N

N

Synthése totale de dimeéres SUMO-2/3

Jennifer Bouchenna

» To cite this version:

Jennifer Bouchenna. Synthese totale de diméres SUMO-2/3. Médecine humaine et pathologie. Uni-
versité de Lille, 2020. Frangais. NNT : 2020LILUS038 . tel-03383471

HAL Id: tel-03383471
https://theses.hal.science/tel-03383471

Submitted on 18 Oct 2021

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03383471
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université de Lille — Droit et Santé

Ecole Doctorale Biologie — Santé de Lille (EDBSL)

THESE

Pour obtenir le titre de

Docteur de I’Université de Lille
Spécialité : Chimie organique
Présentée par

Jennifer BOUCHENNA

SYNTHESE TOTALE DE DIMERES SUMO-2/3

Soutenue le 10 juin 2020

Devant le jury composé de :

Rapporteurs : Dr. Jean-Jacques LACAPERE
Dr. Fabienne BURLINA

Examinateur : Dr. Florine CAVELIER

Directeur de thése : Dr. Oleg MELNYK

Institut de Biologie de Lille, CNRS UMR 8204
Institut Pasteur de Lille

1 Rue du Professeur Calmette 59019 Lille Cedex France







REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier ['ensemble des membres de mon jury qui ont accepté de juger mon travail.
Je remercie le Dr. Jean-Jacques Lacapeére et le Dr. Fabienne Burlina d’avoir accepté d’étre
mes rapporteurs. Merci au Dr. Florine Cavelier d’avoir accepté de présider mon jury et d’étre
également mon examinateur.

Je remercie le Pr. Camille Locht pour m’avoir acceuillie au sein du CIIL dans ["'UMRS8204.

A lissue de la rédaction de ce manuscrit, je suis convaincue que la these est loin d’étre un
travail solitaire. En effet, je n’aurais pas pu réaliser ce travail de thése sans le soutien d’'un
bon nombre de personnes dont la générosité, la bonne humeur et l’intéret manifesté a I’égard
de mes recherches m’ont permis d’avancer et de progresser dans cette phase délicate du « futur
chercheur ».

En premier lieu, je tiens a remercier tout particulierement le Dr. Oleg Melnyk pour m’avoir
encadré durant ma these et donné /’opportunité de réaliser ce travail fascinant mélant chimie
et biologie. Merci de m’avoir guidé durant ces trois années et de m’avoir toujours poussé dans
mes retranchements pour pouvoir donner le meilleur de moi-méme. Je vous remercie également
pour votre disponibilité, vos conseils et le partage de vos connaissances.

J’aimerai aussi remercier le Dr. Jérome Vicogne pour toute [’aide qu’il m’a apporté en
biologie du début jusqu’au dernier point final de ce manuscrit. Merci pour tes conseils, ta
patience, ta bonne humeur et ton soutien précieux.

Je remercie également toutes les personnes qui m’ont épaulé dans mes travaux de recherche.
Hervé, le dompteur des machines analytiques et le « super-sonic » des mots fléchés, Julien et
Reda pour leurs précieux conseils scientifiques.

Je souhaite aussi remercier mes deux accolytes Benoit et Florent pour les moments de fou rire,
leur soutien, leur aide et leur écoute dans mes moments de « down ». Une chose est stire ¢ est
que le Golden Wave se souviendra de nous (Free from desire, 90°s).

Je remercie ensuite Nathalie, Magalie (on s’en souviendra du CD6 '), Vangélis, Rémi, Vincent
et Olga pour leurs conseils, leur aide et leur écoute. Mais également la team biologie Alex,
Stéphanie, Lucile pour leur aide et leur disponibilité.

Enfin, je terminerai par remercier ceux qui me sont chers : mes parents, ma petite-sceur et son
fiancé (Et oui !), ma famille dans sa globalité et mon amie Muz qui est devenu un membre a
part entiére de ma famille. Merci pour votre soutien au quotidien, ce travail de these est aussi
le votre.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ..ottt e e e e e ettt e e e e e e e e e s et e e e e aeeeeasnnsaaaaeeeeeeeesannnees 3
TABLE DES MATIERES ...ooitiieieeeeee ettt ettt ettt tassteate et e eteateaneaneesaesteaneenaenes 4
S UL = 6
AB ST R A CT ..ttt e e e e e e e e e e e e e —————eae e e e e e et ————aaaaeaa e e e ———raaaeeaaaaanaaes 7
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE ......cooiuiitiiieeee ettt ettt eteane e eas e aaeane s 9
I. Les modifications post-traduCtionNEllEs .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 11
A. Les dessous de la grande diversité des modifications post-traductionnelles................. 11
B. L'ubiquiting et Sa dECOUVEITE .......uviiii i 14
C. Les modifications post-traductionnelles apparentées a 'ubiquitine....................ccceeeeeee 17
[1. L@ SUMOYIATION L.ttt 19
A. La découverte des proteine€s SUMO ........oouuiiiiiiiiieeiiiiiiiiii et 19
B. Les différents homologues SUMO ........ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 21
1. La Protéine SUMO-1L.....iiiiiiiiiiie ettt e e e e e s sttt e e e e e e s e st eaaaeeeaaas 23

2. Les protéines SUMO-2 €t SUMO-3 .....ccooiiiiiiiiiiiiee ettt 24

3. La Protéineg SUMO -4......cooiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e e e e e a e e e e e e e annaeees 26

C. LA POIYSUMOYIALION. .....eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee ettt e et e et e e e e e e et e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeees 27
D. Le mécanisme enzymatique de la SUMOVYIAtion..............cccoceeiiiiiiiiiiiiiie e, 28

1. La maturation des protéines SUMO...........uuiiiiii i 29

2. Etape d’activation par 'enzyme E1 ... 30

3. Etape de conjugaison par 'enzyme E2..............coiiiiiii i 31

4. Etape de ligation par les enzymes E3 ligaSES.....cccccvvvviviiiiiiiiieeeeceeie e 32

5. Les enzymes impliquées dans la déSUMOylation des protéines ..........cccoeeeeeeevveennnnnn 36

6. Motifs régulateurs de la SUMOYIAtION ............oooviiiiiiiii e 37

E. Interactions entre la SUMOylation et les autres modifications post-traductionnelles.....42
1. SUMOylation versus ubiquitination .............ccooiiioiiiiiii e 42

2. SUMOylation versus phosphorylation................ccooiiiiiiiiiiiii e 43

3. La SUMOylation versus I'acétylation ............cccccciiiiiiiii e 44

lll. Réle de la SUMOylation dans la physiologie cellulaire ............ccccccoviiiiiiiiiiiieiiiiennnn. 46
AL SUMO 1 CBINCE ...ttt ettt e et e e et e e e e e et e e e e eba e e aeennn s 46
1. Leucémie aiglie PromyEIOCYLIAIrE ...........oevviiiiiii e e 49

2. CanCer de 1@ PrOSLALE .......ouuuiiii e e e e e e e e e e e e e e aaraaa 49

B. SUMO et le stress CellUIAIre. .........cooee oo 51
C. SUMO : expression et intEgrité gENOMIGUE ..........euuuuuiiiieeeeieeeiiiiee e e e e e e eeearrie e e e eeeeanena 53
D. SUMO et I'inflammation.........ccooo oo 56
E. BilaN/CONCIUSION ... 57
AV @ o T [=Tod ) F e [ =T = LU ) PP 57
V. Synthése des protéines par voie ChiMIQUE ..........oovviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58



A. Approches modernes de la synthése chimique des protéines............cccccceeeiviiiiinnnnenn. 58

1. La synthese peptidique sur phase SONAE ...........ccuuiiiiiiiiiiiii e 60

2. Le principe de la ligation ChImMIQUE ............uuuumiii e 62

3. Assemblage de grands peptides et de ProteiNes ..........cccceevviiinniiinnnianes 71

4. Les procédés de synthése « one pot » de N VErs C ......cccuvvviviiiiiiiiiiiiieiieeee e 75

B. Méthodes pour la synthése de grandes ProtéiNes...........occvvveiiiiieeeiiiiiiiiiiiieee e 78
1. Apergu statistique de la synthése chimique de protéines............ccccceeviiiiiiiiieeeneennnns 79

2. Fréguence des acides aminés protéiNOgENIQUES...........c.uuvvreeieeeeriiiiiiiiieeeeeee e e 80

3. Les réactions de déchalCOgéNAation ............ccuuviiiiiiiiiiiiiiiii e 82

(O =71 P> o7 @] T 11 1= o ] o 1SS 85
RESULTATS & DISCUSSIONS .....oviuiiitiiciiieteiete ettt 87
I. Synthése par voie chimique des protéines SUMO-2 et SUMO-3..........cccccouvvvvmmnnnnnnnnnnns 89
A. Formation d’aspartimide ..........cooviiiiiiiiii e 91
1. Formation d’aspartimide pendant la synthése peptidique en phase solide................. 91

2. Formation d’aspartimide pendant I'étape de ligation chimique................cccccceciiinnnnnns 94

3. Synthése des domaines SUMO-2, SUMO-3..........uiiiimiiiiiiiiii e 95

4. Sytnhéses des domaines SUMO-2, SUMO-3..........coooiiiiiiiiiii 97

B. Analyses biophysiques et biochimiques des protéines SUMO-2, SUMO-3.................... 99
1. Analyses en dichroisme circulaire des domaines SUMO-2 et SUMO-3..................... 99

2. Analyses biochimiques : La SUMOVYIAtion ...........cccoooeiiiiiiiiiiii e 103

Il. Synthése totale de conjugués SUMO-2 et SUMO-3..........oooviiiiiiiiiiiiiicee e 108
A. La stratégie CONVErgente « ONE POt ».....uuiiiiicieiiieiiiiiiiee e eeeeeeite e e e e e e et eeeeeeanann 108
B. Problématique de la désulfuriSation ...............uuuiiiiiie e 110
C. Cinétique de déconjugaison avec SENP1 et SENP2..........ccoovviiiiiiiiieciiceie e, 112
lll. Synthése par voie chimigue du domaine SUMO-2/3 COI€......ccceeeevvvriiiiiiiiiieeeeeeennnnns 114
IV. Synthése totale des dimeres SUMO-2/3 ... e 116
A. La stratégie de Synth€se gENETale ..........coeiiiiiiiiiiiiii e 117
B. L’assemblage « one pot » des diméres SUMO-2/3........ccccoeevviviiiiiiiiiieeeceeees e 120
C. L’étape de désulfurisation sélective des diméres SUMO-2/3...........ccoeevvvviiiiiiinneeeenn, 122
D. Caractérisations biophysiques et biochimiques du dimére SUMO-2/SUMO-3 ............ 124
1. Analyse structurale par dichroisme CirCUlaire .............ccoveeeiiieiiiiieiiic e, 124

2. Test de déconjugaison par les enzymes SENP1 et SENP2...........cccccceeieiiiieeieeennnn, 124
CONCLUSION & PERSPECTIVES .....oeiiiiiieiiiiiiitiiit e ettt e e e e s siaaeeaaa e e e e s s nnnsaneeeeeas 127
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ........coiiuieiecieceete ettt 131
ANNEXES ...ttt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e et te e e aaeeee e e e st aaeeaaeeeeeeeeanrrrraaraeeeeeaans 152



RESUME

Les progrés du génie génétique ont permis I'expression d’'un nombre considérable de
protéines dans des cellules pour étudier les mécanismes du vivant, développer des approches
thérapeutiques et de biotechnologie. Ces protéines, dites recombinantes, présentent certaines
limitations associées a leur mode de production, notamment dans le choix des acides aminés
de la séquence qui est limité aux vingt acides aminés naturellement codés par le génome. Une
autre limitation de ces méthodes est la difficulté d’incorporer des acides aminés porteurs de
modifications post-traductionnelles (MPT). Ces limitations ont motivé les chimistes organiciens
a développer de nouvelles méthodologies de synthése afin d’accéder a ces macromolécules
d’intérét biologique. Si la synthése chimique s’est clairement imposée depuis quelques années
comme une alternative crédible a I'utilisation de méthodes biologiques pour la synthése de
protéines, la synthése chimique de protéines de grande taille (au-dela de 100 acides aminés)

reste un véritable défi.

SUMO est une MPT apparentée a I'ubiquitine constituée d’environ 90 acides aminés.
Cing isoformes différentes de SUMO ont été identifiées a ce jour chez 'Homme. Parmi celles-
ci, SUMO-2 et SUMO-3 sont exprimées par tous les types cellulaires et similaires a 97% au
niveau de leur séquence. L’objectif de ce projet de these a été d’étudier la conformation et les
propriétés biochimiques de conjugués SUMO-2 et SUMO-3, ainsi que de réaliser la synthese
totale des différentes combinaisons de diméres SUMO-2 / SUMO-3. La taille de ces
constructions moléculaires se situe a la limite haute des protéines pouvant étre produite par
synthése chimique. Pour atteindre ces objectifs, nous avons développé des stratégies de
synthése performantes en one-pot et des réactions de désulfurisation sélectives permettant
d’accéder aux protéines cibles a I'échelle du milligramme.

Nous montrons au cours de ses recherches que les protéines SUMO-2 et SUMO-3 ont
des propriétés structurelles et biochimiques spécifiques, et ne doivent pas étre considérées
comme redondantes. Nous décrivons également pour la premiére fois la synthése totale de
diméres SUMO-2/3. Ce travail devrait aider a mieux comprendre le rble spécifique des
modifications SUMO-2 et/ou SUMO-3 sur la structure et la fonction des protéines qui sont la
cible de ces MPT.



ABSTRACT

Advances in genetic engineering enabled the expression of a huge number of proteins in cells
to study biological mechanisms and to develop novel therapeutic and biotechnological
approaches. Nevertheless, recombinant strategy of protein production has inherent limitations.
In particular, the sequence composition is usually limited to the twenty naturally encoded amino
acids.

Moreover, the incorporation of amino acids carrying post-translational modifications (PTM)
appears difficult. This second limitation motivated organic chemists to develop new synthetic
methodologies to access biologically relevant macromolecules. Although chemical synthesis
clearly emerged in recent years as a useful alternative to biological methods, the chemical
synthesis of large proteins (beyond 100 amino acids) remains a real challenge.

SUMO is an ubiquitin-like PTM consisting of approximately 90 amino acids. Five
different SUMO isoforms have been identified in humans so far. Among them SUMO-2 and
SUMO-3 are expressed by all cell types and are 97% similar in sequence. The aim of this
thesis was to study the conformation and the biochemical properties of SUMO-2 and SUMO-
3 conjugates. The total synthesis of the different combinations of SUMO-2 / SUMO-3 dimers
was also carried out. The size of these molecules coincides with the upper limit of the proteins
that can be produced by chemical synthesis. Considering this, we developed powerful one-pot
synthetic strategies and selective desulfurization reactions to access the target proteins on a
milligram scale.

During this research, we show that the SUMO-2 and SUMO-3 proteins have specific structural
and biochemical properties and should not be considered redundant. We also described the
first total synthesis of SUMO-2/3 dimers. This work will help to better understand the specific
role of SUMO-2 and/or SUMO-3 madifications on the structure and function of the SUMOylated

proteins.
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l. Les modifications post-traductionnelles
A. Les dessous de la grande diversité des modifications post-traductionnelles

Au cours de I'évolution, les organismes vivants ont développé des mécanismes leur
permettant de générer un protéome (ensemble des protéines exprimées dans une cellule)
d’'une diversité quasiment infinie a partir d'un nombre restreint de génes. Chez 'Homme, il
existe environ 26 500 génes, ce qui est en de ¢ca du nombre et de la grande diversité de son
prottome. En effet, ce protéome semble étre deux a trois plus complexe (supérieur a
1 000 000 protéines) que le nombre de protéines prédites par le génome. C’est seulement
vingt ans apres la détermination de la structure en double hélice de I'ADN que les scientifiques
ont découvert que les génes des organismes eucaryotes étaient « morcelés », c'est-a-dire
constitués d'exons (partie codante, une dizaine en moyenne par géne) séparés par des introns
(partie non codante). Ainsi, les exons et les introns sont transcrits a partir de I'ADN en un ARN
(dit pré-messager, noté pré-ARN). Ensuite, certains introns et/ou exons sont éliminés, puis les
les exons sont rassemblés pour former I'ARN messager final (ARNm). Ce mécanisme, nommé
épissage, a lieu dans le noyau des cellules avant I'export des ARNmM « épissés » dans le
cytoplasme, ou ils y seront finalement traduits en protéines par les ribosomes. L'épissage est
donc une source de diversité des protéines produites (Figure 1). Cependant, il existe bien
d’autres mécanismes permettant d’augmenter encore les combinatoires du protéome,
notamment apres la phase de traduction. On parle alors de modifications post-traductionnelles
(MPT).

Introns
- : ™ Transcrit primaire
(ARN pré-messager)
Exon 4
/ l \\ Transcrits matures
(ARNm)
B Exon2 Exond Bond  (ERGA Exon'3 Exon (ERGT Exon 4

Figure 1. Mécanisme d’épissage des ARN pré-messager en ARN messager mature.
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Méme si elle existe chez les procaryotes, les MPT sont majoritairement rencontrées
chez les eucaryotes. Environ 5% du génome est d’ailleurs dédié a la synthése des enzymes
réalisant ce type de modifications (pour revue voirl). Cette régulation post-traductionnelle du
protéome est un mécanisme cellulaire a faible colt énergétique car il permet une adaptation
rapide de la cellule eucaryote a des changements de son environnement sans requérir a de
nouveaux genes. Ces modifications covalentes peuvent modifier fortement les propriétés
physico-chimiques de la protéine : il peut s’agir de clivages protéolytiques, d’ajout de
groupements chimiques ou de polypeptides sur un ou plusieurs acides aminés. Loin d’étre un
simple changement d’architecture de la protéine, la présence de ces MPT peut impacter sur
son activité biologique, sa localisation, sa stabilité, ainsi que ses capacités a intéragir avec
d’autres partenaires. Ceci impacte directement la transduction du signal, la multiplication
cellulaire, l'apoptose ou encore l'autophagie. A I'heure actuelle, la phosphorylation est la MPT
la plus étudiée et beaucoup de ses rdles sont quasiment établis. Dans le cas de la signalisation
cellulaire, les protéines kinases peuvent étre activées ou inactivées par I'ajout de maniéere
réversible de groupements phosphates?. Cependant, il existe bien d’autres MPT telles que la
méthylation, l'acétylation, l'ubiquitination, la SUMOylation, la O-GIcNAcylation, I'ADP-
ribosylation, la nitration, I'ajout d’ancrage lipidique (myristoylation, prénylation, ...), la formation
sélective de ponts disulfure et la glycosylation®. Parmi toutes les MPT répertoriées chez les
eucaryotes supérieurs, une trentaine d’entre elles sont plus communément rencontrées*
(Tableau 1).
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Modification post-
traductionnelle

Résidu
modifié

Caractéristiques de la MPT

SUMOylation

Lys

Ajout d’un peptide d'environ 100 acides aminés par
établisssement d’une liaison isopeptidique.
Possiblilité de multi- ou polySUMOylation.

Il existe 5 isoformes SUMO.

Ubiqutinylation

Lys

Ajout d’un peptide d'environ 76 acides aminés par
établissement d’une liaison isopeptidique ou par une liaison
peptidique sur l'acide aminé N-terminal de la protéine cible.
Possibilité de multi- ou polyubiquitination.

Neddylation

Lys

Addition d’un peptide ubiquitin-like NEDDS8.

Méthylation

Lys, His, Arg

Ajout d’'un groupement méthyle (-CHz) sur des résidus
basiques. Augmentation de I'hydrophobicité de la protéine
modifiée.

Acétylation

Lys

Ajout d’'un groupement acétyle sur 'amine €.
Neutralisation de la charge positive.

Hydroxylation

Lys, Pro

Ajout d’'un groupement hydroxyle (-OH).
Modification essentielle pour la maturation des fibres de
collagéne®.

Sulfatation

Tyr

Transfert d'un groupement sulfate activé (SOz’) sur une
protéine acceptrice par une sulfotransférase.

Nitration

Tyr

Addition de groupement nitro (-NO2) sur les résidus tyrosine.
Permet la dégradation protéasomale des protéines
modifiées.

Phosphorylation

Ser, Thr

Ajout d'un groupement phosphate (-POs?) par une liaison
ester sur des résidus polaires.
Apport de charges négatives

Carboxylation

Glu

Modification du glutamate en y-carboxyglutamate par une y-
glutamylcarboxylase.
Protéines impliquées dans la coagulation du sang®.

C-mannosylation

Trp

Premier résidu Trp de la séquence est modifié par un a-
mannopyranose par une liaison C-C.
Site consensus : WxxW

Myristoylation

Gly

Ajout d’'un groupement myristoyl (acide gras saturé de 14
carbones) sur I'extrémité N-terminale d’un résidu Gly par une
liaison amide stable.

Réaction catalysée par la myristoyl- CoA: protéine N-
myristoyltransférase (NMT).

Prénylation

Cys

Ajout d’'un groupement farnésyl pyrophosphate (C15) ou
géranylgéranyl pyrophosphate (C20). Réaction catalysée par
la farnésyl transférase ou la géranylgéranyl transférase,
respectivement.

S-acylation

Cys

On parle aussi de palmitoylation. Ajout d’acides gras sur des
résidus cystéine par une famille d’acyltransférases. La
réaction inverse est catalysée par les acylthioestérases.

ADP-ribosylation

Arg, Glu,
Asp

Ajout d'un ou plusieurs motifs d’ADP-ribose provenant du
NAD par I’ADP ribosyltransférase via une liasion ester.

Citrullinisaion

Arg

Conversion d’'une arginine en citrulline au sein d’'une
séquence consensus par I'enzyme peptidylarginine
deiminase (PAD).

Tableau 1. Principales modifications post-traductionnelles rencontrées et les acides aminés
impliqués®. Il n’y a pas de modification connue a ce jour pour les acides aminés Leu, lle, Val
et Phe.
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Certaines de ces MPT sont susceptibles d’étre retrouvées systématiquement sur une
protéine ou d’y apparaitre de maniére transitoire. Dans certains cas, la présence d’'une MPT
peut devenir un signal pour l'ajout d’'une autre MPT. C’est I'exemple méme de la
phosphorylation qui précéde bien souvent I'ubiquitination ou la SUMOQylation. Cela signifie que
les MPT peuvent étre greffées de facon unique a la surface de la protéine cible, de facon
concomitante sur des résidus différents ou étre en competition pour la modification d’'un résidu
précis. Par conséquent, étudier les interactions entre les différentes MPT est essentiel pour
comprendre leurs régulations et leurs fonctions au sein de la cellule. Il est établi que la
dérégulation de certaines MPT est a l'origine de I'apparition ou de la progression de certaines
pathologies d’ou I'intérét de mieux comprendre leur r6le au sein de la cellule. Etant donné leur
grande diversité et de leurs combinaisons, les MPT sont semblables a des « codes-barres
moléculaires » qu’on se doit de décrypter pour mieux comprendre les mécanismes du vivant
et découvrir de nouveaux traitements thérapeutiques. Mon travail de thése s’est attaché a
I'étude d’'une MPT spécificique, semblable a I'ubiquitination ou « Ubiquitin-like » c’est-a-dire la
SUMOylation.

B. L'ubiquitine et sa découverte

L’ubiquitination est la premiére MPT peptidique ayant été décrite dans la littérature
scientifique. Cette MPT consiste a 'ajout d’un polypeptide de 8,5 kDa, I'ubiquitine (Ub), sur
une protéine cible. Initialement découverte par Goldstein et al. en 19757, ce n’est qu’au début
des années 1980 que les travaux d’Aaron Hershko, Avram Ciechanover et Irwin Rose ont
permis la caractérisation de la cascade enzymatique permettant cette modification. Les études
ayant menées a la découverte de l'ubiquitine visaient a étudier une voie de dégradation non
lysosomale ATP-dépendante sur un modeéle de réticulocytes®. Le fait que cette voie utilise de
I'énergie pour dégrader les protéines était en soi intrigant, puisque la rupture d’'une liaison
peptidique classique est une réaction thermodynamiquement favorisée. Partant de ce postulat,
cela suggérait que I'énergie utilisée devait servir a autre chose qu’a I'hydrolyse proprement
dite des protéines. C’est donc en essayant de comprendre ce paradoxe qu’ils ont découvert
I'ATP-dependent proteolysis factor 1 (APF-1), qui de par son caractére « ubiquitaire » (c’est-
a-dire hautement conservé chez tous les eucaryotes) sera rapidement renommé ubiquitine.
Ces découvreurs ont également mis en évidence une corrélation entre la polyubiquitination
d'une protéine et sa dégradation protéasomale. L’ensemble de ces découvertes a été
récompensé par un prix Nobel de Chimie en 2004. Toutefois, en plus de son rble avéré dans
le processus de dégradation des protéines, l'ubiquitine est également associée a d’autres

mécanismes cellulaires tels que la réparation de 'ADN, la régulation des histones, I'activation
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de protéines kinases etc. Cela fait maintenant plus de 30 ans que I'ubiquitne fat découverte et
demeure depuis une cible thérapeutique de premiére importance.

