BL21 PlysS. To assess proteolytic cleavage of utwiguGST-fusion proteins were
coexpressed with UB-gal fusion protein for 4 hours at 28°C in trangied E. coli XL1
Blue. Bacteria were lysed in 100ul Laemmli soluti&amples were subjected to SDS-PAGE
(6% gel) and western blotting with a rabbit atGal antibody (ROCKLAND). To assess
proteolytic cleavage of ubiquitin tetramers, GS$ifun proteins were induced for 1 hour at
25°C and purified on Gluthatione Sepharose 4B (Ameam Bioscience) frorg. coli lysates
prepared in 2ml of Triton buffer (150mM NaCl, 40mivis pH 7.4, 0.6% Triton x 100, 4mM
EDTA, 4mM EGTA, 2mM DTT, protease inhibitor cockt&IGMA, 1 mg/ml Lysozyme).
One ug of fusion proteins fixed on sepharose 4B iwasbated with either K48-or K63-
linked polyubiquitin substrates (Boston Biochemg¢)lin 20ul of Phosphate buffer saline
containing 5mM MgC] 2mM DTT for 18 hours at 37° with agitation. Samplsre



subjected to SDS—PAGE (11% gel) and western bipitiith a rabbit anti Ubiquitin-protein
conjugates antibody (BIOMOL International)

I mmunopr ecipitation and immunablotting

Co-immunoprocipitation were performed following rsiard procedures in S2 cotransfected
cells with 10pg of Myc tagged full lengttUsp2construct in pAc/HisB vector (Invitrogen)
(dUSP2-Myc) and 10ug of V5-tagged full length dher IMD, PGRP-LC (Choe et al., 2005)
or KEY (Tsichritzis et al., 2007). Pull Down assagre performed in S2 cells transfected
with the IMD-V5 construct and lysed after 48h. Tixeate was employed in a GST-USP2 full
length, Nter or Cter pull down assays. Pull dowresenblotted with antibody against V5 to
detect bound IMD-V5.
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Table 1

Human
homologs

USP1
uUSP2
USP5
USP7
HAUSP
USP8
USP10
USP12
USP14
USP15
USP16
USP30
USP32
USP33
USP34
USP36
uUsP42
USP38
USP39
CYLD
USP9

uspP22

uUSsSP47

UCH-L3

Droso
gene

Uspl

Usp2

Usp5

Usp7

Usp8

Uspl10

Uspl2

Uspl4

Uspl5

Uspl6

Usp30

Usp32

Usp33

Usp34

dUsp36

scny

Usp38

Usp39

Cyld

fat facets

not

Ubp64E

Uch-L3

Uch

CG
number

CG15817

CG14619

CG12082

CG1490

CG5798

CG32479

CG7023

CG5384

CG30421

CG4165

CG3016

CG8334

CG8494

CG5794

CG5505

CG8830

CG7288

CG5603

CG1945

CG4166

CG5486

CG3431

CG4265

Template

LD22910

SD04280

Genomic DNA

LD41613

Genomic DNA

LD28815

RE52890

Genomic DNA

GH27809

LD34905

LD41827

Genomic DNA

LD43649

Genomic DNA

LD40339

LD36231

LD38070

Genomic DNA

LD22582

LD43147

LD26783

LD24440

GH02396

Forward and Reverse primers
(without T7 sequences)
TACATAGCCAACCCGGATG
CACAATGCCTTCGAAGTCC