L’ubiqutine (Ub) est une petite protéine de 76 acides aminés avec un poids moléculaire
de 8,5 kDa. Elle est formée d’une hélice a et de quatre feuillets B (Figure 2). C’est une protéine

globulaire tres stable thermiquement.

Figure 2. Structure tridimensionnelle de l'ubiquitne (code pdb: 2MWS). Les hélices a en rouge,
les feuillets B8 en jaune, les boucles en vert.

L’ubiquitine est conservée et exprimée par toutes les cellules eucaryotes. Elle est
codée par 4 génes différents (Uba52, Rps27a, Ubb, Ubc), ce qui souligne son réle central pour
la cellule. Chez la souris et 'THomme, les génes Uba52 et Rps27a codent des protéines de
fusions entre I'Ub et des protéines ribosomales, et sont exprimés de fagon constitutive au sein
de la cellule. Les genes Ubb et Ubc quant a eux codent la polyubiquitination souvent induite
lors d’'un stress cellulaire. Des recherches de biologie moléculaire ont récemment démontré
l'importance de ces génes puisqu’une délétion du gene Ubc est |étale au niveau embryonnaire
et celle du géne Ubb est responsable de l'infertilité pour le méle et la femelle ainsi qu’une
dégénérescence des cellules du systéme nerveux® 10,

Au sein de la cellule, 'ubiquitine est pésente sous plusieurs formes : libre ou conjuguée
a des substrats nucléaires comme cytosoliques voires méme membranaires. L’ubiquitination
comprend plusieurs étapes enzymatiques successives permettant in fine le couplage de I'Ub
sur la lysine cible (K) du substrat (Figure 3). Tout d’abord, 'ubiqutine est produite sous la forme
d’un précurseur soit polyubiquitine, soit en fusion avec une protéine ribosomale, ainsi elle doit
passer par une étape de maturation avant d’étre prise en charge par la machinerie
d’ubiquitination. Ensuite une enzyme d’activation E1 assure I'adénylation du résidu glycine en
positon 76 de I'Ub en présence d’adénosine triphosphate (ATP) et d’'un ion magnésium (Mg?*)

pour former une liaison thioester. Puis 'Ub est transférée a une enzyme E2 en charge de sa
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conjugaison sur le groupe e-NH. d’une lysine au sein de la protéine. L’enzyme E2 est
fréquemment retrouvée en étroite association avec la protéine E3, qui contrble la spécificité
de ce mécanisme en reconnaissant le substrat cible pour conduire a la formation d’un lien
isopeptidique. Dans la cellule eucaryote, il existe plusieurs enzymes E2 et la famille des ligases

E3 ne cesse de s’agrandir au fur et a mesure des recherches réalisées sur 'ubiquitination®.

ATP  ADP & PPi

N

SH S
l ( 5 ( (_. : ' Protein

E3 Protein

Figure 3. Le processus enzymatique de I'Ubiquitination (D’aprés Dwayne et al. 2017)*.

Au cours des années 1990, I'étude du protéome a connu un essor spectaculaire avec
'avénement de la spectrométrie de masse. Cette technique a permis I'identification au sein de
l'ubiquitine de plusieurs résidus lysines impliquées dans la formation de liens
isopeptidiques!® 13, En effet, I'ubiquitine posseéde sept lysines internes (K6, K11, K27, K29,
K33, K48, K63) pouvant étre modifiées, et conduire a I'élaboration de chaines polyUb
d’architecture variées. Cette diversité dans l'architecteure des chaines polyUb permet
d’orienter les substrats vers des voies de signalisation cellulaire différentes (Figure 4). En effet,
des travaux montrent que seuls les substrats modifiés par une chaine de polyUb K48 d’au
moins 4 molécules d’ubiquitine sont dirigées vers le protéasome en vue d’'une dégradation. La
diversité des signaux cellulaire induits par les chaines polyUb est due a leur architecture qui
differe de maniére significative d’'un type a l'autre, permettant ainsi leur reconnaissance

spécifique par des effecteurs dédiés'* °.
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Protein Protein

Chaine polyUb K48 Mono-ubiquitination Chaine polyUb K63

) Endocytose . Réparation des dommages de 'ADN
:g; Modification des histones . Trafic des protéines

*‘é" Réparation de ’ADN . Régulation de la transcription

7 Trafic des protéines . Signal de transduction

(l Réponse au stress oxydatif

Figure 4. Conséquences fonctionnelles des différentes topologies d’ubiquitination (adapté de
Dwayne et al. 2017)*.

Pour finir, I'ubiquitination est une réaction rendue réversible par l'action d’enzymes
appelées déubiquitinases (DUBs), capables d’hydrolyser les liaisons isopeptidiques des
différents conjugués ubiquitines rencontrés (chaines polyUb ou mono-ubiquitination ou multi-

ubiquitination).

C. Les modifications post-traductionnelles apparentées a "'ubiquitine

Au cours des années 2000, la modification réversible des protéines par I'ajout de
polypeptide s’est diversifiée avec la mise en évidence de plusieurs protéines apparentées a
'ubiquitne, appelées Ubiquitin-like, UBL. Bien que ces UBL présentent une faible homologie
de séquence avec l'ubiquitine, elles partagent malgré tout une importante similarité dans leur
structure tertiaire (structure globulaire a feuillets §). De méme, leur mécanisme de conjugaison
s’effectue suivant une cascade enzymatique a la fois spécifique mais similaire a celle de I'Ub.
Cependant, la présence d’une enzyme E3 n’a pas toujours été démontrée pour chacune de
ces voies enzymatiques. Actuellement, il existe une vingtaine d’UBL, répertoriées dans le

tableau ci-dessous (Tableau 2).
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Protéines %
apparentées a d’identité E12 E22 Caractéristiques
I’'Ub? avec I’'Ub
Ubiquitine 100 Ubal& 6 Plusieurs | Codé par plusieurs genes
ISG15 32/37° UbelL UbcH8 Induit par l'interféron |
Rub1/NEDD8 55 Uba3-Ulal Ubcl2 Subtrats : cullins, p53
Smt3/SUMO1-5 18 Uba2-Aosl Ubc9 Vertébrés : 5 génes sumo
Substrats inconnus, repliement de
FAT10 32/40P Uba6 /
type B-grasp
Dérivé a partir d’'un précurseur
FUBI/MNSF( 38 / / ]
ribosomal
Précurseur protéique ribosomal
Ubl-1 40 / /
chez le Nématode
Ubl a I'ext. C-terminale, pas de
SF3al20 30 / / données trouvées sur la
conjugaison
) Ubl a I'ext. C-terminale, pas de
Oligo(A) . .
30/42° / / données trouveées sur la
synthetase o
conjugaison
UFM1 ND Ubab Ufcl Repliement de type B-grasp

Tableau 2. Tableau résumant quelques protéines apparentées a I'Ub ou susceptibles de
I'étre. 2 Les noms des protéines de levures sont listés pour E1 et E2 a I'exception de ISG15,
FAT10 et UFM1, qui ne sont pas trouvés dans S. cerevisiae (Uba6 a une distribution
phylogénétique beaucoup plus limitée); pour les Ubl, les noms de S. cerevisiae sont donnés
s'ils sont présents dans cet organisme et sont listés en premier si un orthologue de vertébré
est connu et porte un nom différent, 2 Deux domaines liés a I'Ub, < Non détectable par les
recherches BLAST standard.

Historiquement, ISG15 (Interferon-stimulated gene 15) est la premiére protéine UBL a
avoir été découverte. L'expression du géne Isgl5 est régulée positivement aprés un stress
cellulaire, en particulier ceux induits par des infections bactériennes et virales. Le stress subit
par la cellule induit I'expression des facteurs pro-inflammatoires tels que les interférons de
type | (INF de type ) qui déclenchent I'expression d'ISG15 et permettent d’assurer une
réponse antivirale compléte qui cible toutes les étapes de réplication des différents virus. A
titre d’exemple, les souris knowout (KO) pour le géne Isgl5, c’est-a-dire dont le géne Isgl5 a
été éteint, présentent une sensibilité exacerbée aux virus Influenza A, Influenza B, HSV-1 et

Sindbis?’. Ainsi, '|SGylation joue un réle central dans les mécanismes de défense de la cellule
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(réponse immunitaire innée) face a une infection virale. Enfin, le mécanisme permettant cette
modification suit le méme schéma enzymatique que I'Ub (E1, E2, et E3).

Parmi les UBL, on retrouve également la protéine NEDD8 qui possede la plus forte
homologie de séquence avec I'Ub (55%). La protéine NEDDS8 est essentielle pour les
eucaryotes car une délétion de son géne Nedd8 est Iéthale chez tous les organismes étudiés
excepté chez Saccharomyces cerevisiae. Les substrats de la neddylation (modification par
NEDDS8) les mieux caractérisés sont les membres de la famille des Cullines, protéines
adaptatrices charniéres a la formation de complexes ubiquitine ligases E3 de la famille RING
(CRL, Cullin-RING-ligase). De ce fait, la modification des CRLs par NEDDS8 stimule
I'ubiquitination de son substrat par le recrutemment d’ubiquitne ligases E381°. C’est le cas de
la protéine Parkine, une ubiquitine ligase E3 dont le role est de favoriser la dégradation des
mitochondries endommagées par un processus connu sous le nom de mitophagie. Lorsque la
protéine parkine est endommagée elle est aussitdt NEDDylée ce qui augmente son activité
d’ubiquitination in vivo. En outre, l'interférence entre la NEDDylation et I'ubiquitination lors de
différents stress cellulaires et/ou de conditions pathologiques devrait étre prise en compte
dans I'évaluation de la NEDDylation en tant que cible thérapeutique prométeuse.

Aujourd’hui, la modification des subtrats par 'Ub et les UBL apparait comme un
systéme de régulation essentiel pour I’homéostasie cellulaire, et dont 'importance est capitale
dans le fonctionnement normal ou pathologique de la cellule.

Cette thése a pour objectif de participer a la compréhension de l'une de ces UBL, la
protéine SUMO.

Il. La SUMOylation

A. La découverte des protéines SUMO

La protéine SUMO (Small Ubiquitin-Like Modifier) a été découverte et caractérisée dans la
deuxiéme partie des années 90, soit 20 ans aprés la découverte de 'ubiquitine. L’étude de
cette MPT est un challenge en partie d0 a son caractére hautement dynamique, ou seule une
petite partie du protéome (estimé a moins de 1%) est SUMOylé in vivo®. On retrouve la
SUMOylation (modification par SUMO) chez tous les eucaryotes étudiés, de Saccharomyces
cerevisiae a Homo sapiens. En premier lieu, elle a été découverte chez la levure apres un
criblage génomique pour des répresseurs du phénotype de la mutation Mif2 (Mitotic fidelity of
chromosome transmission protein 2). C’est pourquoi, la protéine SUMO a été nommée
initialement Smt3p (Suppressor of mif two 3 protein). L’année suivante, le géne humain Sumol
a été cloné, et nommé a cette occasion hSmt32% 22, Ainsi, son clonage a permis de réaliser

des expériences de criblages en double hybride mettant en avant l'implication de la
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SUMOylation dans plusieurs processus cellulaires essentiels tels que la réparation de 'ADN
via RAD51 et RAD52, I'apoptose induite par Fas et TNF. En 1997, 'acronyme SUMO-1 est
introduit pour la premiére fois lors de I'étude de la SUMOylaton ATP-dépendante de RanGAP1
(Ran GTPase Activating Protein 1) par Stm3p? 24,

Les eucaryotes unicellulaires et les invertébrés ne possédent qu'un géne codant la
protéine SUMO, et il s’avere étre essentiel a la viabilité cellulaire. Chez les eucaryotes
supérieurs tels que les plantes et les vertébrés, ils expriment plusieurs variants du géne. En
effet, le génome d’Arabidopsis thaliana contient huit génes codant des paralogues SUMO?%,
le génome humain cing dont un pseudo-géne pour la protéine SUMO-5 et dans le génome de
la souris on en dénombre trois. Dans ce manuscrit seules les protéines SUMO humaines
seront décrites. D’un point de vue de I'homologie de séquence, la protéine SUMO-1 partage
environ 20% d’identité de séquence avec l'ubiquitine, les protéines SUMO-2 et -3 sont
identiques a 97% entre elles mais elles ne partagent que 50% d’identité avec SUMO-1%
(Figure 5). Leur forte homologie de séquence fait qu’elles sont couramment appelées par la
contraction SUMO-2/3.

1 SDQEAKPSTEDLGDKKEGEY IKLKVIGQDSSE IHFKVKMTTHLKKLKESYCQRQGVPMNSLRFLFEGQRIADNHTPKELGMEEEDVIEVYQEQTGG

5 SDLEAKPSTEHLGDKIKDED IKLRVIGQDSSE IHFKVKMTTPLKKLKKSYCQRQGVPVNSLRFLFEGQRIADNHTPEELGMEEEDVIEVYQEQIGG

Isoformes 2 --ADEKPKE - -G NNDH INLKVAGQDGSVVQFK I KRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQP INETDTPAQLEMEDEDT IDVFQQQTGG
SUMO 3 - - SEEEPIEE - - G -NDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQP INETDTPAQLEMEDEDT IDVFQQQTGG
4 --ANEKPTE- -EVKTENNNHINLKVAGQDGSVVQFKIKRQTPLSKLMKAYCEPRGLSMKQIRFRFGGQP ISGTDKPAQLEMEDEDT IDVFQQPTGG

{771 Motif de SUMOylation pour les protéines SUMO-2 et -3

*  Cysinterne
* Certains résidus hydrophobes autour de la Cys interne

Figure 5. Les séquences protéiques des isoformes SUMO chez 'Homme (Homo sapiens),
hSUMO-1 (P63165), hSUMO-2 (P61956), hSUMO-3 (P55854), hSUMO-4 (Q6EEV6) et
hSUMO-5 (G2XKKO0) ont été alignées en utilisant MegAlign Pro ™ (Lasergen © DNAStar®)
avec algorithme MAFFT (matrice de score BLOSUM30). Les séquences ont été associées en
fonction de leurs proximités phylogéniques. La couleur de fond des acides aminés correspond
a la nature chimique de la chaine latérale (aromatique - jaune, acide - rouge, basique - bleu,
non polaire - orange, polaire - verte).
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B. Les différents homologues SUMO

Bien que les protéines SUMO ne partagent qu’une faible identité de séquence avec
'ubiquitine, leurs structures tridimensionnelles en sont trés proches. En effet, les protéines
SUMO adoptent une forme globulaire compacte de type BRaBBap, avec un motif di-glycine en
C-terminal permettant I'entrée dans le cycle de la SUMOylation.

Les protéines SUMO se distinguent de I'ubiquitine par la présence d’une extension au
niveau de leur extrémité N-terminale dans une direction opposée a celle du coté C-terminal.
Par ailleurs, la fonction exacte de cette extension N-terminale reste a I'hneure d’aujourd’hui
inconnue, mais ses caractéristiques riches en acides aminés chargés, en glycine et en proline,
en font une excellente région pour des interactions protéine-protéine. En ce qui concerne la
distribution des charges a la surface de la protéine, les protéines SUMO sont bien différentes
de I'Ub bien qu’elles partagent un domaine structuré identique. A la différence de
'ubiquitination, la SUMOylation des protéines s’effectue a un endroit bien particulier de la
séquence qui correspond a un motif consensus de type WKxE/D, ou W est un acide aminé
hydrophobe, K la lysine acceptrice, x n’importe quel acide aminé et E/D un acide aminé
glutamate ou aspartate.

Au déla des différences au sein de leur séquence, les isoformes SUMO se différencient
également par une certaine spécificité de substrat. En effet, une analyse protéomique réalisée
par Vertegaal et ses collaborateurs a permis d’identifier 53 substrats de la SUMQylation?’.
Parmi ces substrats, 25 présentaient une préférence pour SUMO-1, 19 pour SUMO-2, et 9
étaient modifiés par SUMO-1 ou -2. Cette analyse est intéressante car elle révele que tous les
substrats de la SUMOQylation ne sont pas exclusivement nucléaires. Une autre étude effectuée
sur les cellules HeLa a mis en évidence cette fois-ci 232 substrats SUMOylables, sans
surexpression des paralogues SUMO. De la méme maniére, on observe une spécificité envers

I'un ou l'autre paralogue?® (Figure 6).
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Figure 6. Analyse protéomique des substrats de SUMO démontrant une spécificité relative de
substrats selon le paralogue SUMO. Les barres gris clair représentent 'abondance relative de
peptides modifiés par SUMO-1. Les barres gris foncé représentent 'abondance relative des
peptides modifiés par SUMO-2/3, et les barres noires correspondent au bruit de fond.

Malgré cette spécificité de substrat, il est intéressant de noter que deux équipes
indépendantes ont montré que des souris KO pour le géne Sumol étaient parfaitement viables
et présentaient un développement embryonnaire normal?®® %0, Ces résultats indiquent que les
protéines SUMO-2 et -3 sont capables de compenser la perte de la protéine SUMO-1.
Cependant, la réciproque n’a pas été testée mais il est probable que l'invalidation des génes
Sumo2 et Sumo3 ait un impact important sur le fonctionnement de la cellule. En effet, la
protéine SUMO-1 est incapable de former des chaines polySUMO. S’ajoute a cela, la
dynamique de conjugaison qui est différente entre les protéines SUMO-1, SUMO-2 et -3. En
effet, la protéine SUMO-1 est souvent liée de maniére stable a ses substrats, avec un faible
pool de protéine SUMO-1 libre. A contrario, les formes libres des protéines SUMO-2 et -3 sont
beaucoup plus abondantes et se conjuguent rapidement aux substrats suite a un stress
cellulaire®-*2, Ainsi, I'une des fonctions des protéines SUMO-2 et -3 serait de fournir a la cellule
un stock de protéines SUMO prétes a répondre a un stress cellulaire important (choc
thermique, osmotique, oxydatif etc.). Chez 'Homme, le rble de la protéine SUMO-4 semble
étre assez controversé. En effet, son profil d’expression au sein de certains organes tout
comme son implication dans le diabéte de type | sont des sujets de discordes entre différents
groupes de recherche®3 34,

Enfin, trés récemment une protéine SUMO-5 a été identifiée dans certains tissus. La

protéine SUMO-5 est hautement conservée parmi les especes primates®. Comme pour les
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protéines SUMO-2 et -3, SUMO-5 est capable de former des chaines polySUMO. Cependant,

ses roles biologiques sont encore inexplorés®.

1. La protéine SUMO-1

La protéine SUMO-1 est identique a 46% a SUMO-2 et a 47% a SUMO-3*". Comme
mentionné précédemment, la protéine SUMO se différencie de I'ubiquitine par la présence

d’une région flexible d’'une quinzaine d’acides aminés située du cété N-terminal (Figure 7).

SUMO 1
G-G

L, < SUMO1

Figure 7. La structure tridimensionnelle de SUMO-1 est similaire a celle de 'ubiquitine. A)
Représentation en rubans de la structure 3D de SUMO-1 en utilisant le logiciel MOLSCRIPT.
Les protéines SUMO appartenant aux membres de la famille des Ubiquitine-like (UBL) se
caractérisent par un repliement dit en « en 3-grasp » qui se définit par une structure secondaire
organisée selon une succession de feuillets beta-beta-alpha-beta-beta. B) Superposition des
structures de SUMO-1 (noir) et de l'ubiquitine (rouge). La superposition des carbones Ca met
en évidence la similitude de structure des deux protéines®’.

Du point vue de la répartition des charges, le domaine SUMO-1 expose une surface
étendue concentrant des charges négatives y compris au niveau de la région N-terminale, non
présente chez I'ubiquitine. On trouve des charges positives sur la face concave de la molécule
(Figure 8). Cette répartition particuliere des charges peut expliquer les interactions que
SUMO- 1 réalise avec ses différents partenaires comme I'enzyme Ubc9 et la SUMO protéase
Ulp137:38,
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Figure 8. Répartition des charges a la surface de SUMO-1 et modélisation des régions
d’interaction. A-B) Répatrtition des charges électrostatiques sur les deux faces opposées de la
molécule. Les orientations sont indiquées en filigrane et correspondent au squelette. Les
charges positives sont représentées en bleu et les charges négatives en rouge en utilisant le
programme GRASP®*. La premiére vue de SUMO-1 (A) montre les épitopes chargés
positivement (Arg54, Lys46, Lys25, Lys23, Lys17 and Lys16). La seconde vue (B) révéle une
large zone composée d’acides aminés chargés négativement (Glu89, Asp86, Glu85 et Glu84)
ainsi que la poche d’acides aminés acides®" (Glu83, Glul8, Glul5, Asp12, Glull et Glu20).
C) Modélisation des zones d’interaction de SUMO-1 avec I'enzyme de conjugaison Ubc9 et la
SUMO protéase Ulp1 colorées en orange, magenta et bleu cyan®.

SUMO-1 a une localisation principalement nucléaire®°. Elle se retrouve essentiellement
sous forme conjuguée et son ajout covalent sur une protéine ne semble pas étre lié a des
conditions physiologiques spécifiques®?. SUMO-1 régule de nombreux acteurs du transport
noyau-cytoplasme, de la transcription, de la réparation de I'ADN, de la régulation du cycle

cellulaire et de l'apoptose* 2,

2. Les protéines SUMO-2 et SUMO-3

Les protéines SUMO-2 et -3 sont homologues a 97% et ne partagent que 50% d’identité
avec SUMO-1% (Figure 9). Dans la littérature elles sont souvent désignées par la contraction
SUMO-2/3. Actuellement, aucun anticorps permettant de discriminer SUMO-2 de SUMO-3 n’a
pu étre mis au point, pourtant cela serait un outil indispensable pour les différentes recherches

menées sur la compréhension du role de ces MPT au sein d’une cellule.
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A) B)

Figure 9. Structures tridimensionnelles de SUMO-2 (code pdb 1WM2) et SUMO-3 (code pdb
2MP2). A) Représentation en ruban de la structure 3D de SUMO-2 tronquée en N-terminal
(structure correspondant aux aa 12-89) obtenue par diffraction aux rayons X. B)
Représentation en ruban de la structure 3D de SUMO-3 (structure correspondant aux aa 12-
92) obtenue par résonance magnétique nucléaire. Le repliement dit en « en 3- grasp » est
retrouvé comme dans l'ubiquitine et SUMO-138 43,

Le site de SUMOylation (WKXE/D) est retrouvé au sein de la queue N-terminale des
protéines SUMO-2 et SUMO-3, et permet ainsi la formation de chaines polySUMO*. Ce site
de SUMOylation est fortement conservé au sein des eucaryotes supérieurs (levures, souris et
Homme). Récemment, une étude de protéomique a mis en évidence la présence d’autres sites
de branchements au sein des protéines SUMO-2 et -3 tels que les lysines 5 et 7 (K5, K7), en
plus du site de branchement majeur qui est la lysine 11 (K11). Ainsi, ces données suggerent
la possibilité pour les protéines SUMO-2 et -3 de former des chaines d’architecture différente,
chose que I'on retrouve dans la polyubiquitination. Il serait donc intéressant de pouvoir accéder
a ces différentes chaines polySUMO afin de mieux comprendre les conséquences biologiques
de ces modifications, a l'instar de ce qui est fait pour les chaines d’ubiquitine.

Pour les protéines SUMO-2 et SUMO-3, la répartition des charges de surface est
semblable. La région la plus caractéristique des protéines SUMO-2 et -3 est la zone qui
correspond a la partie concave de la molécule. Dans le domaine SUMO-1 cette partie est
chargée positivement alors que dans les domaines SUMO-2 et -3 elle est neutre. Ceci est di
au remplacement de la Lys en position 48 de SUMO-1 par une Met en position 44 dans les
domaines SUMO-2 et -3 (Figure 10, fleches rouge). La proximité de cette surface concave
avec l'extrémité C-terminale pourrait servir de site potentiel pour discriminer les isoformes
(SUMO-1 vs SUMO-2/3) dans les cellules humaines.
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SUMO-2 ou SUMO-3 SUMO-1

Figure 10. Identification des acides aminés qui different par leur charge entre la protéine
SUMO-2 ou -3 et la protéine SUMO-1. Les acides aminés chargés positivement, négativement
et les plaires neutres sont colorés en bleu, rouge et violet respectivement. Les résidus non
polaires sont en vert. Les fleches rouges pointent vers le résidu Met44 pour SUMO-2, et Lys48
pour SUMO-138,

Pour finir sur la localisation subcellulaire, la protéine SUMO-2 est retrouvée associée
aux corps nucléaires alors que la protéine SUMO-3 est cytosolique*®. Comme précedemment
mentionné, les protéines SUMO-2 et -3 sont majoritairement libres et sous cette forme

constituent un réservoir de protéines SUMO disponible a tout moment pour la cellule.

3. La protéine SUMO-4

La protéine SUMO-4 a été découverte plus récemment, elle partage 86% d’identité
avec la protéine SUMO-2, et 76% avec la protéine SUMO-3 (Figure 5). In vivo, cette isoforme
ne participe pas a la formation de conjugués di a son incapacité a étre maturée et donc a
dévoiler ses deux résidus glycine C-terminales®. En effet, le résidu de proline en position 90
dans la séquence de la protéine SUMO-4 provoque une contrainte conformationnelle ne
permettant pas I'hydrolyse du précurseur sous sa forme native. A la différence des autres
isoformes, son expression se retrouve limitée a certains tissus® %°. La protéine SUMO-4 est
principalement exprimée dans le rein, les ganglions lymphatiques, la rate et les flots
pancréatiques. Elle modifie essentiellement des facteurs de transcription ayant un role dans
la réponse immunitaire par des intéractions non covalentes*s. Récemment, des recherches
ont montré que la protéine SUMO-4 inhibe indirectement I'activité transcriptionnelle du facteur
NFkB (Nuclear factor-kappa B) en SUMOylant IkBa (Inhibitor of kappa B a). Cette modification
IkBa par SUMO-4 favorise ainsi la séquestration de NFkB dans le cytoplasme et inhibe la
transcription d’'une série de genes anti-apoptotiques. En 2008, Wei et ses collaborateurs ont

montré que la protéine SUMO-4 joue un rdle clé lors d’un stress cellulaire*’. En effet, la
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protéine SUMO-4 modifie plusieurs facteurs de transcriptions importants pour la régulation du
stress intracellulaire tels que AP-1, AP-2, STAT-1, STAT-3 et le récepteur des
glucocorticoides*. Par conséquent, les substrats de SUMO-4 appartiennent notamment a un
groupe de protéines anti-stress incluant des enzymes antioxydantes comme par exemple
Cu/ZnSOD, la catalase, les peroxyredoxines, des protéines chaperonnes comme HSP70 et
Grp58 (protéine disulfure isomérase retrouvée dans le lumen du Réticulum Endoplasmique).

C. La polySUMOQylation

Bien que SUMO-2 et SUMO-3 partagent 97% d’identité, SUMO-2 semble étre un
meilleur substrat pour la polymérisation**. In vivo, les chaines de polySUMO-2/3 sont souvent
terminées par un domaine SUMO-1 puisqu’elle contient un site interne de SUMOylation,
suggérant un role de « terminateur » d’élongation®® 44, Des études récentes réalisées dans
des conditions favorisant la SUMQylation montrent que les résidus de lysine K5, K7 et K42
des protéines SUMO-2 et -3 et les résidus de lysine K7, K16, K17, K25, K37, K39 et K46 de
SUMO-1 seraient SUMOylables*® %, Cependant, la polySUMOylation demeure encore
largement inexplorée.

Par ailleurs, des chaines mixtes de polyubiquitine/SUMO ont été décrites®' %2 (Figure
11) ce qui souléve la question du rdle de ces chaines dans le processus de dégradation des
protéines via le protéasome. C’est en 2012, qu’une équipe de recherche démontre qu’lkBa, la
protéine inhibitrice de NFkB, est modifi€ée par des chaines mixtes de SUMO-2/3-ubiquitine et
que la modification d’IkBa par ces chaines mixtes apres une stimulation de la cellule au TNFa
engendre une dégradation protéasomale plus efficace que lorsqu’elle est modifiée seulement

soit par SUMO-2 et -3 soit par I'ubiquitine seule®.
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Figure 11. Les protéines SUMO-2 et SUMO-3 (S2/3) forment des chaines via le site de
SUMOylation internes pouvant inclure SUMO-1 (S1), ce dernier étant situé généralement a
I'extrémité de la chaine polySUMO. La protéine SUMO-1 contient un site de SUMOylation
inverseé, qui peut étre utilisé pour la formation de chaines. De plus, les chaines SUMO peuvent
étre ramifiées. Les protéines SUMO forment également des chaines mixtes avec l'ubiquitine.

D. Le mécanisme enzymatique de la SUMOQylation

La SUMOylation est un mécanisme dynamique et réversible semblable a celui de
I'ubiquitination®®. Ainsi, on retrouve dans ce processus des enzymes de maturation,
d’activation, de conjugaison, de ligation et de déconjugaison (Figure 12). Cependant, les
enzymes impliquées sont spécifiques de ces réactions. En effet, 'absence de redondance
entre les enzymes de la SUMOylation et celles des autres UBL ont permis de les étudier

spécifiquement.
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Figure 12. Le cycle de conjugaison des protéines SUMO. Dans un premier temps, le
précurseur de SUMO est clivé en C-terminal pour exposer un motif di-glycine. Ensuite, la
protéine SUMO mature est activée par I'enzyme E1 composée de deux sous unités SAE1 et
SAE2, puis transférée a l'enzyme E2 de conjugaison Ubc9. Enfin, 'enzyme E3 permet le
rapprochement d’Ubc9 avec la protéine cible facilitant ainsi sa modification covalente par
SUMO. La réaction est dite réversible par l'intervention de SUMO protéases appelées aussi
deSUMOylases?®.

1. La maturation des protéines SUMO

La traduction des ARNm des protéines SUMO aboutit a la production de pro-protéines ou
pro-peptides appelés précurseurs. Ces précurseurs posseédent une séquence de 2 a 11 acides
aminés permettant de masquer le motif di-glycine en C-terminal, signal d’entrée dans le cycle
de la SUMOylation. Cette maturation est réalisée par des enzymes présentant une activité
endopeptidase, et qui sont spécifiques des protéines SUMO. Par ailleurs, une autre source de
protéines SUMO peut provenir du recyclage des substrats SUMOylés apres action des
enzymes a activité isopeptidase.

Chez la levure, deux SUMO protéases ont été découvertes, Ulpl et Ulp2 (Ubiquitin-
like protein 1 et 2). Elles sont capables de maturer la protéine SUMO, Smt3p et de cliver la
liaison isopeptidique avec le substrat. Chez les mammiféres, trois groupes de SUMO
protéases (ou déSUMOylases) ont été décrites et classées en fonction de leur structure : les
SENP (Sentrin protease), DESI1 et 2 (Desumoylating isopeptidase 1 et 2), et USPL1
(Ubiquitin-specific peptidase-like protein 1). A ce jour, les déSUMOylases les mieux
caractérisées sont les SENP. Leur découverte au début des années 2000 a été réalisée
d’aprés une homologie de séquence avec Ulp1®* . On dénombre six SENP : SENP1, -2, -3,
-5, -6, et -7. Leur spécificité de substrat découle en grande partie de leur localisation

subcellulaire. Elles sont essentiellement retrouvées dans des structures bien différenciées du
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noyau®® (Tableau 3). Par ailleurs, certaines SENPs possedent une affinité plus importante pour
'un ou l'autre paralogue SUMO (SUMO-1, -2, -3). En particulier, SENP1 and SENP2 sont
spécifiqgues pour SUMO-1, SUMO-2 et -3 alors que SENP3 et SENP5 sont plus spécifiques
pour les domaines SUMO-2 et -3%. De la méme maniere, seules SENP1, 2 et 5 sont capables
de maturer les précurseurs SUMO alors que SENP6 et 7 sont uniquement aptes a
dépolymériser les chaines polySUMO. Ce qui signifie que SENP6 et 7 sont capables de
rompre les liens isopeptiques entre deux monomeres SUMO, sans 6ter le dernier monomeére

lié a la protéine cible®® 57,

Edition
i o o Act. Act.
DéSUMOylase Localisation Spécificité ) ) ) des
endopeptidase | isopeptidase R
chaines

Pore nucléaire, SUMO-1 et
SENP1 Oui Oui Non
foci nucléaires SUMO-2/3

Pore nucléaire,

SUMO-2/3
SENP2 foci nucl éaire, Oui Oui Non
> SUMO-1
cytoplasme
SENP3 Nucléole SUMO-2/3 Inconnu Oui Non
Nucléole et
SENP5 ) ) SUMO-2/3 Oui Oui Non
mitochondrie
SENP6 Nucléoplasme SUMO-2/3 Non Oui Oui
SENP7 Nucléoplasme SUMO-2/3 Non Oui Oui

Tableau 3. Caractéristiqgues des déSUMOylases SENP ; (Act. pour activité).

2. Etape d’activation par I'enzyme E1

Contrairement a l'ubiquitine, il n’existe qu’'une seule et unique enzyme E1 pour la
SUMOylation. Cette étape d’activation de la protéine SUMO mature fait appel a 'enzyme E1,
présentée sous la forme d’'un hétérodimére SAEL:SAE2 (SUMO Activating Enzyme 1 et 2).
L’'unité SAE1 porte le domaine important pour 'adénylation ATP-dépendante de la glycine en
position C-terminale de SUMO, alors que SAE2, lui porte la cystéine catalytique. Cette enzyme
est capable d’activer les trois protéines SUMO (SUMO-1, -2 et -3). En effet, les résidus
nécessaires a la reconnaissance par I'enzyme d’activation SAE1:SAE2 sont conservés dans

ces trois isoformes** %8,
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SAE2 : Domaine Cys

Domaine SFD

SAE1 : Domaine d’adénylation

Figure 13. Structure aux rayons X du complexe entre SUMO-1 et I'enzyme d’activation E1
SAEL:SAE2. SUMO-1 (jaune) est complexé au domaine d’adénylation formé de SAE1
(bleu):SAE2 (rose). La cystéine catalytique (C173) du domaine SAE2 est colorée en jaune
(fleche bleue). Le domaine SFD (rouge) de SAEZ2 sert au recrutement de l'enzyme de
conjugaison E2 Ubc9. SFD : SUMO-Fold Domain (code pdb 3KYC).

La réaction chimique d’activation semble en tout point étre identique a celle de
'ubiquitination. Aprés I'étape de maturation, la protéine SUMO est adénylée en présence
d’ATP et d’ion magnésium (Mg?*). Suite a cela, une liaison thioester de haute énergie est
formée entre SEA2 et SUMO-AMP (SAE2-SUMO) grace a I'attaque nucléophile de la cystéine
catalytique (SAE2-C173) sur le groupe carbonyle C-terminal de la protéine SUMO adénylée.
De cette maniére, le processus d’activation s’accompagne de changements de conformation

de la sous-unité SAE2 permettant le recrutement de 'enzyme de conjugaison Ubc9.

3. Etape de conjugaison par I'enzyme E2

La seconde étape de la SUMOylation implique le transfert de la protéine SUMO de la
cystéine catalytique de SAE2 a celle de lenzyme E2 (Ubc9) par une étape de
transthioestérification, sans consommation d’'une molécule d’ATP. L’'enzyme Ubc9 est
conservée chez tous les organismes eucaryotes. Il n’existe qu’une seule enzyme E2 ce qui

explique pourquoi elle est essentielle au sein d’un organisme. En effet, son invalidation
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entraine une létalité a un stade précoce du développement chez la levure S. cerevisiae et chez
la souris®® ©°,

Ubc9 est recrutée par 'enzyme d’activation E1 via une interaction avec le domaine SFD
(SUMO-Fold Domain) de SAE2°%% %2 (Figure 13). Cette interaction permet un changement de
conformation de SAE2 qui permet le rapprochement des sites actifs de SAE2 et Ubc9. Dans
cette configuration, le transfert de SUMO de la cystéine catalytique de SAE2 (C173) a la
cystéine catalytique d’Ubc9 (C93) est facilité®® (Figure 13). Ubc9 semble étre suffisante pour
la reconnaissance du substrat ainsi que de la lysine du site consensus®* . Or, dans certains
cas Ubc9 interagit avec les différentes enzymes de ligation E3 situées en aval de la voie de
SUMOylation. Cependant, la nature de cette interaction reste mal connue car peu de SUMO
ligases E3 ont été caractérisées a ce jour.

Enfin, la régulation de cette cascade enzymatique passe par la SUMOylation de la sous-
unité SAE2 mais aussi d’Ubc9. En effet, l'auto-SUMOylation de SAE2 n’altére pas le processus
d’activation mais la formation du lien thioester est inhibée®. L’auto-SUMOylation d’Ubc9 cible
principalement le résidu lysine 14 (K14) qui se situe au sein de I'hélice a1 correspondant a la
région d’interaction avec I'enzyme E1, SAE1:SAE2. Cette SUMOylation n’a pas d’impact sur
l'interaction E1:Ubc9 mais sur la capacité d’'Ubc9 a modifier ses protéines cibles. Ainsi, la
SUMOylation des enzymes conduit a une auto-inhibition de la SUMOylation. Par ailleurs, la
phosphorylation d’'Ubc9 par la kinase CDK1 régule de maniére positive la formation du lien

thioester, ainsi que I'activité de catalytique d’Ubc9°" 68,

4. Etape de ligation par les enzymes E3 ligases

L’étape finale de la SUMOylation consiste a former une liaison isopeptidique entre le
dernier résidu glycine en positon C-terminale de SUMO et la lysine acceptrice de la protéine a
modifier. Comme mentionné précédemment, les SUMO ligases E3 sont caractérisées par
leurs capacités a lier 'enzyme Ubc9 et ainsi d’augmenter I'efficacité de la SUMOQylation in vitro
et in vivo. En effet, elles recrutent le complexe Ubc9-SUMO facilitant ainsi la modification®® 7
(Figure 14).
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Figure 14. L’étape de ligation assistée par une SUMO ligase E3. Transfert de la protéine
SUMO de la cystéine catalytique de I'enzyme de conjugaison Ubc9 a la protéine cible
possédant le site consensus via l'intervention d’une SUMO ligase™.

Dans ce contexte, la SUMOylation se distingue de l'ubiquitination car les enzymes E3 ne
forment pas d’intermédiaire covalent avec le peptide SUMO. De plus, les enzymes E3 sont
capables de s’auto-SUMOyler. Si a ce jour, plusieurs centaines d’E3 sont caractérisées pour
l'ubiquitine, on en dénombre trés peu pour les protéines SUMO. La maijorité des SUMO ligases
présentent peu de spécificitt au niveau de leurs substrats, mais elles possédent des
localisations subcellulaires différentes. Par exemple, la protéine RanBP2 associée au
complexe du pore nucléaire est retrouvée du cbté cytoplasmique alors que PIAS est localisée
dans le nucléoplasme et les corps nucléaires. Topors se situe dans le nucléoplasme tandis
gue Pc2 est localisée dans des structures subnucléaires appelées complexes Polycomb. Ainsi,
leurs différentes localisations contribuent a la régulation spatiale de la SUMOylation, mais
également a la spécificité fonctionnelle de ces enzymes in vivo.

Malgré leur diveristé structurale, les SUMO ligases E3 présentent plusieurs dénominateurs
communs. En effet, elles recrutent le complexe Ubc9-SUMO, elles favorisent la SUMOylation
du substrat, elles interagissent toutes avec les isofomes SUMO via le motif SIM, que nous
discuterons un peu plus tard dans ce manuscrit (SUMO interacting motif, Figure 14). Ainsi, il
est possible de les classer en deux groupes en fonction de la présence (PIAS et Topors) ou
non (Pc2 et RanBP2) d’'un domaine de type RING, similaire au domaine RING (Really
interesting new gene) de certaines ubiquitines E3 ligases.

Les E3 ligases a domaine SP-RING (Siz/PIAS-RING) sont les plus représentées avec leur
domaine RING essentiel a leur fonction ligase. Elles sont capables de lier la protéine, Ubc9
ainsi que la protéine SUMO via le motif SIM ce qui facilite le processus de SUMOylation. Au
sein de cette famille, on retrouve notamment les protéines PIAS (Protein Inhibitor of Activated
STAT) qui ont été initialement nommées comme cela en raison de leurs capacités a inhiber
les protéines STAT (Signal transducter adn activator of transcription), des protéines impliquées
dans la régulation de la réponse immunitaire. Fait intéressant, ces protéines sont homologues
aux E3 ligases chez S. cerevisiae™ 7 (Siz1 et Siz2). Chez 'Homme et la souris, quatre génes

codent pour les protéines PIAS (Piasl, -2, -3, -4 ou plus connue sous le nom Piasy) ce qui
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donne lieu a différentes isoformes. D’un point de vue de leur structure, elles contiennent toutes
quatre domaines conservés : un domaine avec le motif SAP (Scaffold attachment factor
A/Blacinus/PIAS) du cb6té N-terminal qui permet de se lier & ’ADN, un avec le motif «PINIT »
qui contribue a la sélectivité du substrat et un avec le motif SIM, permettant I'interaction avec
la protéine SUMO. Toutefois, elles se différencient par leur domaine C-terminal qui varie
beaucoup en fonction de la protéine PIAS étudiée (Figure 15).

Interaction protéine-
protéine

SUMOylation Région
variable
SAP &) PINT @ SPRING SM ST
Piast 4] | ] [ [T [ ]est Hsapiens

Localisation

: Interaction avec SUMO
subcellulaire

Fixation a I’ADN
Facteurs de transcription

Récepteurs nucléaires
Co-régulateur

Figure 15. Représentation schématique de la SUMO ligase PIAS1. Le domaine SAP (cyan),
PINIT (mauve), SP-RING (magenta) ainsi que le motif SIM (vert) et la région variable riche en
résidus sérine et thréonine S/T (orange) sont positionnés. Les positions des modifications
post-traductionnelles de PIAS1 sont représentées’ (P, phosphorylation ; M, méthylation).

La seconde famille de SUMO ligases identifiées est illustrée par la protéine RanBP2 (Ran
Binding Protein 2 ou Nup358 pour Nucleoporin 358) bien qu’elle ne posséde pas de domaine
RING. On la retrouve uniguement chez les vertébrés avec une localisation plutdt au niveau
des pores nucléaires dans les cellules en interphase, plus précisement proche des
kinétochores du fuseau mitotique’™. C'est une protéine essentielle au transport nucléo-
cytoplasmigue, et son activité est nécessaire pour la ségrégation chromosomique lors de la
mitose. RanBP2 appartient au complexe du pore nucléaire composé notamment de RanGAPL.
Ainsi, I'association RanGAP1-SUMO1-Ubc9 avec RanBP2 forme un complexe multi-protéique
localisé sur la face cytoplasmique des pores nucléaires permettant la SUMOylation des
protéines a destinée nucléaire. Ceci permet d’expliquer pourquoi la plupart des protéines
connues pour étre SUMOylées possédent un NLS (Nuclear localization signal) et sont
retrouvées dans le noyau des cellules’® 7’ Aussi surprenant soit-il, RanBP2 n’est pas la SUMO

ligase de RanGAP1l, mais sa présence empéche l'action des déSUMOylases. Ainsi,
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'encombrement stérique imposé par RanBP2 réduit I'action endopeptidase des SENP pouvant
expliquer la spécificité observée pour I'un ou l'autre des paralogues au niveau de RanGAP1.
En effet, in vitro RanGAP1 peut-étre SUMOylé par SUMO-1, SUMO-2 ou -3, or seule la forme
RanGAP1-SUMOL est retrouvée in vivo. Dans ce contexte, cela peut s’expliquer par le fait que
les protéines SUMO-2 et -3 interagissent moins fortement avec RanBP2 ce qui laisse la
possibilité aux déSUMOylases d’agir. Par conséquent, c’est le complexe tout entier
RanBP2/RanGAP1-SUMO-1-Ubc9 qui servirait de SUMO ligase E3 pour les protéines dont le
devenir est d’étre transférées dans le noyau de la cellule.

Pc2 (Polycomb 2) ou CBX4 (Chromobox protein homolog 4) présentent aussi une activité
SUMO ligase. C’est une protéine nucléaire associée au complexe PRC1 (Polycomb repressive
complex 1), inhibant la transcription de nombreux génes durant le développement des
vertébrés au moyen de la méthylation des histones de la chromatine’®. Du point de vue de la
structure, Pc2 est différente de PIAS et RanBP2, avec une localisation restreinte & la structure
du noyau appelé corps PcG (Polycomb group body). D’'une maniére générale, elle est associée
a I'hétérochromatine péricentromérique’. Pc2 présente deux domaines d’interaction avec
Ubc9 et SUMO qui sont importants pour sa fonction de ligase’® 7 8% Bien qu’in vitro cette
enzyme ne semble pas étre nécessaire pour la modification du co-répresseur CtBP1 (C-
terminal-binding protein 1), in vivo son expression accentue fortement la SUMOylation de ce
dernier®’. Ainsi la SUMOylation de CtBP1 reste malgré tout dépendante de Pc2 et ces
protéines sont localisées dans des structures subnucléaires appelées PcG avec la présence
d’Ubc9.

Enfin, les HDAC (Histone Deacetylases) possedent une activié SUMO ligase leur
permettant de SUMOyler des substrats tels que MEF2 et HIC1 (Hypermethylated in cancer 1),
ou encore PML (Promyelocytic leukemia protein)® 83, La protéine PML est la protéine la plus
SUMOylée de la cellule. Par ailleurs, les protéines de la famille TRIM possédant un domaine
RING avec un motif TRIM/RBCC ont permis la SUMOylation de la protéine p53 (« gardien du
génome ») et de sa protéine associée MDM2. Les protéines TRIM jouent un réle dans la
réponse antivirale puisque la plupart de ces protéines sont induites par les interférons de type
| et Il. De plus, elles montrent également un réle dans la suppression antivirale au moyen de
différents mécanismes passant par l'ubiquitination de nombreux effecteurs. Ainsi, la famille
des protéines TRIM constitue une nouvelle classe de ligases.

A ce jour, la seule ligase E3 identifiée comme ayant une activité pour le monomére
ubiquitine et celui de SUMO est la ligase Topors (Topoisomerase |-binding arginine/serine-rich
protein). On la retrouve essentiellement en relation avec des protéines nucléaires, notamment

celles associées a la chromatine* 85,

35



5. Les enzymes impliquées dans la déSUMOylation des protéines

Un aspect important de la SUMOylation est qu’il s’agit d'un processus hautement
dynamique ou la déconjugaison (déSUMOylation) est catalysée par une famille de cystéine
protéases appelée SUMO protéases ou déSUMOylases. Les enzymes de déconjugaison de
cette famille fonctionnent a la fois pour les conjugués SUMO et pour la dépolymérisation des
chaines polySUMO-2/3. Ainsi, la protiéne SUMO libre peut étre générée de deux facons : soit
par synthése d’'une nouvelle protéine SUMO, soit par la déSUMOylation d'un substrat cible.
Les enzymes de la déSUMOylation ont d’abord été caractérisées chez la levure, elles
contiennent un domaine C-terminal d’environ 200 acides aminés, nommé domaine Ulp®. II
posséde l'activité protéase et son domaine N-terminal est variable permettant ainsi la
régulation de la localisation des enzymes au sein des différents compartiments de la cellule
eucaryote®” 8, Chez les mammfiéres, ce sont les protéines de la famille des SENP qui sont
les plus représentées et caractérisées®. Elles partagent un mécanisme catalytique similaire
mais appartiennent a différentes super-familles qui se distinguent par le repliement de leurs
domaines catalytiques. En effet, les protéines Ulp/ SENP appartiennent au méme groupe de
cystéine protéases dont le membre fondateur est Ulp1, découverte pour la premiéere fois dans
la levure S. cerevisiae. Par la suite, Ulp2 a été identifiée comme une seconde déSUMOylase
de la levure. Par conséquent, toutes les SENP contiennent un domaine C-terminal commun
d’environ 250 acides aminés (domaine Ulp) responsabe de l'activité catalytique. Cependant,
elles différent au niveau de leur domaine N-terminal qui est responsable de leur localisation
au sein de la cellule ainsi que de la spécificité de substrat®® ,

Le génome humain code six SUMO protéases de la famille UIp/SENP : SENP1, -2, -3,- 5,
-6 et -7. Des expériences biochimiques ont été réalisées dans le but d’établir le rdle de SENP1
dans le processus de maturation et/ou de déSUMOylation (déconjugaison). Les résultats
montrent que la protéine SUMO-1 est maturée plus rapidement que les protéines SUMO-2
et - 3 par cette enzyme. Récemment, des études de génomique sur le modéle murin montrent
gue SENP1 a un rble restreint dans l'acitivité de déconjugaison de conjugués SUMO-2 et -3,
mais s’'avére étre essentiel pour la déSUMOylation des protéines modifiées par SUMO-1.
Ainsi, bien que certains membres de la famille SENP (SENP1 et -2) déconjuguent aussi bien
SUMO-1 que SUMO-2 ou -3 de leur substrats, d’autres (SENP3 et -5) déconjuguent
préférentiellement les protéines modifiées par SUMO-2 ou -3% % %1 Enfin, chez les levures
comme chez 'Homme différents travaux ont mis en évidence, une autre classe de protéines
impliquée dans la dégradation spécifigue des protéines polySUMOylées®?. Ces protéines
appartiennent a la famille des ubiquitine-ligases E3 a domaine RING et ont notamment été
nommées STUbL (SUMO Targeted Ubiquitin Ligases)® %,
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6. Motifs régulateurs de la SUMOylation

6.1. Les sites consensus de la SUMOylation
6.1.1 La séquence consensus

La SUMOylation a pour cible un résidu lysine (K) retrouvé dans la majorité des cas au
sein d’un site consensus correspondant a la séquence canonique WKxE/D ou W est un acide
aminé hydrophobe, x correspond a n’'importe quel résidu et E/D est un résidu acide,
généralement un acide glutamique® % (Tableau 4).