CCAGCAGACCAAGGACAC
GAGCTGCTGCCGGATC

CTGGCATGCGCAATCTG
CCAGATTGGTGGCCTTGTC

GTCAGCGTCAACGGGAG
CGACGACGGCAGTGTTT

CAGAACGATGAGCAGTTGG
CCTCGGCTGCGGTTTC

GGACGGATGCGCGAAC
CTGGTGCCAGATCTGGGT

TACTGGCCGAACGGAATG
TTCTGCGCCTCCTGATAA

CTTGGTGAGCCGACTTCC
TAGTTTCTCCAAACGTCTGG

TACCGAAATGATCGACATGG
CCAGCCCGAGTCCAAGT

GTATTCCGTGGCTTTCTTGT
GGTCTGGCCGTTGGTCT

CCCTCCAGTGCCATGCT
GTTGCGGCGGCAGATT

GCTGTTTAATACCCAACCACT
AGACCTCAAAGTAGATATAATTCT

TCCGCTGGAGGGCTTC
TCCGCCACCGAAAGTCC

CCGCACGATGGTGATCTT
GCCATGCGACTGATCTCT

GTGCGTTTGACCAACGGA
AGTGGCGTTTTGACGGG

TGCTTATCGAGTGCAATTCA
CATCGATAGGTGGTGGAAAG

CATCAAAGCGAACGACTAC
GGTAGATCGCATGTGAGGT

TCGGGGCAAGATTCTTATTT
TCAATTATGTCTGTGACATCAAG

TGACATCCTGAAGCAGAACT
TAACCATGTATACGAACGGTC

TCTATTCCGGCTCCCGT
CGCAGGCTGAACTGTTTG

ACCAGAGTGTACGTATCGC
TGGGTGTTGGCCATGTTCT
GAGCAACGCTAGCCAGATTC
CTGCATGCGCTTCTCAATAA
AATACATATGCGGCTTTGGC
CACTGGTGAACAAGGAGGGT

Table 1 : Ubiquitin proteases screened on IMD and TOLL pathway

All primers were designed from (http://www.dkfz.de/signaling2/rnai/ernai.htpexcept for *UCH-L3 designed from DRSC .
(http://flyrnai.org (Flockhart et al., 2006).

Amplicon ID

HFA14155

HFA20632

HFA08244

HFA18909

HFA15876

HFA16942

HFA08282

HFA16175

HFA02853

HFA04426

HFA11378

HFA18265

HFA10979

HFA07196

HFA15875

HFA10510

HFA07281

HFA11313

HFA20032

HFA28070

HFA11378

DRSC27736*

BKN21774



Figurelegend

Figure 1: USP2, USP34 and USP36 negatively regulatethe IMD pathway in S2 cells

S2 cells were co-transfected withAttA-luc reporter gene angbAc-luc normalisator to
measure the activation of the IMD pathway in thespnce of heat-killeB. coli (A, C, D, E)

or cells cultured in the absence of elicitor (Beg8ence specific long dsRNAs were added
into the media to silence indicated target genadidated siGeneName). Histograms represent
the % of induction normalised isiGFP treated control cells (100%), the mean induction
value of AttA-lucin cells treated with dsRNAs having no significafiiect is shown (Mean,
horizontal bar). A. Compared ®GFP treated cellssiRel preventsAttA-luc induction byE.

coli and eithersiUsp36, siUspar siUsp34results in an increase @fttA-luc induction of
about 6, 5 and 4 fold, respectively. B. Cells &edatithsiUsp36, siUsp2 and siUsp®tesent

a constitutive activation oAttA-luc in the absence d&. coli. C. SilencingRel prevents the
effect of silencingUsp36 Usp2 andUsp34as observed in double siRNAs treated cells. D.
SilencingImd prevents the effect of silencingsp36as observed igiUsp36+siimdtreated
cells, whereas co-silencingnd with eitherUsp2or Usp34results in a similar induction level
as in control cells, although reaching lowed letlean that observed in simp&Usp2 or

siUsp34treated cells (see A).

Figure 2: Silencing PGRP-L C prevents | M D-dependent activation of the pathway

S2 cells were co-transfected withAttA-luc reporter gene angbAc-luc normalisator to
measure the activation of the IMD pathway By coli (A) or pAc-Imd (B). A. Silencing
PGRP-LCprevents deregulation of the pathway provoked lensing eithetUsp36 Usp2or
Usp34 B. Overexpression ofmd in pAc-Imd transfected cells induces a strong 40 fold
activation ofAttA-luc (siGFP) compared to cells transfected with an gmpic vector (pAc-
empty). IMD-dependent activation of the pathwayoislly prevented by silencingGRP-LC
(pAc-Imd + siPGRP-LC). All tests were done in triplicatedthwthree independent
experiments. One representative experiment ouhmfetis shown. NI: Not infected cells;
Mock: no dsRNA.

Figure 3: USP34 isa negativeregulator of the Toll pathway in S2 cells

S2 cells were co-transfected wiibrs-luc reporter gene anglAc-lucnormalisator to measure
the activation of the TOLL pathway in the preseatpAc-SpZA, B, D) or in the absence of
elicitor (NI in A, B, D and C). Sequence speciiimy dsRNAs were added into the media to



silence the indicated target gene (indicated siGane). Histograms represent the % of
induction normalised in siGFP treated control c€ll90%), Mean represents the mean
induction value ofDrs-luc in cells treated with dsRNAs having no significaitect. A.
Compared to cells treated wigiGFP, silencingDif does not preverDrs-luc induction by
pAc-Spzwhereas silencing eith&orsal, Myd88 or Spzinhibits the induction of the TOLL
pathway. Silencing components of the IMD pathwiagy, dTAK1, dTAB2, Imd or PGRP-L.C
has no effect on the induction Birs-luc, except in the case of the MB-like factor Rel
demonstrating that REL is necessary for activatibthe TOLL pathway by SPZ in S2 cells.
B. SilencingUsp34in the presence gdfAc-Spzresults in up-regulation ddrs-luc induction.