La découverte du motif consensus a permis d’'imaginer plusieurs algorithmes de
prédiction des sites de SUMOylation potentiels pour une protéine donnée (SUMOplot et
SUMOp). Cependant, l'incorporation de ce motif dans une protéine n’est pas suffisante pour
gue la SUMOQylation soit initi€e in vitro. In vivo un signal d’importation dans le noyau (séquence
NLS) est aussi nécessaire®” %8, Tenant compte de ces observations, il est désormais établi que
la présence du site consensus doit étre associée a des critéres structuraux. La résolution du
complexe protéique Ubc9-RanGAP1-SUMO-1 (lien isopeptidique entre SUMO-1 et la lysine
K524 de RanGAP1) par diffraction des rayons X a permis d’établir les principales
caractéristiques structurales du site consensus. Cette structure donne des informations
importantes sur les critéres requis pour la formation du lien isopeptidique, éléments qui ont été

confortés par d’autres études®® (Figure 16).
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RanGAP1

Figure 16. Structure cristallographique du complexe Ubc9:RanGAP1-SUMO-1. Dans
I'encadré, on observe le lien isopeptidique entre le résidu lysine (K524) de RanGAP1 (beige)
et le résidu glycine (G97) de SUMO-1 (vert). SUMO-1 est en interaction avec Ubc9 (marron).
La cystéine catalytique (C93) d’Ubc9 ainsi que les résidus leucine (L523) et acide glutamique
(E526) du site de SUMOylation (LKSE) de RanGAP1 sont représentés.(code pdb1Z5S)%.

Cette structure montre que la SUMOylation demande que le site consensus de la
protéine soit localisé dans une région non-structurée ou au niveau d’une boucle’. Par ailleurs,
I'hypothése reposant sur une éventuelle reconnaissance du site de SUMOylation par Ubc9 a
conduit a des études d’interactions. Ces recherches montrent que les résidus qui entourent le
site actif d’'Ubc9 interagissent avec les acides aminés du motif consensus et ainsi participent

a la reconnaissance®® %°.

6.1.2. Les variants de la séquence consensus

En plus de la séquence canonique, des séquences consensus alternatives ont été
décrites au moyen d’analyses protéomiques. En effet, des approches par spectrométrie de
masse ont mis en évidence deux types de sites!?®. D’une part, on a le site ICM (Inverted
consensus motif) qui correspond au site consensus canonique, mais dans le sens inverse
(E/DxKWY) ce qui signifie son orientation n’est pas nécessaire a sa reconnaissance par Ubc9.
D’autre part, on a le site HCSM (Hydrophobic cluster SUMO maotif) qui contient une séquence

riche en acides aminés hydrophobes apreés le résidu lysing®”: 100. 101,
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Certaines études se sont intéressées au rOle des régions adjacentes au site
consensus. On a pu constater que celles-ci pouvaient influencer de maniére positive le
processus de SUMOylation. En effet, lorsque le site de SUMOylation est suivi de résidus
chargés négativement cela favorise la modification de la lysine cible. Dans un autre cas, la
phosphorylation de résidus sérine et/ou thréonine apportant des charges négatives a proximité
du site consensus permet une interaction plus étroite avec la surface basique (chargée
positivement) d’Ubc9. Cette interaction électrostatique entre ces deux acteurs de la
SUMOylation facilite le processus de modification°% 1%, Ce motif alternatif est nommé PDSM
(Phosphorylation-dependent SUMO motif). Plus récemment, un autre site a été identifié,
appelé pSuM (phosphorylated SUMOylation motif). D’'un point de vue de la séquence, il est
guasiment identique au site consensus canonique avec la particularité de présenter un résidu
sérine phosphorylable a 'emplacement du résidu acide (WKxS)'4. Ainsi, I'ajout d’'une charge
négative au moyen de la phosphorylation de ce résidu sérine accentue l'interaction avec Ubc9
et favorise la réaction de SUMOylation. En outre, la SUMOylation dépendante de la
phosphorylation est bien souvent impliquée dans la régulation des facteurs de transcriptions
(activateurs, répresseurs) en modifiant leur activité, c’est notamment le cas de PPARy
(Peroxisome proliferator-activated receptor y) ou MEF2 (Myocyte enhancer factor 2). Par
conséquent, ces études montrent I'importance potentielle de la phosphorylation dans la

régulation de SUMOylation.

Motif consensus Sigle Séquence*
Consensus Motif CM WKXE/D
I Inverted Consensus Motif I ICM I E/DxKWY
I Negatively charged amino-acid-Dependent SUMO Motif I NDSM I WKXEXXEEEE
I Hydrophobic Cluster SUMO Motif I HCSM I YYWYKXE I
I Phosphorylation-Dependent SUMO Motif I PDSM I WKXE/DxxSP I
I Phosphorylated SuMOylation Motif I pSuM I WKxS I

* Les résidus du motif consensus sont colorés en fonction de leur nature. Résidu hydrophobe
(W, bleu), lysine (K), acide (E/D, rouge) et sérine phosphorylable (S, magenta). x représente
n'importe quel résidu (Adapté de Da Silva-Ferrada et al. 2012)°,

Tableau 4. Les différents motifs de SUMOylation.

Au travers d’'une analyse protéomique, il a été démontré que la majeure partie des
protéines cibles de SUMO-2 étaient SUMOylés au niveau d'une lysine située dans le motif
consensus WKxE/D. Un quart des autres lysines cibles a été trouvé dans un site consensus
Iégérement modifié tel gue PDSM ou méme dans un site consensus inversé (ICM). Pour finir,

10% seulement des substrats sont SUMOYylés dans un site trés différent du site consensus.
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6.2. Les sites non consensus de la SUMOylation

Dans le but de mieux comprendre les dessous de la SUMOylation, il était essentiel de
découvrir de maniére perpétuelle de nouvelles protéines cibles. Ainsi, les avancées de la
bioinformatique ont permis de concevoir des algorithmes de prédictions de sites consensus
(SUMOpilot http://www.abgent.com/tools/sumoplot, SUMOp http://SUMOp.biocuckoo.org/).

Cependant, 'idée que la seule présence du site consensus est suffisante pour confirmer un
site de SUMOylation est trop restreinte. En effet, de nombreuses protéines sont retrouvées
SUMOylées alors qu’elles ne présentaient pas de site consensus.

La SUMOylation de protéines en dehors des lysines du site consensus conventionnel
est mal comprise. En effet, ces modifications peuvent étre induites par la structure secondaire
de la protéine, par un encombrement stérique imposées par d’autres MPT (compétition) ou
bien par la nature des SUMO ligases E3. L’enzyme Ubc9 qui est SUMOQylée sur un résidu de
lysine n’appartenant pas au site consensus classique (K14). En effet, cette lysine 14 est logée
sur I'hélice a H1 d’'Ubc9’. Autre exemple, la protéine PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)
est SUMOylée sur un résidu de lysine localisé au sein d’une structure B-turn, qui peut étre

aussi ubiquitinée%® 109,

6.3. La SUMOylation SIM (SUMO interacting motif) - dépendante

D’autres interactions favorisant la modification d’'une protéine par SUMO ont été
identifiées. Notamment des interactions non-covalente de nature hydrophobe se sont révélées
étre bénéfiques pour la SUMOylation. Grace a un alignement de séquence d’'un ensemble de
protéines SUMOylées, un motif SIM (SUMO Interacting Motif) de type YWxW ou WxWW¥ (ou W
correspond a un résidu hydrophobe, le plus souvent Val, lle ou Leu et x correspond a n’importe
quel résidu d’acides aminés) a été identifi€ comme étant favorable a la SUMOylation®® 110 111,
Par ailleurs, I'étude des acides aminés adjacents a cette séquence consensus particuliere a
permis d’en savoir plus sur l'intérét de sa présence au sein des différents effecteurs de la
SUMOylation. En effet, au sein d’'un large panel de protéines SUMOQylées, ce motif est bien
souvent précédé et/ou suivi de résidus acides (aspartate et/ou glutamate), de résidus sérine
et/ou thréonine phosphorylables!'?, Par conséquent, les interactions électrostatiques produites
par ces résidus jouent un réle important sur I'affinité, l'orientation et la fonctionnalité du
complexe a l'origine de la formation de la liaison isopeptidique!® 13, Fait intéressant, une
variabilité dans la composition de cette région hydrophobe ainsi que dans I'emplacement des
acides aminés chargés a été observée. Cela permet au motif SIM présent au sein de la
protéine cible d’intéragir avec le feuillet B2 de la protéine SUMO selon deux orientations, soit

de maniére paralléle soit de maniére antiparalléle!'® 13, Désormais, la prédiction de motifs
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SIM peut étre réalisée en utilisant le serveur : GPS-SBM 1.0-prediction of SUMO-binding
motifs4

La découverte de ce motif a permis d’effectuer des recherches au sein des différents
éléments de la SUMOyaltion, notamment au niveau des enzymes impliquées dans ce
processus. En effet, des motifs SIM ont été retrouvés dans la séquence de I'enzyme
d’activation E1 et les SUMO ligases E3% !, Par ailleurs, d’autres enzymes telles que les
STUbL, impliquées dans la dégradation des chaines polySUMO, présentent des motifs SIM
répétés en séries au sein de leur structure, et il faut a minima quatre unités de répétitions du
motif SIM au sein de STUbI pour faciliter la reconnaissance de la chaine polySUMO,
Certains motifs SIM peuvent étre spécifiques soit de SUMO-1 soit de SUMO-2 et -3 expliquant
dans une moindre mesure pourquoi certaines protéines seraient préférentiellement modifiées
par SUMO-1 versus SUMO-2 et -33% 116,

Enfin, I'ajout de MPT sur le domaine SUMO (phosphorylation de Ser/Thr, acétylation
de Lys) entraine une régulation importante des interactions non covalentes entre SUMO et ses
substrats porteurs de motifs SIM. En effet, il a été récemment démontré que I'acétylation des

domaines SUMO pouvait altérer les éventuelles interactions avec certains motifs SIM*7.

6.4. La SUMOylation dépendante d’une E3 ligase

Un autre niveau de complexité dans la régulation de la SUMOylation découle de I'ajout
de MPT sur I'enzyme de conjugaison Ubc9 telles que la SUMOylation, la phosphorylation ou
lacétylation. En effet, in vitro [laffinité des protéines substrats est augmentée par
'autoSUMOylation de Ubc9 (K14) permettant l'interaction avec le motif SIM proche du site
consensus, c’est notamment le cas pour la SUMOylation de la protéine Sp100. En effet, la
SUMOylation d’Ubc9 permet de créer une interface supplémentaire Ubc9-SUMO différente de
la liaison thioester améliorant la modification du régulateur de transcription SP100%%’. Dans le
cas de la phosphorylation d’'Ubc9, un mécanisme similaire a été suggére, bien qu’une analyse
plus approfondie doit étre menée'*®, En ce qui concerne l'acétylation d’'Ubc9, cela permet de
réguler de maniére sélective l'interaction avec les substrats SUMO contenant le motif
NDSM?!9,

En conclusion, on s’apergoit rapidement qu’il existe des interactions de nature
différente entre les différents acteurs de la SUMOQylation permettant de favoriser et/ou d’inhiber

la réaction de SUMOylation.
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E. Interactions entre la SUMOylation et les autres modifications post-traductionnelles

Les interconnexions entre SUMOylation, ubiquitination, acétylation sont établies et la
dynamique qui existe entre ces MPT se retrouve de plus en plus étudiée dans la littérature. A

cette complexité s’ajoute la régulation par phosphorylation mentionnée précédemment.

1. SUMOylation versus ubiquitination

L’ubiqutination et la SUMOylation ciblent toutes les deux un résidu de lysine exposé a
la surface de la protéine. Fait intéressant, une analyse protéomique révéle que 37,8% des
sites de SUMOylation caractérisés sont potentiellement modifés par I'ubiquitine également, ce
qui suggére que la compétition entre I'Ub et la protéine SUMO pour la modification de certaines
lysines est probablement un processus fréquent. D’'une maniére générale, la SUMOylation de
facteurs de transcription est trés souvent associée a une répression transcriptionnelle alors
que leur ubiquitination, est quant a elle, associée a leur activation!?°. Alors que la SUMOylation
semble aider a la stabilisation des protéines, I'ubiquitination les dirige fréquemment vers une
dégradation protéasomale.

La relation compétitive entre I'ubiquitination et la SUMOylation a été décrite pour la
premiére fois lors de I'étude de la voie de signalisation du facteur de transcription NFkB. En
effet, la modification d’lkBa (Inhibitor kappa-B alpha) par SUMO-1 sur sa lysine 21 (K21)
empéche son ubiquitination et donc sa dégradation. La SUMOylation d’IkBa conduit donc a sa
stabilisation et & promouvoir I'inhibition du facteur de transcription NFkB. De plus, il a été établi
que dans ce cas l'ubiquitination d’IkBa est sous le contrdle de la phosphorylation. En effet,
pour étre ubiquitinée la protéine IkBa doit étre préalablement phosphorylée. Cette observation
a été faite au moyen de mutants phosphomimétiques d’lkBa qui ne pouvaient pas étre
SUMOylés??!, D'autres exemples de modification d’'un seul et méme résidu de lysine par la
SUMOylation et ubiquitination sont mis en avant. C’est notamment le cas de ERB (estrogen
receptor B) sur la lysine K41%, de Smad4 sur les lysines K113 et K159'?2, de la huntingtine sur
K6, K9 et K15 et de la protéine NEMO (NF-kB essential modulator ou IKKy) sur les résidus
de lysine K 277 et K309'?4, Enfin en 2014, Bellail et ses collaborateurs ont démontré que la
SUMOylation de CDK®6 sur sa lysine K216 permet d’inhiber son ubiquitination sur un autre
résidu de lysine, la lysine K147. Cette SUMOylation permet une meilleure stabilisation de
CDK®6 en empéchant sa dégradation, permettant ainsi la progression des cellules cancéreuses
dans le cycle cellulaire!?®,

La SUMOylation et I'ubiquitination n’induisent pas nécessairement de conséquences
antagonistes. C’est notamment le cas de la protéine PCNA. La protéine PCNA est semblable
a une pince coulissante qui entoure I’ADN servant de plateforme pour guider I'ADN polymérase

et les différents facteurs liés a la réplication. Elle subit une régulation tres fine par la balance
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SUMOylation/ubiquitination, sur le méme résidu lysine Ce mécanisme permet d’orienter le
choix du type de réparation a effectuer sur ’ADN durant la phase réplicative. En réponse aux
dommages de I'ADN, le complexe PCNA est ubiquitiné. Cependant, si la protéine PCNA est
monoubiquitinée sur la lysine K164, la réplication se poursuit malgré les cassures de I'ADN,
ce qui peut entrainer des erreurs de réplication. Ce phénomeéne s'appelle TLS (translesion
synthesis) pour synthése transliésonnelle. Toutefois, si le processus de TLS échoue, la
protéine PCNA se retrouve poly-ubiquitinée (chaines polyUb K63) puis s’ensuit la mise en
place d’'une recombinaison homologue pour une réplication sans erreur. La protéine PCNA
peut également étre SUMOylée sur ce résidu de lysine K164 au cours de la réplication. Une
fois SUMOylée, PCNA empéche la recombinaison homologue car elle recrute Srs2, une
hélicase anti-recombinogéne qui empéche la formation de la recombinase Rad517% 108 126. 127,

Cependant, la relation entre la SUMOylation et l'ubiquitination ne doit pas étre
exclusivement restreinte a une compétition. En effet, une interaction coopérative existe entre
elles, notamment avec la découverte des ubiquitines ligases dépendantes de la SUMOylation
(STUDI). C’est le cas de I'ubiquitine ligase RFN4 qui est dépendante de la polySUMOylation
des protéines. En effet, la polySUMOylation de la protéine PML est reconnue par RFN4 au
moyen de ses motifs SIM permettant I'ubiquitination et la dégradation de la protéine PML% 128,

Ainsi, la SUMOylation peut étre un point de départ pour I'ubiquitination et la dégradation.

2. SUMOQylation versus phosphorylation

La phosphorylation semble également fortement impliquée dans la régulation des
mécanismes de SUMOylation et/ou d’ubiquitination. Cette combinatoire apporte un degré
supplémentaire de complexité a I'étude des protéines substrats, et aux mécanismes cellulaires
induits par ces MPT. Aujourd’hui, il est clairement reconnu qu’il n’'y a quasiment pas
d’ubiquitination ou de SUMOylation qui ne soit contrblée par une étape de phosphorylation.
Comme les voies SUMOylation/phosphorylation, ubiquitination/déubiquitination ciblent
souvent les mémes résidus de lysine, le systéme phosphorylation/dé-phosphorylation apporte
une régulation qui permet a la cellule d’orienter le type de modification a greffer sur une lysine
donnée.

La SUMOylation dépendante de la phosphorylation a été traitée lors de l'identitfication
des différentes séquences consensus. En effet, il existe une séquence de SUMOylation
phospho-dépendante (motif PDSM, yKxExxSP)?°. Pour rappel, ce motif a été identifié au sein
de la séquence de plusieurs facteurs de transcription et de protéines kinases (HIPK2/3,
MAPKK2, MAK) SUMOyIés*®* 131, De méme, le motif SIM peut étre régulé par phosphorylation
comme mentionné pour la SUMO ligases E3 PIASxa'!3. D’autre part, la phosphorylation peut

influencer la SUMOylation de protéines substrats de maniére plus éloignée des séquences
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déja pré-définies. En effet, la protéine MEF2D phosphorylée sur la serine S444 logée au coeur
d’'une séquence PDSM permet de réguler positivement la SUMOylation sur le résidu de lysine
K439, alors que la phosphorylation du résidu S179 inhibite la SUMOylation®. D’'une autre
maniére, la phosphorylation peut parfois entrer en concurrence avec la SUMOylation. C’est
notamment le cas pour la protéine SATB1 (Special AT rich sequence binding protein 1) dont
la phosphorylation altére l'interaction et le recrutement de la SUMO ligase PIAS1 et donc sa
SUMOylation. Dans un dernier exemple, la phosphorylation de la protéine GCM1 (Glial cell
missing 1) favorise le recrutement de SENP1 et a pour conséquence de faciliter sa
déSUMOylation**2,

3. La SUMOylation versus I"acétylation

L’acétylation interne des protéines sur les résidus de lysine est un processus distinct
de l'acétylation en position N-terminale qui est un processus co- traductionnel et irréversible.
L’acétylation N-terminale concerne environ 50% des protéines de la levure et plus de 80% des
protéines des eucaryotes supérieurs.

La protéine acétylée la plus étudiée est la protéine p53. Elle est connue pour son réle
de suppresseur de tumeur qui déclenche une réponse lorsque 'ADN est endommagé au sein
de la cellule. L'acétylation de p53 en réponse aux dommages a 'ADN®*® conduit au
recrutement de nombreux co-régulateurs trascriptionnels et a sa relocalisation
intracellulaire'®*. La phophorylation de I'extrémité N-terminale de p53 est due aux protéines
kinases ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et/ou ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-
related protein) qui ciblent la sérine S15, et Chk2 et/ou Chk1l (Checkpoint homolog) qui ciblent
la sérine S20. Cette phosphorylation permet de stabiliser la protéine p53 en la dissociant de
son partenaire Mdm2, une ubiquitine ligase qui promeut sa dégradation protéasomale. Au-
deld de cette stabilisation, [l'acétylation permet également le recrutement des
acétyltransférases CBP/p300 et PCAF™ (P300/CBP-Associated Factor) permettant
I'acétylation de p53 a son extrémité C-terminale sur les résidus de lysine K373 et K382,
L’association de ces MPT permet de stimuler l'activité transcriptionnelle de p53 avec, pour
conséquence, l'induction de I'expression de nombreux génes impliqués dans l'arrét du cycle
cellulaire et de I'apoptose. Cependant, la SUMOylation de la lysine K386 de p53 empéche son
acétylation ce qui inhibe son interaction avec 'ADN et donc affecte négativement son activité

transcriptionnelle®’.
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Figure 17. Ensemble des modifications post-traductionelles de la protéine p53 identifiées a ce
jour (adapté de Dai et al. 2010)3,

La SUMOylation et l'acétylation ciblent dans de nombreux cas le méme résidu de
lysine. Prenons I'exemple de la protéine HIC-1 (Hypermethylated in cancer 1), dont I'activité
transcriptionnelle est modulée par ces deux types de modifications. Le domaine central
présente deux courts motifs conservés phylogénétiquement : le motif GLDLSKK qui permet le
recrutement de son co-répresseur CtBP (C-terminal binding protein) et le motif M/VK314XEP
ou «SUMO-acetyl switch», permettant un dialogue entre la SUMOylation et I'acétylation3% 14°,
Lors de dommages a I’ADN (cassures double brin), la protéine HIC-1 est retrouvée SUMOylée
suite la mise en place du complexe SIRT1-SUMO-1/HDAC4/Ubc9 responsable de la
désacétylation au profit de la SUMOylation. L’acétylation de la protéine HIC-1 par p300/CBP
sur sa lysine K314 permet un contréle positif de son activité transcriptionelle avec pour
conséquence une diminution de son interaction avec son co-répresseur CtBP3® 141 |a
complexité de l'interaction entre la SUMOylation et I'acétylation est particulierement exacerbée
dans le cas des HDAC (Histones deacetylases). Elles fonctionnent également comme des
SUMO ligases E3, bien que leur fonction premiére soit d’hydrolyser les groupements acétyles
présents sur des protéines ayant un effet répressif sur la transcription. Par exemple, HDAC4
grace a son domaine N-terminal a caractére SUMO ligases peut induire la SUMOylation de la
lysine K314 de la protéine HIC-1.
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En définitive, les inter-relations entre les différentes MPT permettent une régulation trés
fine des processus cellulaires. Il est clairement établi que la phosphorylation, I'acétylation,
'ubiquitination et la SUMOylation sont interconnectés les uns aux autres, comme en témoigne
la protéine p53 (Figure 17). Par conséquent, se focaliser sur une seule MPT ne permet pas de
rendre compte de la dynamique des événements se déroulant in cellulo. En effet, au-dela de
la compréhension de la MPT elle-méme, il faut décrypter le dialogue subtil entre ces MPT,
dont la dérégulation peut conduire a certaines pathologies.

lll. R6le de la SUMOylation dans la physiologie cellulaire

La SUMOylation suscite de plus en plus d’intéret car c’est une MPT qui régule un grand
nombre de processus biologiques, tels que la réparation des dommages a I'ADN, les réponses
immunitaires, la cancérogenése, la progression du cycle cellulaire et l'apoptose. La
SUMOylation joue donc un réle central au sein des réseaux complexes destinés qui régulent
'homéostasie cellulaire. Une dérégulation de la SUMOylation peut ainsi conduire au
développement de pathologies telles que le cancer. Par conséquent, les protéines SUMO

peuvent devenir des cibles thérapeutiques potentielles.