C. Cells treated witlsiUsp34in absence of elicitor present constitutive adioraof Drs-luc
reaching similar induction level as in Spz treatetls. D. Silencing eitherRel+Dorsal) or
Myd88 prevents the constitutive activation Bfs-luc induced by silencingysp34 All tests
were done in triplicates. One representative erpant out of three is shown. NI: Not

induced.

Figure 4: dUSP2 and dUSP34 suppresses fly immunity in vivo

A. Quantitative analysis ddipt mMRNAs levels by real-time PCR at 3, 6, 9 and ldrdgost
infection withE. coli. Results are expressed as the fold induction lewedpared to the level
of Dipt mMRNAs in non-infected flies. HspGal4 directed egsion of the EY03971 insertion
driving Usp34 expression (Hsp>dUsp34) (in HspGal4/+; EY03971fes¥ or of the UAS-
dUsp2 transgene (Hsp>Usp2) (in HspGal4/+; UABsp2/+ flies) reduceDipt induction
caused b¥. coliinfection. B. Quantitative analysis AttA mRNAs by real-time PCR at 3, 6,
9 and 12 hours post-infection with. coli. Results are expressed as the fold induction
compared to the level dkttA mMRNAs in non-infected flies. HspGal4 driven expressof
Usp34reducedAttA induction at 3, 6 and 12 hours following infectiwhereas no significant
reduction ofAttA was observed ibdsp2overexpressing flies. Significant difference o5

(*) or of p<0,01 (**) compared to HspGal4/+ contfies (Student's-test). C. Forty flies of

5 days old were infected with. cloacael2 hours following heat shock treatment and their
survival kinetics was followed over 48 hours. ThatamtKey is used as a Gram-negative
sensitive control. HspGal4 directed expressiotush34or of Usp2transgenes results in fly
sensitivity toE. cloacaeas compared to HspGal4/+ control flies (p<0,01) &hi-2 test). D.
The same experiment as C. was performed WitpneumoniaeHsp driven expression of
Usp34or of Usp2transgene also result in fly sensitivitykopneumoniagp<0,01 (**) Chi-2

test). E. Quantitative analysis &frs mMRNAs by real-time PCR at 12 and 24 hours post



infection with M. luteus Results are expressed as the fold induction coedp@ the level of
Drs mRNAs in non-infected flies. Hsp driven expressadrsp34significantly reduce®rs
induction following infection. Significant differee of p<0,01 (**) compared to HSpGal4/+
control flies (Student’s-test). F. Forty flies of 5 days old were infectsith E. faecalis6
hours following heat shock treatment and their siahkinetics was followed over 48 hours.
The mutantDif, Key is used as a Gram-positive sensitive control. HépCdirected
expression ofJsp34 but not ofUsp2results in fly sensitivity tde. faecalisas compared to
HspGal4/+ control flies (p<0,01 (**) Chi-2 test).

Figure5: USP2 and USP34 prevent constitutive activation of the IMD pathway

Quantitative analysis dDipt, AttA, Drs and puc mMRNAs by real-time Quantitative PCR. A.
Fat-body directed silencing adsp2 and Usp34was induced at the adult stage by raising
c564Gal4/Gal80ts,UAS-Usp2-IRlies or c564Gal4/Gal80ts,UAS-Usp34-IRies at 18°C
during development and rearing adult for 4 day8QC before conducting the experiment.
Histograms present the fold induction of each iatid gene mMRNAs compared to
c564Gal4/+ control flies raised in similar conditgo Significant difference of p<0,01 (**)

compared to c564Gal4/+ control flies (Studentisst).

Figure 6: dUSP2 isan active ubiquitin protease

A. GST-fusion proteins were coexpressed withpJgal fusion protein for 4 hours at 28°C in
transformeck. coli XL1 Blue. Substrate cleavage was analysed by wesletting with anti-
Bogal antibodies. Wild type or mutated catalytic domaf USP2 and wild type catalytic
dom<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>