A. SUMO et Cancer

Le role important de SUMOylation dans la tumorigenese a progressivement émergé au
cours des vingts derniéres années. Des altérations de I'expression ou de l'activité de différents
acteurs de la SUMOylation peuvent complétement modifier la physiologie de la cellule. La
dérégulation de la SUMOylation peut induire une prolifération cellulaire anarchique, une
résistance a l'apoptose et accroitre le potentiel métastatique en dérégulant des protéines
impliquées dans la cancérogenese#? *3 (Figure 18). Bien que l'association entre |'expression
de divers composants dans la voie de la SUMOylation et la progression ou les métastases du
cancer ne soit pas encore entierement comprise, un nombre croissant d'études a montré que

la SUMOylation joue un role déterminant dans le cancer#4.
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Figure 18. Liens supposés entre SUMOylation et Cancer. La SUMOylation a un impact sur la
signalisation intracellulaire des cellules cancéreuses et sur toute une série de génes régulant
l'inflammation, limmunité et les dommages a [I'ADN, ce qui montre un lien entre
cancérogenese, prolifération cellulaire, métastases et 'apoptose'®® (D’aprés Han et al. 2018).

A ce propos, de nombreuses études basées sur des analyses transcriptomiques ou
immunohistochimiques révélent qu’une dérégulation de la machinerie de la SUMOylation peut

étre observée dans divers types de cancer (Tableau 5).
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thyroidien, Cancer de la prostate

Protéine Sens dela .
L . ) Type de cancer Références
dérégulée dérégulation
8villalva, C. et al.
. N ~ (2002).
SUMO-1 ,T\ Lymphone anaplasique a grandes celules, c6lon
147Zhang et al.
(2013).
SUMO-2, ] ]
,1\ Carcinome hepatocellulaire 148 ge et al. (2004).
SAE2
149Mo et al. (2005)
150McDoniels-Silvers
et al. (2002)
Cancer de I'ovaire, Leucémie myéloide Aigle “iGeletu et al.
) . . A 2007
Ubc9 ,t\ (LMA), Mélanome, Tumeurs primaires du célon et e
152Moschos et al.
de la prostate, Adénocarcinomes pulmonaires (2007)
153Moschos et al.
(2010)
Métastases de cancer du sein, de la prostate et "**Moschos et al.
Ubc9 \1, (2010)
du poumon
Cancers des poumons, du sein, de la prostate, du
PIAS3 ,r . 45Wang et al. (2004)
cblon, du rectum et du cerveau
PIASy \1, Syndrome myélodysplasique 154eda et al. (2003)
155Jacques et al.
5 ) (2005)
'T‘ Adénome oncocytaire
SENP1 156Cheng et al.

(2006)

Tableau 5. Dérégulation des composants de la SUMOylation dans différents types de cancers
(adapté et mis a jour d’aprés Lee et al. 2009)'*’. Fléche vers le haut signifie transcription
augmentée, fleche vers le bas signifie transcription diminuée.
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Actuellement, les deux exemples pour lesquels la SUMOylation s’avére jouer un rble
majeur dans la cancérogenese concernent la leucémie aigiie promyélocytaire (LAP) et le
cancer de la prostate. Ainsi, nous nous focaliserons sur ces exemples qui témoignent de

'importance d’'une meilleure compréhension de la SUMOylation a des fins thérapeutiques.

1. Leucémie aiglie promyélocytaire

La LAP est une forme agressive de leucémie qui provoque des hémorragies soudaines
mettant rapidement en jeu le pronostic vital. C'est une maladie rare car elle représente environ
100 nouveaux cas par an en France. Cette leucémie est la conséquence d’une translocation
chromosomique donnant naissance a des protéines de fusion dans les cellules myéloides et,
dans la majorité des cas, elle est causée par une translocation des chromosomes 15 et 17
(t15,17) provoquant la fusion de la protéine PML au récepteur de I'acide rétinoique RARa%,
L'oncoprotéine PML/RARa est responsable de 'arrét de la différenciation et de la prolifération
accrue des promyélocytes®™® 1€, | a thérapie utilisée pour les LAP consiste en I'association de
I'acide trans-rétinoique (ATRA) et du trioxyde d’arsenic (ATO). Il s’agit du premier exemple de
thérapie ciblée. Dans une grande majorité des cas, les patients sont guéris grace a ce
traitement combiné qui induit de maniére spécifique la dégradation de I'oncoprotéine
PML/RARAaq et I'élimination des cellules souches leucémiques. En quelgque sorte, il s’agit de
tuer spécifiguement les cellules souches cancéreuses en détruisant la protéine qui les fait
proliférées et indifférenciées®!. D’'un point de vue du mécanisme, le traitement a l'arsenic
provoque le maintien de la polySUMOylation de la protéine PML sur trois lysines, K380, K400
et K497, ce qui permet l'interaction avec 'enzyme StUbL, RNF4 via son domaine SIM. La
protéine RNF4 provoque la polyubiquitination de la PML et de I'oncoprotéine PML/RARGQq,
entrainant leur dégradation par le protéasome®® 162, Et la perte soudaine de PML/RARa induit

I'apoptose des cellules.

2. Cancer de la prostate

Chez 'lhomme, le cancer de la prostate est le cancer le plus répandu dans les pays
développés. La SUMOQylation joue un rdle important dans la survenue de ce type de cancer.
En effet, dans la plupart des cancers de la prostate, la dérégulation de la SUMOylation ou de
la déSUMOylation a des effets sur I'expression des oncogénes, I'expression des suppresseurs
de tumeurs et sur certains intermédiaires du cycle cellulaire. Par exemple, la déSUMOylase
SENP1 se retrouve fortement induite dans la majorité des cas du cancer de la prostate®®® 162,
L’augmentation de son activité est le résultat de la surexpression de I'enzyme elle-méme
stimulée par les androgenes (AR) ainsi que les cytokines pro-inflammatoires telles que

l'interleukine 6 (IL-6). La surexpression de SENP1 a pour conséquence I'augmentation de
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l'activité transcriptionnnelle de différents facteurs tels que le recepteur des androgénes, de
'oncogénes c-jun et de la cycline D1 4 Une étude chez la souris montre que la
surexpression de SENP1 induite par les androgenes conduit a une néoplasie intra-épithéliale
de la prostate de haut grade (HGPIN) en modulant des voies régulant I'angiogenése, un
mécanisme important du développement des néoplasies.

Un autre exemple est particulierement bien illustré : a propos de I'enzyme de
conjugaison Ubc9 et de la SUMO ligase PIAS1 qui se retrouve impliqués dans le cancer de la
prostate. Ubc9 est impliquée dans la transcription des génes cibles des AR, et son inactivation
provoquent ainsi des défauts dans l'organisation nucléaire conduisant a une létalité
embryonnaire® %5, Dans le cancer de la prostate primaire une sur-expression de I'enzyme
Ubc9 est observée, a la différence dans les états métastatiques ou il s’agit d’'une diminution
de I'expression d’'Ubc9'®3. Par ailleurs un déficit en SUMO ligase PIAS1 chez la souris conduit
a de petits testicules avec un nombre réduit de spermatozoides, ce qui est logique dans la
mesure ou cette SUMO ligase est fortement exprimée dans les testicules'®®. PIAS1 (protein
inhibitor of activated STAT-1), agit aussi en tant que co-régulateur des AR, et est fortement
augmenté dans les tumeurs primitives et métastatiques. En particulier, son inactivation
entraine une transcription accrue du suppresseur de tumeur p21 et une expression réduite de
la protéine anti-apoptotique Mcll. Par conséquent, PIAS1 joue donc un rble d’interrupteur
oncogénique dans le cancer de la prostate®’.

La SUMOylation régule également des fonctions essentielles jouant un réle dans
I'hnoméostasie cellulaire telles que p53, NFKB et PTEN. La SUMOylation du géne p53 permet
d’augmenter sa transcription associée a I'expression de la SUMO ligase PIAS1, cela conduit
a une induction accrue de la sénescence qui agit comme un mécanisme anti-cancéreux.
L'activité du facteur NFkB, est régulée positivement dans le cancer de la prostate, et se trouve
réduit une fois SUMOyIlé par SUMO-2. La protéine PTEN (Phosphatase and TENsin homolog)
joue également un un rble essentiel dans le cancer de la prostate, car la perte de ce
suppresseur de tumeurs entraine une hyper-activation de la voie PI3K (Phospholnositide 3

Kinase)/AKT/mTOR, le cancer de la prostate!®®,
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B. SUMO et le stress cellulaire

La SUMOylation peut étre également régulée lors de différents stress
environnementaux que peut subir la cellule (stress osmotique, stress oxydatif, choc
thermique). En effet, un état de stress cellulaire induit généralement une augmentation de la
SUMOylation principalement en affectant la SUMOylation via les isoformes SUMO-2 et -3. Il
existe un pool libre plus important que pour I'isoforme SUMO-1 celui-ci étant majoritairement
conjugué a une protéine substrat®?. De méme, il a été démontré que les stress oxydatifs et liés
alI'éthanol augmentent la SUMOylation globale dans la levure'®. Des travaux supplémentaires
ont révélé que la situation n'est pas aussi simple au niveau de toutes les cibles individuelles,

et qu’elle dépend de l'intensité ou de la durée du stress (Figure 18).

Choc
. osmotique
Hypoxie % hileui lStressgénotoxique
@ H,0, \, % X p38
ATP o3 JNKA
kinase

PIASxa
PIAS3 |
E3 Ligase RanBP2 NO
Pc2 .
RSUME <——Hypoxie, chaleur,

Figure 19. Régulation de la SUMOylation en réponse a différents stress environnementaux.
La régulation affecte l'activité des enzymes de la voie de la SUMOylation (activation,
conjugaison, ligation, S pour SUMO et SENP). Le stress active différentes kinases qui
augmentent la SUMOylation en particulier dans le cas des motifs PDSM (1) ou inhibent la
SUMOylation (2) (Schéma adapté de Tempé et al., 2008)*7°

Aprés un choc thermique, une augmentation importante de la SUMOylation est
observée, bien que I'état de SUMOylation de certains substrats reste inchangé et que dans
d'autres cas, diminue. La SUMOylation du facteur de transcription HSF1 (Heat- Shock Factor
1) est fortement augmentée lors d’'un choc thermique et conduit & une augmentation de sa
fixation a ’ADN et de son activité'’t. Cette SUMOylation induite par sur la K298 nécessite une
phosphorylation de la S303, située dans un motif PDSM*?°, De méme, la SUMOylation de

c- Myb est fortement accentuée aprés un choc thermique. Toutefois, les mécanismes
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impliqués n'ont pas encore été clarifiés car cette augmentation de la SUMOylation n'est pas
due a l'activation de la voie p38 et JNK (c-Jun N-terminal kinase), et la phosphorylation au sein
du motif PDSM de c-Myb n'a que peu deffet. A l'opposé, la SUMOylation de la
topoisomerase 1'*° et de la protéine PML'"? se retrouve fortement réduite suite a un choc
thermique. Outre ces derniéres, il y a également la SUMOylation de c-Fos qui disparait de
maniére concomitante a la phosphorylation d’un résidu de thréonine proche de la lysine
SUMOylable!”. Ainsi, ces différents travaux ont permis d’identifier une nouvelle SUMO ligase,
RSUME (RWD-containing SUMOylation enhancer), dont la transcription est activée en
réponse a un stress cellulaire d’origine thermique!’.

Aprés un traitement des cellules au peroxyde d’hydrogéne (H202) pour mimer un état
de stress oxydatif, on observe une hyperSUMOylation, alors qu’initialement on s’attendait a ce
gue le mécanisme soit similaire a celui qui se produit lors d’'un choc thermique. Lors d’'une
exposition a des concentrations élevées en H20-, dites supra-physiologiques, on observe une
inactivation de nombreuses déSUMOylases. A linverse, a faible concentration de H-O.,
équivalente a celle observable en condition physiologique, on mesure une déSUMOylation
globale rapide. Ce phénoméne de déconjugaison massif est provoqué par la formation d’un
point disulfure entre les cystéines catalytiques des enzymes E1 et Ubc9 de la SUMOylation,
inhibant leur fonction alors que l'activité d’isopeptidase et d’endopeptidase des SENPs n’est
pas affectéel’.

Autre point, en situation d'hypoxie cellulaire, la modification par SUMO-1 est
considérablement augmentée en favorisant la transcription de nombreux genes spécifique a
I'état d’hypoxie de la cellule. Ceci suggére que la protéine SUMO-1 est importante a la cellule
pour faire face a cet état de stress et d’hypoxie'’®. L’ensemble de ces stress peuvent causer
également des stress génotoxiques.

Enfin, le stress du réticulum endoplamsique (RE) d0 & une accumulation de protéines
non ou mal repliées solicite également la SUMOylation pour rétablir 'homéostasie cellulaire
en développant un mécanisme appelé : « Unfolded Protein Response » (UPR). Lors de ce
stress, 'ARNmM du facteur de transcription XBP1 est phophorylé par une protéine kinase
transmembranaire du RE, appelée Irel, donnant naissance a des facteurs XBP1 actifs. Les
facteurs XBP1 sont essentiels et responsables de I'activation de nombreux génes associés a
la restauration de la fonction du RE, tels que ceux de la voie ERAD (Regulation of Endoplasmic
Reticulum-Associated Protein Degradation), ceux du repliement et de limportation de
protéines!’’. Cependant, des recherches menées a I'aide de mutants XBP1 suggérent que la
SUMOylation a un effet négatif sur la réponse au stress du RE dans les moments d’urgence.
En effet, la SUMOylation de XBP1 au moyen d’Ubc9 et de PIAS2 montre une inhibition de
I'activité de transcriptionnelle des facteurs XBP11’® 17° A linverse, une déSUMOylation de

XBP1 par SENP1 renforce son activité transcriptionnelle. Ainsi, lors de faibles stress du RE,
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I'UPR favorise la viabilité cellulaire, a contrario lors de stress plus important, il peut induire
I'apoptose de la cellule.

C. SUMO : expression et intégrité génomique

D’'un point de vue structural, le génome est organisé sous forme de chromatines
composées d'ADN et de protéines appelées histones organisées en forme d’octaédres autour
desquels 'ADN s’enroule pour former le nucléosome. Cette organisation permet de compacter
I'ADN. Les histones sont fortement régulées par les modifications post-traductionnelles telles
que l'acétylation, la méthylation, la phosphorylation, I'ubiquitination et la SUMOylation.

Chromatine e _ Histones

H1

ADN

Histone "tail"

L J
T

Nucléosome

Figure 20. Schéma représentant la chromtine condensée formée d’ADN enroulé autour du
nucléosome. Le nucléosome est composé de huits protéines histones. Les modifications post-
traductionnelles des histones permettent de moduler l'actvité transcriptionnelle.

Chez 'Homme, la SUMOylation de I'histone H4 permet le recrutement d’histones
déacétylases (HDAC) et d’autres acteurs transcriptionnels de la famille HIP (Heterochromatin
Protein 1) tels que HP1, y conduisant a la répression de la transcription*®!, Dans la levure, les
guatre histones principales (H2A, H2B, H3 et H4) peuvent étre SUMOylées et leur
SUMOylation est principalement associée a la répression transcriptionnelle*®2, Dans la plupart

des cas, la SUMOylation est donc associée a un effet répresseur. Cependant, un nombre
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grandissant d’études lient également la SUMOQylation a I'activation de la transcription®. En
effet, des expériences de ChIP (ImmunoPrecipitation de la Chromatine) ont permis de
démontrer pour la premiere fois, chez la levure S. cerevisiae, que de la SUMOylation est
observée dans les régions promotrices des génes actifs, qu’ils soient constitutifs ou induits,
mais également absents des génes réprimés ou non induits. Cette observation nuance l'idée
gue la SUMOylation soit systématiquement associé a une répression transcriptionnelle. Ces
mémes expeériences ont été réalisées chez 'Homme, associées a du séquencage a haut débit
ce qui a permis de collecter des informations sur I'impact de la SUMOylation sur la répression
transcriptionnelle. En effet, des travaux de recherches menés par le laboratoire du Dr. Anne
Dejean a Paris ont montré I'existence d’une corrélation étroite entre des régions modifiées par
SUMO et des promoteurs actifs, phénomene également observé par un autre groupe de
recheche®® 18, Cependant, les conclusions qui en découlent sont controversées quant a
I'influence de la SUMOylation sur les promoteurs des génes actifs'®. En effet, si un groupe
met en avant une diminution de I'expression des génes concernés lors d’une réduction de la
SUMOylation, a l'inverse, les résultats du laboratoire parisien révélent une augmentation de
I'expression des génes les plus fortement modifiés par SUMO, codant les histones, les ARN
ribosomaux, les ARN de transferts et ceux impliqués dans la synthése protéique. Ces résultats
divergents proviennent de la méthode de modulation de la SUMOylation utilisée : le groupe de
Liu a effectué une déplétion de SUMO-1 tandis que Neyret-Kahn et ses collaborateurs ont eux
réduit I'expression d’Ubc9, affectant la SUMOylation globale, c’est-a-dire pour toutes les
isoformes.

Au niveau chromosomique, les télomeres sont des structures de nucléoprotéines
essentielles qui permettent de maintenir l'intégrité du génome en protégeant les extrémités du
chromosome. Ces extrémités peuvent étre reconnues et traitées comme un ADN endommagé.
En outre, les télomeres limitent physiqguement la capacité de prolifération des cellules au cours
de phases de division cellulaire deviennent inévitablement limitante. Lorsque les téloméres
deviennent trop courts, la cellule déclenche une réaction aux dommages de I'ADN entrainant
une sénescence, une apoptose ou une instabilité génomique. Ces mécanismes ont un impact
sur le vieillissement et la tumorigenése'®. La majorité des cellules cancéreuses surmontent
cette limitation cellulaire télomériques en sur-exprimant la télomérase, une enzyme qui
prolonge les télomeéres en ajoutant des petites répétitions d’ADN*’. Ces derniéres années, le
réle des MPT dans les processus liés aux téloméres, notamment la maintenance, la réplication
et le dysfonctionnement des téloméres, a considérablement progressé. Des études ont
d’ailleurs montré que la SUMOylation régulait négativement 'élongation des télomeéres en
modulant I'activité d’'une protéine de liaison a ces derniers, Cdcl3. Cdcl3 agit comme
régulateur pour le recrutement de la télomérase. Plus précisément, sa SUMOylation favorise

'association de Cdcl3 avec Stnl, un inhibiteur de la télomérase, conduisant a des télomeres
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plus courts®. Par ailleurs, des expériences réalisées chez la levure exprimant un mutant de
Cdcl13 ne pouvant pas étre SUMOYyIé, des télomeres de plus grande taille ont été mis en
évidence'®. De plus, les «shelterines» qui s’assemblent en complexe aux extrémités des
chromosomes afin de les protéger de I'érosion des téloméres, sont également retrouvées
SUMOylées!® 1%,

Des agents chimiques, des radiations ionisantes ou une expaosition aux rayons UV
induisent la formation de cassures simples et doubles brins de I'ADN. Ce stress dit
génotoxique chez la levure S. pombe conduit a la SUMOylation de Rad52, impliquée dans les
phénomeénes de recombinaison homologue!®’. De méme, au sein de cellules de mammiféres
exposées aux rayons UV, une surexpression de la SUMOylation est retrouvée sur le régulateur
transcriptionnel DJ11°? (aussi connue sous le nom de PARK7 pour Parkinsonism associated
deglycase 7), protéine qui régule la transcription, sur la protéine XPC (Xeroderma
Pigmentosum, complementation group C), impliquée de la voie de réparation par excision de
nucléotides ou NER®® (Nucleotide Excision Repair) et sur I'histone acétyltransferase Tip602,
Les agents anti-cancéreux comme la doxorubicine qui inhibe les hélicases et induisent des
cassures a 'ADN sont beaucoup utilisés en chimiothérapie. lls affectent la SUMOylation de
certains facteurs comme le co-répresseur KAP-11% 1% (Kinesin- Associated Protein-1) ou
p53197.

L’exposition répétée a des agents mutagenes oblige la cellule a disposer de
mécanismes fidéles et efficaces pour la réparation de son ADN  Récemment, la
SUMOylation a été associée a différents processus de réparation de 'ADN. A ce sujet, la
protéine la plus étudiée est la protéine PCNA car c’est un acteur essentiel de la réplication de
'ADN. La SUMOylation de PCNA permet le recrutement de I'hélicase Srs2 qui inhibe le
mécanisme de recombinaison homologue. Par ailleurs, chez 'Homme, la lysine 164 (K164)
de PCNA peut étre SUMOylée. En effet, la protéine PCNA peut étre modifiée par SUMO-1, ce
qui permet le recrutement de I'hélicase PARI (PCNA associated recombination inhibitor)
empéchant la recombinaison homologue en cas de blocage de la fourche de réplication au
niveau de lésions de I'ADN. Ainsi, ce mécanisme évite la formation de cassures double-brins
de 'ADN™®® (DSB). Cependant, des expériences in vivo remettent actuellement en question la
nécessité et le role de la SUMOylation?®.

L’ensemble de ces études réalisées sur la chromatine, les téloméres et les cassures a
I’ADN démontrent clairement un lien entre la SUMOylation et le maintient de l'intégrité du

génome, et ce, quels que soient les stress a l'origine des éventuels dommages a 'ADN.
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D. SUMO et l'inflammation

L'inflammation fait partie de la réponse physiologique de I'organisme lors de conditions
potentiellement nocives, telles qu'une infection ou lors de Iésions tissulaires. Dans le domaine
de l'oncologie, il est bien connu que l'inflammation chronique offre aux cellules tumorales un
environnement favorable a leur prolifération et a leur survie?* 292, En effet, de nombreuses
formes de cancer sont associées a des maladies inflammatoires en lien avec une hyper
activation des facteurs de transcription clés impliqués dans les processus inflammatoires, tels
que NFkB ou les STAT (Signal transducers and activators of transcription)?°. D’autre part, la
SUMOylation semble réguler les fonctions cellulaires de ces facteurs de transcription,
soulignant un réle de la SUMOylation dans l'inflammation physiologique et dans celle associée
aux cancers.

En cas de dommages a I'ADN, NEMO est modifié par SUMO-1 induisant I'activation de
la voie du NFkB?%, Dans ce cas, cette SUMOylation favorise l'inflammation et agit en faveur
de I'expansion de la zone tumorale. Cependant, SUMO cible également l'inhibiteur de NFkB,
I''kBB empéchant son ubiquitination et par conséquent bloque sa dégradation?!. SUMO agit
donc comme un suppresseur de tumeur. A ce propos, des études ont été mené pour analyser
le réle de la SUMOylation dans I'inflammation, notamment l'effet du déficit en enzyme Ubc9
sur 'expression des génes pro-inflammatoires. En effet, l'invalidation du géne ubc9 augmente
la production de cytokines pro-inflammatoires dépendantes des facteur INF (interferon (3),
TNF (Tumor Necrosis Factor), I'IL6 (interleukine-6) et le CCL42%* (Chemokine a ligand 4 et a
motif C-C) aprés une stimulation modérée des cellules dendritiques (DC) par le
lipopolysaccharide bactérien (LPS). Pour démontrer la pertinence de ces résultats, des études
sur des modeles murins ont été réalisées. Apres une stimulation par le LPS, les souris
immunodéprimées qui ont recu une greffe de moelle osseuse des souris ubc9 -/- ont montré
une hypersensibilité au choc endotoxinique induit par le LPS accompagné de concentrations
plus élevées de cytokines pro- et anti-inflammatoires dans leur sérum comparativement aux
souris ubc9 +/+. Ces résultats démontrent un rdle critiqgue de la SUMOylation dans la régulation
de l'inflammation in vivo?®® 2% Ainsi, aprés stimulation par le LPS, c’est plus de 529 génes qui
ont été induits au moins deux fois plus que dans les cellules dendritiques ubc9 +/+, par
conséguent une altération importante de la SUMOylation globale affecte de maniére
considérable la réponse des génes inflammatoires.

Tenant compte de ces recherches, on constate que la SUMOylation régule également

linflammation au sein d’un organisme.

56



E. Bilan/Conclusion

Alors que l'ubiquitination est principalement décrite comme un signal de dégradation
des protéines par le protéasome, la modification par SUMO peut modifier la localisation, la
stabilité ou l'activité des protéines substrat en modulant les interactions protéine-protéine et
par compétition ou interaction avec d'autres MPT. Effectivement, au travers de cette partie du
manuscrit nous avons pu constater que la SUMOylation jouait un réle important dans de
nombreux processus cellulaires, ce qui place la SUMOylation au cceur de nombreuses
recherches dans le domaine thérapeutique. En effet, les machineries de la SUMOylation et la
déSUMOylation sont désormais considérées comme des cibles prometteuses pour le
développement de médicaments, notamment contre le cancer®”’.

Contrairement a SUMO-1, les isoformes SUMO-2 et -3 contiennent un site de
SUMOylation a leur extrémité N-terminale située au niveau de leur lysine 11. Cette
caractéristique permet ainsi la production de chaines polySUMO-2/3 in vivo. Un effort
considérable est fait pour comprendre comment la SUMOylation et, en particulier, comment la
modification par des chaines polySUMO-2/3 module la structure et la fonction de la protéine
substrat. Par conséquent, de nombreuses méthodologies sont développées pour accéder a la
production de conjugués SUMO-2/3 homogenes et natifs, comme cela est actuellement le cas
avec les conjugués ubiquitines synthétisés par voie chimique. L’accés a ces conjugués Ub ou
polyUb ont permis de comprendre le rbéle de l'ubiquitination, mais surtout celui de la
polyubiquitination en fonction de la topologie de la chaine polyUb présente sur la protéine a
modifier (polyUb K68, polyUb K63, ...).

IV. Objectifs généraux

Actuellement, nous ne savons pas si les protéines SUMO-2 et -3 seules fonctionnent
de maniere distincte par rapport aux chaines polySUMO-2/3 (de la méme maniére que I'Ub
seule et les chaines polyUb sont structurellement et fonctionnellement distinctes I'une de
l'autre). Bien que les concepts de polySUMOylation et de polyubiquitination soient similaires,
la morphologie de la chaine générée se révéle sans doute bien différente. Une chaine
polySUMO-2/3 peut étre percue comme étant moins complexe qu’une chaine polyUb dans la
mesure ou il existe au sein de l'ubiquitine 7 résidus lysine pouvant étre ubiquitinylés contre
une seule pour les protéines SUMO-2/33% 44, Cependant, SUMO-2 et SUMO-3 ne sont pas
identiques. Etudier la complexité induite par I'ordre dans lequel les domaines SUMO-2 et -3
sont enchainés, et pour laquelle aucune donnée n’est disponible, est un défi formidable.
L'impact de ces modifications sur la structure et les fonctions des protéines cibles est un

domaine encore largement inexploré.
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Le but de ce projet de thése est d’abord de clarifier s’il existe des différences structurales
et fonctionnelles entre les protéines SUMO-2 et SUMO-3, puis de produire par synthese totale
les différentes combinaisons de diméres SUMO-2/3 avec un contrble précis de leur structure
de branchement afin de caractériser I'action des SENP. A terme, une meilleure compréhension
des relations structure-fonction impliquant cette modification pourrait permettre de mettre au
point des stratégies de criblage dans le but de découvrir des composés d’intérét thérapeutique

ciblant I'activité enzymatique des SENP.

V. Synthese des protéines par voie chimique
A. Approches modernes de la synthese chimique des protéines

Les peptides et les protéines jouent un rdle central dans de nombreux processus
biochimiques intervenant au sein des organismes vivants. Comprendre les mécanismes et les
principes moléculaires impligués dans les propriétés structurales et fonctionnelles des
protéines est une thématique importante dans la recherche scientifique, notamment dans le
domaine biomédical.

Pendant de nombreuses années, la production des protéines a été assurée pour
'essentiel par les techniques de I'ADN recombinant, qui permettent de programmer
I'expression de protéines au sein d’organismes vivants tels que les bactéries (la plus connue
étant Escherichia coli). Ces méthodologies recombinantes ont donc permis de grandes
avanceées dans la compréhension des activités biologiques des protéines, en particulier au
travers des études de relations structure/fonction permises par la facilité d’introduire des
mutations dans les protéines exprimées. Bien que ce type de production se soit démocratisé
au sein des laboratoires de recherche, son utilisation souffre encore de certaines limitations
majeures. Une limitation majeure est la difficulté d’introduire a I'aide de ces méthodes des
modifications post-traductionnelles sur des résidus précis au sein de la séquence de la
protéine cible (phosphorylation, glycosylation, ubiquitination, SUMOylation, ...). Par ailleurs,
l'introduction d’acides aminés non codés par le code génétique reste complexe. De hombreux
développements ont rendu possible I'ajout de nombreux acides aminés non canoniques au
code génétique des organismes. Néanmoins et malgré les optimisations apportées a ce jour,
ces méthodologies sont réservées a des spécialistes du domaine et ne sont pas facilement
utilisables au quotidien. Ces limitations ont stimulé de nouveaux développements facilitant
l'incorporation d’'une plus grande diversité chimique au sein des protéines et ce de maniére
site-spécifique.

Aujourd’hui, la synthése des peptides et des protéines par voie chimique est pergue

comme une alternative remarquable a I'utilisation des systémes recombinants. La synthése
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chimique permet la production de protéines avec un contrle total de sa composition.
L’introduction de modifications non naturelles n’a pour seule limite que la créativité des
chimistes. De plus, les protéines modifiées présentant une architecture atypique (protéines
SUMOylées, protéines cycliques, protéines ramifiées, ...) difficilement produites par les
systemes recombinants peuvent étre accessible par voie chimigue. Au vu de son intérét, la
synthése chimique des protéines s’est enrichie de nombreuses avancées méthodologiques et
continue son expansion de facon remarquable, comme en témoigne la Protein Chemical
Synthesis database (PCS-db) (Figure 21). Cette base de données collecte les protéines
d’intérét biologique produites par synthése chimique et comprend aujourd’hui plus de 1000
entrées. La chimie apparait donc clairement comme une science complémentaire aux

biotechnologies pour accéder a des protéines fonctionnelles?®.

140

120 A 'Y

100 -

Nombre de protéines synthétisées
I o [}
(=] (=] (e
L]
R Y

[
(]
I
L ]
L ]

---w
P Lds B

L

- w®
®

0 ——

T
1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020
Année

Figure 21. Nombre de protéines préparées par synthése chimique (ligations chimiosélectives)
par année sur une période de 1990 a 2020.

La synthése des protéines par voie chimique, lorsqu’elles excédent 150 acides aminés,
constituent un véritable défi pour les chimistes. C’est pourquoi faciliter 'accés a ces molécules
attire encore aujourd’hui I'attention de nombreux groupes de recherche. De nos jours, les
protéines sont produites par un assemblage séquentiel de segments peptidiques non protégés
grace a des méthodes dites de ligation chimique native. Nous allons maintenant détailler les

principaux concepts employés pour accéder a des protéines natives par synthése chimique.
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1. La synthése peptidique sur phase solide

En 1963, Merrifield (prix Nobel de chimie en 1984) a décrit pour la premiére fois le
principe de la synthése peptidique sur phase solide ou SPPS?%, Celle-ci permet la production
de segments peptidiques par couplages successifs d’acides aminés sur un support
polymérique insoluble et inerte (Figure 22). L’assemblage du peptide est réalisé par répétition
du cycle déprotection/couplage (étape 2 et 3, Figure 22) du C-terminal vers le N-terminal. Une
étape dite de capping permet de masquer les fonctions amines encore présentes résultant de
couplages incomplets (réaction d’acylation, étape 4, Figure 22). Aprés la phase d’élongation,
un traitement chimique permet d’éliminer le groupement protecteur présent sur la fonction
amine du dernier acide aminé couplé au support solide. Enfin, le processus se termine par un
traitement de la résine par un acide fort afin de rompre le lien acido-labile situé entre le peptide
et le support solide et d’éliminer les groupements protecteurs des chaines latérales (étape 5,
Figure 22). Quelques années aprés son introduction, ce procédé de synthése a rapidement
été automatisé pour permettre la production de polypeptides de maniére plus fiable. Par son

efficacité, la SPPS a révolutionné la synthése chimique des peptides.
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PG, : Groupement protecteur de chaines latérales LG : Activateur, groupement électroattracteur

O Support solide de type polymére PG, :Groupement carbamate : Fmoc ou Boc

Figure 22 : Principe de la synthese peptidique sur support solide (SPPS).

La méthodologie Boc-Bzl développée par Merrifield s’est rapidement démocratisée au
sein des groupes de recherche. Elle consiste a utiliser un groupement protecteur acido-labile,
i.e. le groupement tert-butoxycarbonyle (Boc), pour masquer les fonctions amines N-
terminales, et le groupement benzyle (Bzl) comme base pour la protection des chaines

latérales. Dans ce contexte, 'amine N-terminale est déprotégée a chaque cycle apres un
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traitement au TFA. A la fin, le peptide est libéré et démuni de tous groupements protecteurs
aprés un traitement I'acide fluorhydrique anhydre (HF). Cependant, I'utilisation de 'HF au
guotidien nécessite des précautions importantes lors de son utilisation pusique c’est un
composé volatil (Point d’ébullition ~ 20 °C), trés toxique et corrosif. D’autre part, I'utilisation de
conditions acides (TFA a chaque cycle et le traitement final a 'HF) pour cette stratégie est
incompatible avec la synthese de protéines arborées de modifications post-traductionnelles
(MPT) acido-sensibles telles que la glycosylation.

En 1978, Sheppard a introduit une nouvelle stratégie de synthése, la stratégie Fmoc/
tBu?®. Elle utilise le groupement baso-labile 9-fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc) pour
protéger les fonctions amines alpha des acides aminés. En général, le groupement Fmoc est
éliminé aprés un traitement a la pipéridine®'*. L'intérét du groupement Fmoc réside dans la
possibilité de quantifier l'avancement le rendement d’élongation en dosant par
spectrophotométrie I'adduit fluorénylméthyle-pipéridine. Cet avantage combiné a des
conditions plus douces pour I'étape finale de déprotection et coupure explique la popularité de
cette méthode de synthése.

Actuellement, il existe une grande variété de polyméres constituant les résines?'?, d’agents de
couplage®® et de groupements protecteurs de chaines latérales?'* permettant une
amélioration certaine des procédés de synthese. Tous ces progrés permettent I'accés a des
peptides composés jusqu’a 30-40 acides aminés sans trop de difficulté. A noter qu’il existe
des exceptions notables dans la littérature montrant que le procédé en phase solide permet
parfois la synthése de polypeptides de plus de 100 acides aminés?®, Au-dela de ces cas
particuliers, la taille des peptides produits par SPPS n’excéde pas en général 40-50 acides
aminés. En effet, les synthéses longues meénent inévitablement & des couplages incomplets
lors de I'élongation et a des réactions secondaires, responsables de I'accumulation de sous-
produits, de séparations complexes et de rendements faibles. Ces difficultés ont stimulé les
chimistes & mettre au point de nouvelles méthodologies de synthése pour obtenir des peptides

de plus grande taille, a savoir les techniques dites de ligation chimique.

2. Le principe de la ligation chimique

Le terme de ligation chimique a été introduit en 1992 par M. Schndlzer et S. Kent pour
décrire une réaction régio- et chimiosélective entre deux fragments peptidiques non-protégés
porteurs de fonctions mutuellement réactives (fonctions X et Y, Figure 23)?!°, Le caractére
chimiosélectif de la réaction permet d'utiliser des fragments peptidiques totalement
déprotégés. L’absence de groupements protecteurs a caractére hydrophobe minimise les

problémes de solubilité des segments peptidiques, ce qui facilite le bon déroulement de la
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réaction. Le terme « ligation » vient des ligases, une classe d’enzymes capables de catalyser
la formation de liaisons covalentes entre deux biomolécules.

Depuis les premiers concepts, de nombreuses réactions de ligation chimiosélectives
ont été concues. Les réactions amenant & un lien non natif ne seront pas discutées dans le
cadre de cette thése (on pourra consulter d’excellentes revues a ce sujet?’”-2!8), Bien que ces
méthodes de ligations chimiques non natives ont permis d’accéder a de nombreuses
macromolécules, la nécessité de produire par voie chimique des protéines conservant une
structure native s’est révélée étre cruciale pour I'étude, et surtout la compréhension de leurs
fonctions biologiques au sein du vivant. La suite sera ainsi consacrée aux ligations dites
« natives » c’est-a-dire a l'origine de la formation d’une liaison peptidique classique (Figure
23).

Hozc NH2 HO,C NH, HO,C NH, HO,C NH, ’ HO,C NHZOHOZC NH,
étape de capture 1 | : réarrangement I |
pephde—{ + Y—{peptide —_— peptide —z peptide - peptide)J\N peptide
| chimiosélective | [ | intramoléculaire | | H o on éH
OH s OH SH OH 'SH/ % OH SH OH sH
- ™ liaison amide
1.1 Ligation chimique native >
échange SH
o (o] Thiol- j\ o ransfert d'acyl o]
thioester N , ransfert d'acyle —n
peptide)l\sR + HS peptidd) — = s/\)J\/ T peptide)LN peptid
NH, -RSH NH, intramolcualire H o

R = Ak, Ar n=1,2

1.2 Ligation "Ketoacid-hydroxylamine"” (KAHA)

r)—‘)l\-formattlon d'une O\%g'\{o carrangement O ( OH
nitrone
N® eptide
peptide COZH + 1n A - N peptlde
N “CO,H o}

-CO, n=1,2

1.3 Ligation Sérine/Thréonine

transfert d'acyle

peptide formation d'une R (0] intramoléculaire OHO" R
O%O CHO R o oxazolidine ) O‘\-S/U\’I & hydrolyse . )J\ oot
R - = P ; v» peptide H
HO peptida >fo NH ©
NH, o i - salicylaldéhyde

R =H (Ser), Me (Thr)

Figure 23. Différentes méthodes de formation de liaisons peptidiques basées sur le concept
de capture chimiosélective suivi par un transfert d'acyle intramoléculaire. 1.1 La ligation
chimique native, 1.2 La ligation « ketoacid-hydroxylamine » (KAHA) 1.3 La ligation Ser/Thr.
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2.1. La ligation chimique native

En 1994, Kent et ses collaborateurs ont décrit une réaction chimique clé dans le
domaine de la synthése totale des protéines appelée « ligation chimique native » (abrégée par
NCL pour Native Chemical Ligation)?°. Elle se réalise dans des conditions aqueuses a un pH
proche de la neutralité (pH = 7), et met en jeu un peptide thioester (peptide1, Figure 24) et un
peptide comportant un résidu cystéine libre a son extrémité N-terminale (ou cystéinyl peptide,
peptide,, Figure 24). Le lien produit dans cette réaction est un lien natif de type Xaa-Cys. Cette
stratégie a été illustré pour la premiére fois avec la synthése de linterleukine 8 humaine??°
(IL- 8, 72 acides aminés).

D’un point de vue mécanistique, le caractére chimiosélectif de cette réaction repose
sur I'étape de capture du peptide thioester (peptide:) par la fonction thiol du résidu cystéine
(peptidez) permettant ainsi le rapprochement de la fonction amine et de la fonction thioester.
L’intermédiaire transitoire formé (thioester transitoire, Figure 24) a une structure favorable pour
un réarrangement intramoléculaire. Celui-ci implique la migration du groupement acyle de
'atome de soufre vers I'atome d’azote pour former le lien amide natif entre les deux segments
peptidique mis en jeu (Transfert d’acyle, Figure 24). Par ailleurs, cette réaction nécessite la
présence d’'une étape de catalyse due a la réactivité modérée des peptides alkylthioester
(peptides, Figure 24) et des concentrations habituellement utilisées dans cette réaction pour
les segments peptidiques. Par conséquent, I'ajout en large excés d’un arylthiol tel que I'acide
4-mercaptophénylacétique (MPAA, Figure 24) permet la formation d’un peptide aryl-thioester
plus réactif que le peptide alkyl-thioester de départ par des réactions équilibrées d’échange
thiol-thioester (étape de catalyse, Figure 24).

HO,C
2 SH o

/©/\002H \/Mpeptidez
k HS o NH,

(0]
o Al Q s
IS MPAA S Cystéinyl peptide i ; peptide,
peptide —_— peptide = ||peptide NH,
étape de étape de capture
thioester d'alkyle catalyse thioester de MPAA thioester intermédiaire

Transfert d'acyle
S,N

SH

(@]
peptide
N ’

(0]
liaison native

Figure 24 Mécanisme de la ligation chimigue native (NCL).
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Depuis 1994, la NCL a rendu possible de nombreuses applications synthétiques en
chimie biologie et en chimie médicinale. Plus spécifiqguement, la combinaison de la NCL et de
la SPPS a largement contribué a orienter son utilisation vers la synthese chimique de longs
peptides et de protéines??: 222, Des progres continus et significatifs dans le domaine ont
récemment abouti a I'assemblage de protéines de tailles exceptionnelles, comme des
analogues de polymérases bactériennes??® 224 (~ 350 acides aminés). Au-dela de leur taille, la
diversité des protéines produites traduit la polyvalence des approches de synthése par voie
chimique basées sur le principe de la NCL. Les données statistiques de la PCS démontrent
qu’a I'heure actuelle la NCL est la méthode de ligation chimiosélective la plus utilisée pour la

synthese totale de protéines.

2.2. La ligation « Ketoacid-hydroxylamine » (KAHA)

Bode et ses collaborateurs ont décrit en 2006, une nouvelle méthode de ligation native
basée sur la réaction d’'un peptide comportant une fonction hydroxylamine en position N-
terminale avec un peptide porteur d’un résidu a-cétoacide en C-terminal®® (Figure 25). Cette
réaction ne nécessite pas de réactifs additionnels (ex : catalyseur). De plus, I'eau et le dioxyde
de carbone sont les seuls sous-produits formés. Le mécanisme de cette ligation n’est pas
entiérement élucidé et passe probablement par la formation d’une nitrone. La liaison amide
est formée aprés un réarrangement intramoléculaire responsable d’une décarboxylation. A
l'origine, cette réaction était limitée aux milieux organiques (DMF, DMSO, ou MeOH) et
nécessitait des concentrations importantes de peptides (20 mM a 100 mM). Plus tard, des
améliorations ont été apportées avec notamment [lutilisation d’hydroxylamines
O- substituées?®. Ces derniéres sont plus appropriées pour la synthése de protéines
puisqu’elles autorisent l'utilisation de conditions aqueuses pour I'étape de ligation. En
particulier, le résidu 5-oxaproline conduit & la formation d'une homosérine aprés
réarrangement intramoléculaire de I'ester intermédiaire a pH basique (pH 9.5)%?” (Figure 25A).
Il a notamment permis la synthése totale de petites protéines comme I'analogue de I'ubiquitine
chez les procaryotes??® (protéine Pup de 66 acides aminés) et les protéines SUMO-2 et -3

humaines??® (~90 acides aminés).
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Figure 25. Optimisation de la ligation KAHA en utilisant A).un motif oxaproline. B) un motif
oxazétidine.

Plus récemment, l'utilisation du résidu oxazétidine a permis la formation de lien natifs
Xaa-Ser et I'utilisation de plus faibles concentrations de segments peptidiques tout en gardant
des cinétiques de ligation convenables. Ceci s’explique par 'importante de la tension de cycle
imposée par la présence du motif oxazétidine, d’ou une plus grande réactivité. Cette variante
de la ligation KAHA a rendu possible la synthése totale de la protéine de liaison au calcium
S1042% (101 acides aminés).

2.3 La ligation Ser/Thr

En 2010, Li et ses collaborateurs se sont inspirés des travaux pionniers de J. P. Tam
pour mettre au point une ligation chimiosélective faisant intervenir un résidu sérine ou une
thréonine en position N-terminal et un ester de salicylaldéhyde en positon C-terminale?3t 232,
Cette « ligation serine/threonine » (STL) est habituellement réalisée dans un mélange
pyridine/acide acétique. Apres évaporation du solvant, le produit brut est traité avec un
mélange TFA/H2O/TIIS pour permettre I'élimination du groupement acétal, générant ainsi une
liaison peptidique native.

D’un point vu mécanistique, la fonction amine du résidu sérine ou thréonine (peptide,
Figure 25) se lie réversiblement au groupement aldéhyde présent du cété C-terminal de I'autre
fragment peptidique (peptide;, Figure 25). Le lien formé est de type oxazolidine. Cet

intermédiaire subit un réarrangement intramoléculaire et irréversible par le biais d’un transfert
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d’acyle de 'atome d’oxygéne vers I'atome d’azote pour former le lien amide. Un point important
de cette approche est qu’aucune épimérisation n’a lieu au niveau du site de jonction.

Comme nous avons pu le constater, la formation de peptide thioester est le point
d’ancrage de tout bio-procédés conduisant a la synthése de macromolécules par NCL ou ses
méthodes apparentées (Figure 25A). Bien que les cystéinyl peptides sont faciles a préparer
par la Fmoc-SPPS conventionnelle, les premiers développements des réactions de NCL ont
été compliqués par la rareté des méthodes chimiques permettant 'acces a des peptides
thioesters. En effet, la stratégie Fmoc implique l'utilisation de la pipéridine comme agent de
déprotection, qui de par son caractére nucléophile et basique, est en général incompatible
avec les fonctions thioesters (Figure 25B).

Les chimistes du peptide ont contourné cette difficulté et ont développé de nombreuses
méthodologies pour accéder a des peptides thioesters en stratégie Fmoc-SPPS. Dans la suite
de ce manuscrit, je ne vais décrire que les méthodes exploitant le transfert d’acyle
intramoléculaire N,S (N,S acyl shift en anglais) pour produire des peptides thioesters, puisque

ce sont les méthodes que j'ai principalement utilisé durant mon travail de these.

2.4. Le systéme de transfert d’acyle de X, S comme source de thioesters

De nombreuses méthodes s’appuyant sur [utilisation du transfert d’acyle
intramoléculaire X,S (X= O, N) au moyen dune étape de transthioestérification
intramoléculaire ont été développée?®® 234, Ces systémes sont soit de types B-mercapto ester
(transfert d’acyle O-2S) soit de type [p-mercapto amide N,N-disubstitué (transfert
d’acyle N->S) sauf a de rares exceptions. De maniére générale, ces dispositifs servent de lien
entre le support solide et le peptide au moyen d’un bras acido-labile. Seulement, aprés I'étape
de déprotection et de coupure, le groupement thiol du dispositif peut exercer son role de
nucléophile pour conduire a la formation du peptide thioester a la suite d’'un réarrangement
intramoléculaire. L'utilisation du systéme amide plutét qu’ester rend le réarrangement moins
favorable compte tenu de la faible électrophilie de la fonction amide due a la délocalisation du
doublet non-liant de I'atome d’azote vers le groupe carbonyle. Le transfert d’acyle O, S des
peptides B-mercapto ester s’effectue toujours a pH neutre, le transfert d’acyle N,S y est quant
a lui réalisé en général en milieu acide.

Le mécanisme réactionnel de ces systémes de transfert d’acyle N,S est décrit a la
Figure 26. La premiere étape est une réaction de migration d’acyle intramoléculaire de I'azote
vers le soufre, qui est équilibrée. D’'un point de vue thermodynamique, la fonction thioester
n’est en général pas favorisée a pH neutre car 'amine libérée lors du réarrangement n’est pas
protonée de maniére significative. Ainsi, de nombreux systémes de transfert d’acyle N,S ne

sont déplacés par I'ajout de thiol exogéne qu’en milieu acide, conditions dans lesquelles
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'amine libérée est masquée par protonation. Dans ce cas, le peptide thioester est produit et
isolé avant la réaction de NCL (Figure 26).

Rs. SH Transfert d'acyle

l N,S 0o Thiol exogene 0
@
peptide)]\N R, H peptide)J\s RSH peptide /U\SR
R’|1 R?’)\/R2 w R = alkyl, aryl
@
NH; H
R R ®N2 thioester stable
B
HS” "R,

Figure 26. Principe général des systémes de transfert d’acyle N,S basés sur le motif N- (2-
sulfanyléthyl)amide.

Dans la suite de ce manuscrit, je ne décrirai que les systémes de type B-mercapto
amide N,N-disubstitués qui constituent la classe la plus importante dans le domaine. De
nombreux systémes de ce type ont été congus dont voici un échantillon non exhaustif (Figure
27) tel que le systtme N-alkyl cystéine®®, l'ester de cysteinyl proline?*® 2% (CPE), N-
sulfanyléthylanilide?® (SEAlide), a-méthylcystéine?®, N-hydroxynitrobenzyle cystéine?*° et
bis(2-sulfanyléthyl)amido?** (SEA).
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Figure 27. Systéme de transfert d'acyle de type N,S.
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Ce principe déchange amide/thiol est particulierement performant et a été
fréquemment utilisé dans ce travail de thése avec le systéme de transfert d’acyle N,S bis(2-
sulfanyléthyl)amido (SEA) et l'acide 3-mercaptopropionique (MPA, RSH sur la Figure 28)

utilisé comme thiol.

SH . ‘
j\ J/ N,S-acé\é/ shift )OJ\ SH  Thiol exogéne o
peptide N _H peptide S ® H RSH ——rz /[LSR
- LONH,
R = alkyl, aryl
SH P-aminothiol H,

©)

It

Figure 28. Formation d’un peptide thioester a partir d’'un peptide bis(2-sulfanyléthyl)amido
(SEA).

intermédiaire thioester stable

HS

La transthioestérification du peptide SEA a pH acide (pH 4) assistée par un exces de
MPA comme thiol exogéne permet I'échange SEA-thiol pour conduire in fine a la formation du

peptide thioester (Figure 28) qui aprés purification pourra étre engagé dans une NCL?*2,

2.5. Le systéme de transfert d’acyle de N, S comme source de thioesters in situ

De facon intéressante, une catégorie restreinte de ces systemes de transfert d’acyle
N,S ont la capacité de se réarranger in situ a pH neutre et ainsi de réagir directement avec le
cystéinyl peptide (Figure 29). On parle souvent de peptides « crypto-thioesters » ou de
thioesters masqués. Cette approche est particulierement intéressante lorsque la réactivité des

peptides porteurs de ce dispositif peut étre contrblée a la demande.

Transfert d'acyle

(0] N.S (@] SH . .
, Thiol exogéne o
SH
peptide )J\N/\/ pH7 peptide J\Sk? H RSH peptide )LSR
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K/SH 2 ; R = alkyl, aryl
p-aminothiol ®H2
intermédiaire J/ N~ SH thioester stable
HS

NCL | Cysfpeptide)
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Figure 29. Ligation a l'aide de systemes de transfert d’acyle N,S, illustrée avec le systéme
N, N-bis(2-sulfanyléthyl)amide (SEA).

69



Il est a noter que I'utilisation de tels systémes pour la formation de liens peptidiques

natifs conduit a des cinétiques de réactions plus lentes que celles observées pour la NCL,
'étape de migration d’acyle N,S étant I'étape limitante. Néanmoins, les conditions requises
pour que ces dispositifs agissent en tant que donneurs d’acyles sont trés douces, sans risque
de déclencher un réarrangement similaire avec la cystéine. Cela en fait des outils chimiques
précieux comme en témoigne leur capacité a accéder a des protéines complexes.
En 2010 et 2011, les groupes de Melnyk?** puis de Liu?*® ont décrit de maniére indépendante
le systeme N,N-bis(2-sulfanyléthyl)amido. Dans le procédé de synthése développé par Liu, le
motif est lié a la résine par un de ses groupements thiols, a la différence du groupe Melnyk ou
les deux groupements thiols sont engagés avec la résine polymérique (Figure 30A). Les
peptides SEA sont obtenus aprés un simple clivage au TFA. Les peptides sont libérés de la
résine sous leur forme dithiol reactive, appelée SEA". Celle-ci peut étre sujette a un transfert
d’acyle N,S intramoléculaire, notamment durant I'étape de purification. Toutefois, le groupe
Melnyk a mis en évidence la possibilité de former un disulfure cyclique aprés une étape
d’oxydation, permettant de cette maniére I'inactivation du groupement SEA sous une forme
dite SEA°T (Figure 30A). Les peptides SEA™ sont incapables de se réarranger en thioester et
sont donc totalement stables durant les étapes de purification par HPLC et leur stockage.

La ligation SEA sert principalement a coupler un peptide équipé d’un groupement SEA
a l'extrémité C-terminale a un cystéinyl peptide. De la méme maniére que la NCL, cette
réaction conduit a la formation d’'une liaison amide native. Contrairement a la NCL qui
demande de travailler a un pH proche de la neutralité, le systeme SEA permet de travailler
dans une large gamme de pH (pH 3 - 7,5), et donc d’adapter les conditions réactionnelles en

fonction de la solubilité des segments peptidiques utilisés.
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Figure 30. A) Synthése de peptides SEA. Une étape d’oxydation post-SPPS est réalisée pour
convertir le groupement SEA°"en SEA°™ B) Principe de la ligation SEA. Le groupement SEA
est un thioester latent activé par réduction a l'aide de réducteurs tels que la TCEP ou le DTT.

L’'une des propriétés intéressantes du groupement SEA réside dans la possibilité de
passer de la forme SEA°" a la forme SEA°"en fonction du potentiel d’oxydo-réduction du milieu
réactionnel. En effet, la forme SEA°" peut étre activée trés facilement a I'aide d’'un agent
réducteur tel que la TCEP ou le DTT, simplifiant ainsi la conception de procédés « one pot »
ou le groupement SEA°T réagit dans une deuxiéme étape aprés augmentation du pouvoir
réducteur du milieu réactionnel (Figure 30B). Par exemple, le MPAA catalysant la réaction de
NCL est un arylthiol faiblement réducteur qui ne permet pas I'ouverture et donc 'activation du
groupement SEA. Une réaction de NCL peut donc s’opérer en présence d’'un groupement
SEA°" sans que ce dernier vienne interférer. Puis, I'ajout de TCEP ou de DTT déclenche la
formation du groupement SEA°" par réduction du groupement SEA°T et ainsi une deuxiéme

réaction de ligation avec le cystéinyl peptide nouvellement introduit avec le réducteur.

3. Assemblage de grands peptides et de protéines

Précédemment, nous avons vu que la SPPS est utilisée pour accéder a des fragments
peptidiques d’une cinquantaine d’acides aminés qui auront vocation a étre engagés dans des
réactions de ligations chimiques. Par conséquent, la taille du produit de ligation de deux
fragments peptidiques n’excéde pas une centaine d’acides aminés habituellement. Toutefois,
les propriétés de la NCL et de ses méthodes apparentées telles que la ligation SEA (vu ci-

dessus) permettent d’assembler plus de deux segments peptidiques. Deux approches sont
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possibles en fonction du sens d’élongation choisi pour 'assemblage de la protéine, soit de

'extrémité N-terminale vers I'extrémité C-terminale (N vers C) ou l'inverse (C vers N).

Cvers N N vers C
A) = B) >
(0] O )CJ)\
GP—Cys— B )J\SRz + Cys— C E)Lx + H—Cys— B \4
Ligation Ligation
(0]
B )J\Y X, Y : Groupement
GP—Cys—1..B c orthogonaux
J Déprotection Activation
(0] )QI\
CA ek, ¢ Heosl B G CAT B v . el o
J Ligation Ligation
B Cc GP : Groupement Protecteur [I| B c

Figure 31. Stratégie d’assemblage de A) C vers N, B) N vers C.

L’assemblage de peptides de I'extrémité C vers N nécessite la protection temporaire
du résidu cystéine a I'extrémité N-terminal du fragment a incrémenter (segment B, Figure 31A).
Cette protection de la cystéine est essentielle pour éviter des phénoménes d’oligomérisation
ou de cyclisation. Ce groupement doit étre stable dans les conditions de ligation, et son
élimination doit pouvoir s’effectuer dans des conditions douces en solution aqueuse. Parmi les
groupements protecteurs de la cystéine, nous pouvons souligner l'utilisation du groupement
protecteur de la fonction amine (Figure 32A), le 2-méthylsulfonylethyloxycarbonyle?#: 245
(Msc), ou de la fonction thiol tels que, I'acétoacétamidométhyle?*® 247 (Acm), ou
thiazolidine?*® 24° (Thz), ce dernier étant trés utilisé. Trés récemment, I'intéret du groupement
N-acétoacétyle®® (AcA) a été décrit par I'équipe. Ce groupement a I'avantage d’étre introduit

en solution par la mise en ceuvre d’une ligation chimique native (NCL) (Figure 32B)?%% 252,

72



A)

o v 0
O N pH 12
% ¥ - Ao
o o :
SH N
Msc SH
2-méthylsulfonyléthyloxycarbonyle
(0}
H-N Ag*, thiol Q
i —— Ay
Acm H Y
acétamidométhyle - R
(o}
[0} o}
e . e N
thiazolidine NN pH 4 :
“SH
AcA H O O
C
HONH
N-acétoacétyle WN\;)J\C] — HzNh
0 o = pH 3-4 .
SH SH
B)
o o0 i o o f
1 AcA = R = -CH,CH,CO,H
X oo pens L OO0 |
S/\n/ 0.1 M Tampon phosphate ~ ~=-============mmsmmmomoe
0 200 mM MPAA 0
6 M Gdn.HCI
0 poacys- () N
pH 7-7.5 & S
Cys N 25°C s

Figure 32. A) Exemples de groupements protecteurs pour I'assemblage dans le sens C vers
N. B) Réaction de protection du résidu de cystéine N-terminal a l'aide du groupement N-
acétoaceétyle.

La stratégie d’assemble de C vers N a permis la synthése de nombreuses protéines,
telle la sous-unité F-ATPase d’Escherichia Coli, une protéine de 286 acides aminés qui a été
assemblée a partir de 6 segments peptidiques®*®. Cependant, 'accumulation des étapes
chimiques et de purifications intermédiaires a conduit & des rendements faibles (Figure 33).
Cette stratégie de synthése illustre ainsi I'importance de trouver des méthodes d’assemblage
plus simples, tout en réduisant le nombre d’étapes chimiques, y compris les étapes de

purifications intermédiaires.
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Figure 33. Evolution du rendement en fonction du nombre d’étapes de ligation pour la synthése
de la sous unité F-ATPase d’Escherichia coli. Les données présentées sont issues de la
référence?s,

L’assemblage des protéines dans le sens N vers C bénéficie de I'auto purification des
segments peptidiques porteurs de la cystéine en leur extrémité N-terminale. C’est la stratégie
gui a notamment été choisie dans ce travail de these. Cette approche nécessite l'utilisation de
fonctions thioesters latentes a I'extrémité C-terminal du segment peptidique a incrémenter
(segment B, Figure 31). Bien évidemment, les conditions pour activer ou générer la fonction
thioester doivent étre douces et compatibles avec l'utilisation de peptides completement
déprotégés. Le développement de tels précurseurs de peptides thioesters est un domaine
encore en pleine expansion. Je ne détaillerai pas ici que les méthodologies essentiellement
utilisées au cours de ma thése.

J'ai déja discuté les principales propriétés des systemes de transfert d’acyle N,S comme
peptides thioester masqués. De fagon complémentaire, Liu et ses collaborateurs?®® ont décrit
I'utilisation de peptides hydrazides en tant que précurseurs de peptides thioesters. Les
peptides hydrazides sont inertes dans les conditions de la NCL. Cependant, ils peuvent étre
convertis en azoture d’acyle par oxydation (nitrosation), puis en thioester aprés I'ajout d’'un
thiol exogéne comme le MPAA. Le thioester ainsi formé peut étre isolé ou mis a réagir
directement avec le cystéinyl peptide dans une NCL (étape 1-3, Figure 34). Les peptides
hydrazides sont donc classés dans la catégorie des peptides thioester masqués, tout comme
les peptides SEA°". Malgré I'utilisation de conditions oxidantes, les peptides hydrazides sont
les précurseurs de thioesters les plus utilisées de nos jours. Leur préparation par Fmoc-SPPS

est aisée permettant ainsi I'accés a de nombreuses cibles protéiques®.
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Figure 34. Les peptides hydrazides, précurseurs de thioesters pour la NCL.

Il est intéressant de combiner différents donneurs d’acyle, par exemple des peptides
thioester, SEA et hydrazide, pour développer des procédés de synthése « one pot » de N vers

C. De tels développements ont constitué une part importante de mes travaux de thése.

4. Les procédés de synthése « one pot » de N vers C

Comme déja mentionné, une des caractéristiques uniques du groupe SEA est la
présence de deux fonctions thiols en étroite relation permettant une réversibilité du processus
qui bloque le transfert d’acyle N,S par la formation d’une liaison disulfure intramoléculaire. Les
propriétés d’oxydo-réduction uniques du systéme chimique SEA°f/ SEA®" sont au coeur des
méthodes d’assemblage dans le sens N vers C développées a Lille. Par exemple, il est
possible d’établir une stratégie d’assemblage de trois segments peptidiques basée sur un
processus séquentiel combinant la NCL et la ligation SEA (Figure 35). Ainsi, un premier
peptide équipé d’un thioester d’alkyle (peptide;) peut étre engagé dans une réaction de NCL
avec un peptide bifonctionnel (peptide:), équipé d’'un groupement SEA°" a son extrémité C-
terminale et d’un résidu cystéine a son extrémité N-terminale. En absence de TCEP ou de
DTT, le groupement SEA reste sous sa forme disulfure cyclique empéchant toutes réactions
parasites de cyclisation ou d’oligomérisation. La réduction in situ du nouveau polypeptide C
formé par 'ajout d’un réducteur fort dans le milieu (TCEP, DTT) active le groupement SEA en
position C-terminale pour conduire a une ligation SEA avec un troisiéme segment peptidique

(peptides, Figure 35).
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Figure 35. Assemblage « one pot » de trois segments peptidiques basé sur l'utilisation du
systéme SEA°T/ SEA".

Fréguemment, la formation de disulfures mixtes entre les fonctions thiol des résidus
cystéine et le MPAA sont observés lors de la premiére I'étape de NCL en raison du faible
pouvoir réducteur du MPAA. Néanmoins, la formation de ces disulfures mixtes est réversible
et ne peut donc nuire a l'efficacité de la NCL. D’autre part, la particularité de la ligation SEA
est la possibilité de pouvoir travailler dans une gamme de pH relativement large, notamment
comprise entre 5.5 & 7.5. Une baisse du pH a 5.5 peut étre avantageuse car cela favorise le
transfert d’acyle N, S du motif SEA et donc augmente la vitesse de la ligation SEA. Le pH de
la deuxieme étape peut également tenir compte de contraintes de solubilité des peptides mis
en jeu. En dessous de 5.5, le MPAA tend a précipiter du fait du pKa de la fonction thiol qui est
de 6,6.

Pour illustrer l'utilité du procédé one-pot décrit ci-dessus pour accéder a une cible
protéigue complexe en lien avec la MPT SUMO, je discuterai les travaux récents réalisés au

sein du laboratoire et portant sur la synthése de conjugués p53-SUMO-12% 2% (Figure 36).
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Figure 36. Stratégie de synthese « one pot » du conjugué p53-SUMO-1.

Dans cette stratégie d’assemblage, le domaine SUMO-1-SEA°"3 a été assemblé par
NCL avec la seule présence de l'acide 4-mercaptophénylacétique (MPAA). Une ligation
ultérieure avec le peptide cible p53 4a ou 4b en présence de MPAA et de tris (2-carboxyéthyl)
phosphine (TCEP) donne lieu & la synthése des conjugués p53 SUMO-1 5a, b sous une forme
homogéne avec un rendement de 27 a 38% (Figure 36). Cependant, I'accés a des conjugués
p53 SUMO-1 natifs nécessite une étape de désulfuration de I'acide aminé B-amino thiol
(Lys(Cys) ou d&-thiolysine) utilisé pour construire la liaison isopeptidique. La désulfurisation se
doit d’étre sélective car la transformation de la cystéine interne du domaine SUMO-1 en
alanine conduit & une perte partielle de la structure et de la fonctionnalité biochimique du

conjugué.
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Figure 37. Analyses LC-MS et HRMS du conjugué natif p53 SUMO-1 6b purifié.

La NCL et les méthodes apparentées sont devenues des outils courants et
indispensables a la synthése totale des protéines par voie chimique. Ces méthodologies sont
a l'origine de 'apparition de nombreuses revues illustrant autant les aspects synthétiques que
les applications biologiques. Il n’y a pas de stratégie de synthése universelle puisque chaque
protéine posseéde des caractéristiques de séquence et de structure qui lui sont propres. Il est
important de connaitre les forces et les limitations des différentes méthodes chimiques
employées afin de sélectionner la stratégie la mieux adaptée a la synthése d’une protéine
donnée. Dans la suite de ce manuscrit, je vais présenter rapidement les limitations des
meéthodes existantes et les développements qui ont permis de les contourner et d’étendre la

gamme des protéines accessibles par synthése totale.

B. Méthodes pour la synthese de grandes protéines

Aujourd'hui, de nombreuses méthodes d'assemblage séquentielles a trois segments
peptidiques sont disponibles dans la littérature*® 257: 258 Ces méthodes permettent notamment
d'économiser une étape d'isolement intermédiaire, et de simplifier l'acces a des protéines
composées de moins de 150 acides aminés. Cependant, la synthése de grandes protéines (>
150 acides aminés) nécessite souvent I'assemblage de plus de trois segments peptidiques.
Par conséquent, la conception d'approches dites « one pot » pour assembler quatre segments
peptidiques est d’'un réel intérét. Cependant, les approches « one-pot » nécessitent de réaliser
toutes les étapes chimiques dans un seul réacteur ce qui limite considérablement la nature
des groupements protecteurs et des méthodes de ligations chimiques pouvant étre
combinées. Sans compter que la grande difficulté de ces approches réside aussi dans
'accumulation inévitable de segments peptidiques n'ayant pas réagi ou de polypeptides

délétés, source de complication a I'étape de purification finale. Pour éviter ces difficultés, il est
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primordial d’avoir un contrdle de la stcechiométrie des segments peptidiques mis en jeu et des

réactifs utilisés.

1. Apercu statistique de la synthese chimique de protéines

Bien que la taille des peptides accessibles par synthése ait longtemps été limitée a
moins de 100 acides aminés du fait des limitations inhérentes de la SPPS, la possibilité
d’assembler chimiquement et ce de maniére sélective deux segments peptidiques non
protégés a l'aide de la ligation chimique native (NCL) ou de ses méthodes associées ont
propulsé la synthése totale de protéines dans une nouvelle ére?® 2% 260 En effet, ces
méthodologies ont permis la préparation de protéines de plus en plus complexes et constituent
aujourd'’hui des outils robustes et polyvalents pour étudier le repliement et la fonction
biologique des protéines. Globalement, nous estimons que I'utilisation de la NCL et des
méthodes apparentées ont abouti a la synthése chimique d’environ 800 cibles d’importance
biologique sur la période 1994 a 2018. La majorité des protéines sont composées d'environ
50 acides aminés en moyenne (452, 60%) et ont été produits a partir de deux segments
peptidiques (Figure 38). Les 40% restants sont des protéines synthétisées par voie chimique
avec une taille supérieure a 80 acides aminés, et ont été assemblés en effectuant deux a cing

ligations consécutives.
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Figure 38. La taille des protéines produites par NCL et les méthodes apparentées sur la
période 1994-2018 est comparée au nombre de ligations nécessaire a leur synthese. Le
nombre total de protéines synthétisées dans chaque catégorie est indiqué en caracteres gras
au-dessus de chaque colonne. Les ligations cyclisantes a 1 seul segment sont désignées par
1c dans le graphique. Quatre protéines ont été obtenues aprés 6 ligations ou plus et ne sont
pas représentées sur cette figure pour plus de clarté??* 261262 ( \Weinstock et al. 2015 ; Xu et
al. 2017 ; Tang et al. 2017). Les données ont été extraites de la Protein Chemical Synthesis
(PCS) (http://pcs-db.fr). Il convient de noter que la base de données de la PCS comprend
uniquement les peptides synthétiques et les protéines d'importance biologique et ne prend pas
en compte les réactions de ligation utilisées pour la synthese de peptides modéles, de
polyméres ou de matériaux hybrides.

Une limitation majeure de ces approches est la nécessité d’avoir un résidu cystéine a
la jonction entre les segments peptidiques. Cette condition peut ainsi restreindre

considérablement le nombre de cibles protéiques potentielles.

2. Fréquence des acides aminés protéinogéniques

La fréquence des acides aminés protéinogéniques peut étre estimée a partir de la base
de données UniRef50 qui regroupe un vaste échantillon de protéines avec leurs
caractéristiques (Figure 39). Cette base de données nous informe sur la fréquence des
différents acides aminés au sein de ce panel de protéine. Nous pouvons constater que la
fréquence du résidu cystéine est faible (1,48 %) alors que celle de l'alanine est 5,7 fois

supérieure (8,42 %).
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En outre, Carugo a montré que la fréquence du résidu cystéine diminue avec la taille
des protéines, a l'inverse celle de I'alanine augmente?®® (Figure 39B). L'observation faite que
les cystéines sont plus fréqguemment retrouvées au sein de petites protéines peut étre
expliquée par le fait que ces molécules sont trop petites pour former un noyau hydrophobe et
nécessitent ainsi des ponts disulfures pour stabiliser leur repliement naturel®®*. Pour illustrer
ce point de maniére plus concréte, prenons 'exemple d’'une protéine de 50 acides aminés pour
laquelle la fréquence des cystéines est de 2,25 % contre 6,68 % pour lalanine.
Comparativement, ces valeurs passent a 1,45 % pour la cystéine et 8,75 % pour 'alanine pour
une protéine de 200 acides aminés. Ce constat a stimulé le développement de nouvelles
méthodologies de synthése chimique pour étendre la ligation chimique native a d’autres types
de jonctions, notamment a la jonctions Xaa-Ala dont la formation est rendue possible par des
réactions de désulfurisation de la cystéine appliquées apres I'étape de ligation2®®25¢_ J'ai choisi
d’exposer brievement, sans étre exhaustive, la méthode de désulfurisation la plus utilisée dans
le domaine, et celle aussi que jai appliqué pour les conjugués SUMO synthétiques durant mon

travail de theése.
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Figure 39. A) Statistiques issues de la base de données UniRef50 : fréquence des acides
aminés dans les protéines. B-C) : Evolution de la fréquence des résidus Cys (a) ou Ala (b) en
fonction de la taille des protéines (données reproduites a partir de Carugo et al. 2008)%3.
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3. Les réactions de déchalcogénation

Dawson et ses collegues ont mis au point des approches novatrices axées sur la
désulfuration du résidu Cys afin de produire des liaisons peptidiques Xaa-Ala. Ces approches
sont facilitées par l'introduction d’'un résidu Cys dans la séquence des peptides assemblés par
SPPS et par la fréquence significative des résidus Ala contenu dans les protéines. Depuis, le
principe de la désulfuration du résidu Cys en Ala a été étendue a presque tous les acides
aminés codés génétiqguement (Figure 40).
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Figure 40. Les dérivés d’acides aminés porteurs d’un motif thiol permettent la formation de
pratiguement toutes les jonctions en combinant la NCL avec une étape de déchalcogénation.

Ces acides aminés sont obtenus en substituant un atome d'hydrogéne de la chaine latérale
par un groupe hydrogenosulfényle (HS). Le résidu est par la suite converti en un résidu
protéinogénique au moyen d’une réaction de désulfuration. Le méme principe donne acces a
des liaisons isopeptidiques au moyen de dérivés B-, y- ou O-mercapto-lysine. La ©O-
mercaptolysine (ou &-thiolysine) a largement été utilisée pour accéder a des conjugués
ubiquitines natifs, ou comme vu précédemment a un conjugué p53 SUMO1 natif?%5 267,

Toutefois, la synthése de la & (ou de la y- mercaptolysine) qui serait utile & mon projet nécessite
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de nombreuses étapes chimiques (Figure 41). Par conséquent, nous avons décidé d’utiliser a
la place le motif Lysi11(Cys), plus facile & produire en grande quantité, pour identifier la
meilleure stratégie de synthese et réaliser les premiéres preuves de concept. Nous sommes
ainsi venus modifier chimiquement le groupement e-amine (e-NHz) d’'une lysine avec un résidu

cystéine.

NH,
OH
8 étapes
—_—
—_— El Qualid et al.
HoN OH
(6]
5R-Hydroxy-L-lysine
NH, NH,
8 étapes S\S\"
—_— Merkx et al.
HoN OH FmocHN OH
(0] (0]
L-lysine
HS
o
NH, NH NH,
1 étape
. Bouchenna et al.
OH
Fmoc—HN oH Fmoc—HN
(6] (0]

Fmoc-L-lysine

Figure 41. La synthése de &/y-thiolysine a incorporer au peptide pendant la SPPS demande
de nombreuses étapes chimiques.

La désulfurisation d’alkylthiols par des phosphites a été observée pour la premiére fois
par le groupe de Hoffman en 19562, lls ont notamment démontré que la réaction était
catalysée par des températures élevées ou par irradiation UV a température ambiante. Un an
plus tard, le groupe de Walling a décrit l'utilisation d’'un initiateur de radicaux, I'AIBN
(azobisisobutyronitrile), pour accélérer cette réaction de déchalcogénation?®, Un schéma
mécanistique a été propose par lequel une combinaison entre des radicaux thiyles et 'atome
de phosphore conduirait a la formation d’'un radical phosphoryle. Ce radical phosphoryle se
décompose par une coupure homolytique de la liaison C-S en radical alkyle et en sulfure de
phosphine. Suite a cela, le radical d’alkyle capte un proton du solvant ou d’un résidu thiol

présent dans le milieu réactionnel pour former un groupement alkyle. Donc ce mécanisme
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s’applique particulierement a la désulfurisation de peptides ou protéines par la TCEP (X= Cys,
Figure 42).
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Figure 42. Schéma mécanistique de la déchalcogénation par voie radicalaire.

En 2007, le groupe de Danishefsky a décrit une méthode de désulfurisation par voie
radicalaire en utilisant un analogue hydrosoluble de I'AIBN, le VA-0442%, Depuis, c’est devenu
une méthode utilisée de maniére courante et étendue a la déchalcogénation de nombreux
dérivés d’acides aminés thiolés. Cette méthode permet d’envisager des ligations a tout type
de jonction a condition de disposer des acides aminés chalcogénés adéquats. Par exemple,
le groupe de Danishefsky a réalisé la synthése totale d’'une protéine ne contenant aucune
cystéine, 'hormone parathyroide humaine Hpth, en utilisant des dérives de valine et de la
leucine thiolés?™.

Pour finir, la mise en place de différents procédés de désulfurisation ont permis d’'une
part de surpasser la faible abondance du résidu cystéine dans les protéines naturelles mais
également le positionnement inadéquat de celle-ci dans la séquence primaire des protéines
cibles. C’est pourquoi l'utilisation de méthodes de ligation combinées a des processus de
désulfurisation est en constante évolution depuis les années 2010, comme en témoigne la

Figure 43.
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Figure 43. Histogramme du nombre d’acides aminés de type thiol (Cys ou dérivés thiols
d’acides aminés) désulfurisés aprés ligation avec le nombre de ligations a la cystéine sans
désulfurisation.
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C. Bilan/Conclusion

Les systémes recombinants rencontrent de nombreuses difficultés a produire certaines
protéines. Cela comprend particulierement les protéines qui présentent des architectures
inhabituelles comme les protéines cycliques ou ramifiées. Les protéines modifiées par SUMO
possédent une structure branchée et constituent un exemple typique de protéines difficiles a
obtenir au moyen des techniques recombinantes. Par contre, ce type de protéine est
accessible par voie chimique, une méthode qui s’est aujourd’hui clairement imposée comme
une alternative intéressante aux méthodes recombinantes pour accéder a des protéines
complexes. L'émergence de quelques ligations chimiques donne accés a la synthese de
polypeptides natifs. Notamment, la NCL et les méthodes apparentées Ces derniéres
permettent d’atteindre des objets moléculaires de taille significative (> 300 AA). J'ai dans mon
travail de thése développé des procédés performants basés sur cette chimie des thioesters
pour accéder aux protéines SUMO-2 et SUMO-3 ainsi qu’a des diméres SUMO-2/3 de 21 kDa.
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|. Synthese par voie chimique des protéines SUMO-2 et SUMO-3

La synthése chimique a été utilisée de facon intensive pour produire l'ubiquitine (Ub), des
conjugués ubiquitine, mais également des chaines polyubiquitine,?®” 2’1 272 donnant ainsi de
nouveaux outils pour étudier cette MPT. Comparativement, les publications décrivant la
synthése de conjugués SUMO sont plus rares. Cette situation est due en partie a la différence
de longueur entre les domaines Ub (76 acides aminés) et SUMO (92-96 acides aminés). En
effet, le domaine SUMO dépasse les limites de la synthése peptidique en phase solide (SPPS).
Une autre différence majeure entre les protéines Ub et SUMO réside également dans la
présence d'un résidu cystéine (Cys) interne et central au cceur de toutes les isoformes de
SUMO (Figure 5, * Cys interne), rendant les stratégies de synthése plus complexes.

De maniére générale, les conjugués Ub peuvent-étre synthétisés en faisant réagir un
domaine Ub équipé d’une fonction thioester a I'extrémité C-terminale avec un peptide cible
contenant un résidu y ou &-mercaptolysine selon les conditions de la NCL (Figure 44).
Toutefois, I'ajout d’un résidu Cys sur la chaine latérale de la lysine cible constitue également
une alternative intéressante a l'utilisation des mercaptolysines, qui ont un processus de
synthése relativement onéreux comme discuté auparavant. Par la suite, le groupe thiol de la
mercaptolysine ou du motif Lys(Cys) doit étre éliminé par désulfurisation. Etant donné que I'Ub
contient un résidu alanine central dans sa séquence (Ala46), I'analogue Ub Ala46Cys peut
étre assemblé facilement a partir de deux segments peptidiques par NCL et ensuite converti
en un conjugué Ub natif par désulfuration globale (conversion Cys->Ala). Pour les domaines
SUMO, le résidu Cys est idéalement situé en milieu de séquence facilitant son assemblage
par NCL. Or si un domaine SUMO natif doit étre obtenu, I'étape de désulfurisation nécessitera
des adaptations des procédés de synthése. En effet, les conditions de désulfuration de I'acide
aminé thiol utilisé pour construire la liaison isopeptidique, c’est-a-dire la mercaptolysine ou le
motif Lys(Cys), peuvent potentiellement entrainer la désulfuration de la cystéine interne du
domaine SUMO.
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Figure 44. Synthese chimique de conjugués Ub et/ou SUMO en combinant la NCL et la
désulfuration. Modifier correspond a I'Ub ou la proteine SUMO.

Dans ce contexte, il est essentiel de connaitre la contribution de la cystéine interne sur
la structure et la fonctionnalité du domaine SUMO. Cette connaissance peut significativement
influencer la conception de la stratégie de synthése de conjugués SUMO. En effet, si cette
cystéine peut étre remplacée par une alanine, une étape de désulfurisation globale pourra étre
appliquée aux conjugués, simplifiant considérablement I'accés a ces molécules. Dans le cas
contraire, une désulfurisation sélective sera nécessaire. Nous avons ainsi voulu investiguer
l'importance de cette cystéine interne sur la structure et les propriétés des domaines SUMO- 2
et SUMO-3, sujets de I'étude.

A cette fin, il a été nécessaire de réaliser la synthése des monomeres SUMO-2 et -3
ainsi que leurs variants desulfurisés pour déterminer la contribution de la Cys interne sur la
structure secondaire, la stabilité thermique et la capacité de ces derniers a étre conjugué sur
un substrat cible. De la méme maniére, la synthése de conjugués SUMO-2 et -3 et de leur
analogues désulfurisés seront utiles pour investiguer 'impact de la modification Cys—> Ala sur
la cinétique de déconjugaison, qui dépend de la reconnaissance des domaines SUMO par les
SENPs. Au final, les informations acquises grace a ces expériences permettront de mettre en

place la meilleure stratégie de synthése pour accéder a des conjugués SUMO-2/3 natifs.
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A. Formation d’aspartimide

1. Formation d’aspartimide pendant la synthése peptidique en phase solide

La chimie des peptides a fait de grands progrés au cours des derniéres décennies,
mais la formation d'aspartimide (Asu) lors de la synthése de peptides reste une difficulté
fréquente. Jusqu'a présent, aucune méthode simple et générale n'a été développée pour
supprimer cette réaction secondaire lors de la SPPS. Cette réaction secondaire peut conduire
a de faibles rendements et rend certaines séquences peptidiques inaccessibles, génant a la
fois la recherche et les applications industrielles. D’'un point vu mécanistique, c’est le résultat
de la fermeture d’'un cycle a-amino-succinimide entre I'azote de la liaison amide et la chaine
latérale de l'acide aspartique, entrainant ainsi la perte de son groupe protecteur ester
(OtBu)?™ 274 C’est une problématique majeure dans la stratégie Fmoc SPPS car la cyclisation
est favorisée par la présence de base telle que la pipéridine utilisée pour éliminer le
groupement Fmoc?® 2%, D’autre part, sa sensibilité aux bases peut mener a de
I'épimérisation®’’, qui combiné a I'ouverture du cycle imide par des nucléophiles conduit a la
formation de divers sous-produits (Figure 45). Une attaque par une molécule d’eau donne le
peptide B-aspartyle et le peptide a-aspartyle dans un rapport de 3:12’. L'ouverture du cycle
par la pipéridine donne un mélange d’a et de B-pipéridides. Bien que les aspartimides et les
o/B-pipéridides générés par cette réaction secondaire puissent étre facilement séparés du
peptide cible par HPLC, les peptides B-aspartyle et le peptide a-aspartyle épimérisés sont
guant a eux difficiles a éliminer car ils ont souvent le méme temps de rétention que le peptide
cible. De plus, ce sont des produits isobares, par conséquent la présence de ces deux produits

est difficile a détecter.
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Figure 45. Réactions secondaires résultant de la formation d’aspartimide.

Un paramétre important déterminant la facilité de formation d’aspartimide pendant la
SPPS est la nature de l'acide aminé suivant le résidu d’acide aspartique (Tableau 6). La
conformation et donc la séquence du peptide joue également un réle. D’autre part, la réaction
d’aspartimide est catalysée par les bases, les acides et est favorisée par une augmentation

de la température.
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Nature de I'acide aminé en position C-terminale Tendance a la formation d’aspartimide

Ala +
Arg(Pbf) ++

Asp(OtBu) +++

Asn(Trt) +++
Cys(Acm) ++
Cys(Trt) +

Gly ++++

Tableau 6. Les séquences Asp-Xaa sujettes a la formation d’aspartimide sous traitement
basique. Faible +, élevée ++++ 273275276,

Les peptides contenant le motif Asp(D)-Gly(G) dans leur séquence sont
particulierement sensibles a la formation d’aspartimide, dont on estime la quantité formée lors
de la SPPS a environ 0.5 % par cycle de déprotection lors de la SPPS?”°. De toute évidence,
le probleme est plus sévére dans les segments peptidiques contenant plus d’un site sensible
a la formation d’aspartimide, ainsi que les longs segments qui inévitablement sont exposés
plus longtemps a pipéridine. Néanmoins, I'ajout d’acide organique a la solution de pipéridine
utilisée pour oOter le groupement Fmoc s’est avéré étre efficace pour minimiser la formation
d’aspartimide. Les réactifs les plus utilisés sont I'hydroxybenzotriazole (HOBt) ou I'éthyl
cyano(hydroxyimino)acétate (Oxyma pure), utilisés habituellement & 0,1 M dans un mélange
80 :20 de diméthylformamide et de pipéridine. Toutefois, il est généralement admis que dans
les peptides contenant le motif DG I'ajout d’acide ne réduit pas suffisamment la formation
d’aspartimide. De méme, diminuer la basicité de la solution de pipéridine c’est prendre le
risque d’avoir des déprotections incomplétes. Par conséquent, des alternatives ont été
développées notamment des dipeptides protégés Asp-Xaa qui peuvent étre incorporés
pendant la SPPS comme des acides aminés classiques. Dans ces systémes, la nucléophilie

de l'azote de la liaison amide est bloquée a I'aide d’'un groupement protecteur de type benzyle.
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Figure 46. Dipeptide Fmoc-Asp(OtBu)-(Dmb)Gly-OH commercial utilisé dans mon travail de
these.

En ce qui concerne, la synthése par voie chimique des protéines SUMO, nous avons
été confrontés a cette problématique de formation d’aspatimide pendant la SPPS des
segments peptidiques. En effet, deux motifs Asp-Gly sont présents dans chacun des segments
peptidiques nécessaires a 'assemblage des protéines SUMO-2 et de SUMO-3 (Figure 47).
C’est pourquoi, durant ma these jai utilisé le dipeptide Fmoc-Asp(OtBu)-(Dmb)Gly-OH ou
'azote a du résidu glycine est protégé par un groupement protecteur 2, 4-diméthoxybenzyle
(Dmb). Lors de la SPPS, le dipeptide Fmoc-Asp(OtBu)-(Dmb)Gly-OH a été couplé

manuellement.

Motif Asp-Gly Cys interne Motif Asp-Gly

SUMO-2: (ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYEERQGLSMRQIRFRF DGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQOQTEE

SUMO-3: [SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYEERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQAQTEE)

Segment 1, SUMO-2/3 N Segment 2, SUMO-2/3 ¢
Figure 47. Séquence des segments peptidiques des domaines SUMO-2 et -3. Les motifs Asp-
Gly, sensibles a la formation d’aspartimide, sont soulignés.

2. Formation d’aspartimide pendant I’étape de ligation chimique

La formation d’aspartimide a partir des résidus acides aspartique est un sujet de
préoccupation dans de nombreux domaines. Au-dela des modifications post-traductionnelles
non enzymatiques des protéines, les modifications des résidus conventionnels de L-a-Asp en
résidus L-B-Asp, D-Asp et D-B-Asp ont récemment attiré I'attention en raison de leur pertinence
dans le vieilissement cellulaire, et notamment dans certaines pathologies telles que la
cataracte ou encore la maladie d’Alzheimer. La formation d’Asu a été considérée comme une
substitution nucléophile au niveau du carbone carbonyle comprenant deux étapes, un
mécanisme de cyclisation et de déshydratation (Figure 48). D’aprés les calculs de chimie
guantique effectués sur la base de la densité électronique des éléments (DFT pour Density

Functional Theory), il semblerait que les deux étapes nécessitent une catalyse car les
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processus non catalysés ont des barrieres énergétiques élevées incompatibles avec les
vitesses de réactions observées en pratique 28 281, |'eau ou les tampons aqueux peuvent

potentiellement jouer le rdle de catalyseur?? 283,

o Cyclisation Déshydratation
OH o
OH
HO >
= -H0 H
B —_— W, —_— I,
> NH. N<_ . N<._
NTOZ2 N N S~ N N
H/Z\H/ H H
H
o (e} e}
Asp gem-Diol Succinimide

(intermédiaire tétrahédrique)

Figure 48. Mécanisme en deux étapes conduisant a la formation du succinimide a partir de
I'acide aspartique (Asp)

Des expériences réalisées sur le lysozyme ont permis de clarifier cet aspect.
L’incubation du lysozyme a pH 4 (tampon acétate, 40 °C) conduit a la formation d’Asu au
niveau du résidu Asp101%4, La quantité d’Asu formée augmente avec la concentration du
tampon et la température, en accord avec une catalyse de la formation d’aspartimide par le
tampon. D’autre part, il a été constaté que l'intermédiaire succinimide est plus stable (ou que
sa formation est plus rapide) a pH Iégérement acide qu'a pH élevé?® ¢ || ressort de ces
différentes expériences que les acides carboxyliques catalysent la formation d’aspartimide.
Trés récemment, la désamidation de résidus d'asparagine (Asn) (qui passe également par
l'intermédiaire succinimide) s'est révélée étre elle aussi catalysée par divers acides

carboxyliques?®’,

3. Synthese des domaines SUMO-2, SUMO-3

La formation d’Asu pendant les étapes de ligation est un aspect qui reste relativement
peu discuté dans la littérature malgré la fréquence des motifs Asp-Gly dans les protéines.
Cette problématique n’a pas été rencontrée au laboratoire durant la synthése du domaine
SUMO-1 ainsi que du conjugué p53-SUMO-1 car le domaine SUMO-1 ne contient pas de motif
Asp-Gly. Comme explicité précédemment, la situation differe pour SUMO-2 et -3 avec la
présence de deux motifs Asp-Gly de part et d’autre du site de ligation.

La ligation SEA nécessite la présence de divers réactifs porteurs d’'une ou plusieurs
fonctions acides carboxylique tels que le MPAA et la TCEP, qui peuvent potentiellement

promouvoir la formation d’aspartimide. Dans ces conditions, il nous semblait logique de

95



regarder limpact des conditions réactionnelles de I'étape de ligation sur la formation
d’aspartimide. La synthése de SUMO-2 par ligation SEA a 37 °C (pH 5,5, 200 mM TCEP, 200
mM MPAA) s’accompagne effectivement de la formation d’aspartimide (environ 30%). Nous
avons pu constater qu’une réduction de la température entrainait une diminution significative
de la formation d’aspartimide (environ 10%), avec certes I'inconvénient d’induire également
une baisse de la cinétique de réaction, qui reste toutefois utile d’'un point de vue synthétique.
Ainsi, 'assemblage des différentes protéines SUMO (SUMO-2, SUMO-3) a été effectué selon
les conditions classiques de la ligation SEA mais a 25 °C, sans que I'on ait eu besoin d’adapter
la concentration du MPAA et de la TCEP. Pour conclure, en plus des précautions prises durant
la synthése des segments par SPPS, les conditions réactionnelles menant a la synthése des
domaines SUMO-2 et -3 ont dues étre également optimisées.

Les nouvelles conditions de ligation SEA ont permis la synthése totale des protéines

SUMO-3 et SUMO-2 et du domaine core comme indiqué dans la Figure 49.

(@] O
H-N
seqment N\ N
S =
/ ~
1a,b S HS 2

o TCEP 200 mM, MPAA 200 mM
Ligation SEA '
igation SEA| ¢ Gn-HCI pH 5.5 25 °C

SH

o}
SUMO-2 (1a + 2, 83% isolé)
SUMO-3 (1b + 2, 78% isolé)
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H

Segments 1a, b
1a, SUMO-2 (2-47): ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY
1b, SUMO-3 (2-46): SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY

Segment 2
CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

Figure 49. Synthése en solution des protéines SUMO-2, -3 et du domaine core SUMO-2/3.

A noter que la ligation s’effectue en présence de chlorure de guanidinium (Gdn.HCI)?8,
utilisé pour favoriser la solubilisation des segments peptidigues et empécher toute
structuration qui pourrait masquer les groupements fonctionnels. En utilisant ces conditions,
les protéines SUMO-2 et SUMO-3 ont été isolés avec un bon rendement (60-83% en produit
isolé) et une bonne pureté comme en témoignent les analyses UPLC-MS montrées a la Figure
50.
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Figure 50. Analyse des protéines synthétigues SUMO-2, SUMO-3. A) UPLC-MS du domaine
SUMO-2 synthétique ; B) UPLC-MS du domaine SUMO-3 synthétique.

Nous avons pu isoler les protéines SUMO-2 et -3 a I'échelle de plusieurs mg et

poursuivre nos études.

4. Syntheses des domaines SUMO-2, SUMO-3 désulfurisés

Les protéines SUMO-2, SUMO-3 et SUMO-2/3 core ont été désulfurisées avec succes
comme décrit a la Figure 51. De la méthionine a été ajoutée au milieu de désulfurisation pour
minimiser l'oxydation des méthionines. Nous avons procédé a leurs caractérisations,
notamment par spectrométrie de masse (voir annexe Figure S 12, Figure S 13, Figure S 14),
et par SDS-PAGE, dont les résultats sont montrés a la Figure 52. Ces données démontrent la
gualité des produits obtenus permettant de concevoir d’autres analyses afin de répondre a

I'objectif.
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Cys interne

SUMO-2, SUMO-3

. . Ammonium phosphate 0.1 M, 20 mM VA-044
Désulfurisation | 54 M GSH, 20 mM methionine
6 M Gn-HCI, pH 7.2, 25°C

SUMO-2 C48A (52% isolé)
ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY A%
ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
SUMO-3 C47A (49% isolé)
SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY A%’
ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

Figure 51. Préparation des analogues SUMO-2 C48A et SUMO3 C47A

- 35

Figure 52. SDS-PAGE des protéines SUMO-2, SUMO-3 et de leur variant désulfurisés
(SUMO-2 C48A, SUMO-3 C47A) et des protéines SUMO-2,3 recombinantes (r1-SUMO-2 et
r1-SUMO-3). Le gel a été chargé avec 1 ug de chaque protéine et coloré au bleu de Coomassie

R520 (MW= marqueur de poids moléculaire).



L’ensemble de ces produits a permis d’évaluer I'impact de la désulfurisation de la
cystéine centrale sur leurs structures secondaires et leurs propriétés biochimiques. Ces
interrogations font notamment suite aux travaux réalisés sur le domaine SUMO-1, pour lequel
'équipe a pu démontrer le role important de la cystéine centrale sur la stabilité thermique du

domaine SUMO-1 ainsi que sur ses propriétés biochimiques?®.

B. Analyses biophysiques et biochimiques des protéines SUMO-2, SUMO-3

Pour I'étude par dichroisme circulaire, nous avons rencontré des diffultés lors de la
détermination de la concentration des différentes protéines. En effet, les protéines SUMO-2 et
-3 ne possédent qu’un seul résidu tyrosine pouvant absorber a 280 nm, par conséquent les
techniques d’absorption en UV pour déterminer la concentration des protéines sont a priori
peu adaptées lorsque les mesures sont faites avec un spectrophotomeétre classique. De ce
fait, nous avons tenté d’estimer la concentration a I'aide du dosage BCA (acide bicinchonique).
Cependant, nous avons observé un facteur 2 entre la concentration théorique calculée a partir
de la masse pesée et celle obtenue par cette technique de dosage. Cette différence importante
peut étre due a la composition en acide aminé des protéines mesurées, puisque la présence
de thiols libres affins pour les ions Cu(ll) peut fausser la mesure mais également a la quantité
d’eau absorbée par la poudre lyophilisée lors de la pesée. Les mesures UV a 280 nm
effectuées avec un nanodrop ont été plus concluantes en étant proches des concentrations
estimées par la pesée, tout en ayant 'avantage d’utiliser peu de produit (3 pL suffisent). Ainsi,
la concentration des différents variant des domaines SUMO a été mesurée au nanodrop.

Nous avons analysé les différentes protéines SUMO par CD afin de déterminer lI'impact
de la modification Cys—>Ala sur la structure secondaire et la stabilité thermique des domaines
SUMO-2 et SUMO-3.

1. Analyses en dichroisme circulaire des domaines SUMO-2 et SUMO-3

Les analyses CD des protéines synthétiques comparées aux protéines recombinantes
montrent un chevauchement des spectres prouvant la bonne conformation des domaines
SUMO obtenu par synthése chimique (Figure 53). De méme, les spectres CD des domaines
SUMO-2 et -3 synthétiques sont identiques, avec un taux d’alpha hélicité d’environ 15 %
similaire a celui trouvé pour les protéines recombinantes®®®. Ces résultats sont en accord avec
le taux d’alpha hélicité décrit pour 20 domaines SUMO-2/3 de la Protein Data Base (pdb) (voir

annexe Table 1).
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Figure 53. Analyses CD des protéines SUMO-2 et -3 synthétiques et recombinantes (rl-
SUMO-2, r1-SUMO-3). (Tampon phosphate 10 mM pH 7.2). A) Analyse CD a 25 °C des
protéines SUMO-2 synthétiques et recombinantes. B) Dénaturation thermique des protéines
SUMO-2 synthétiques et recombinantes. C) Analyse CD a 25 °C des protéines SUMO-3
synthétiques et recombinantes. D) Dénaturation thermique des protéines SUMO-3
synthétiques et recombinantes. Les échantillons ont été soigneusement dégazés pendant 30
min avec de l'argon et immédiatement transférés sous argon dans la cuve a CD.

Nous avons ensuite comparé les protéines SUMO-2, SUMO-3 natives et les analogues
désulfurisés pour mesurer I'impact de la modification Cys—>Ala sur la structure secondaire des
domaines SUMO (Figure 54). Les données montrent que la modification Cys->Ala induit de
Iégers changements dans le spectre CD du domaine SUMO-2 avec une diminution du taux
d’alpha hélicité d’environ 1%, 15.2 + 0.12% (n = 10) pour SUMO-2 contre 14.1 + 0.23% (n =
12) pour SUMO-2 C48A (Figure 54A). Cette baisse d’alpha hélicité est faible mais significative.
A Tl'inverse pour le domaine SUMO-3, I'impact de la modification Cys—>Ala est plus prononcé
avec une diminution du taux d’alpha hélicité d’environ 2%,15.1 + 0.21% (n = 8) pour SUMO-3
vs 13.3 £ 0.29% (n = 10) pour SUMO-3 C47A (Figure 54B). Nous pouvons conclure que les
protéines SUMO-2 et -3 ont la méme structure secondaire mais répondent différemment a la
modification Cys—>Ala. Pourtant, les protéines SUMO-2 et 3 différent seulement de quelques

acides aminés dans leur partie N-terminale (Tail).
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Figure 54. Analyses CD des protéines synthétiques SUMO-2, SUMO-2 C48A, SUMO-3 et
SUMO-3 C47A. A) Analyses des protéines SUMO-2 (n = 10) et SUMO-2 C48A (n = 12) a 25
°C. B) Analyses des protéines SUMO-3 (n = 8) et SUMO-3 C47A (n = 10) a 25 °C. Conditions
: 10 mM tampon phosphate pH 7.2. Les échantillons sont dégazés au préalable pendant 30
min a l'argon puis transférés immédiatement dans la cuve CD sous argon. Concentrations
pour les analyses a 25 °C : SUMO-2 13.8-25.3 uM, SUMO-2 C48A 9.1-31.6 pM, SUMO-3
14.4-24.0 uM, SUMO-3 C47A 25.1-34.7 uM. Les données correspondent aux moyennes et
aux écart-types.

Dans un second temps, nous avons regardé I'impact de la modification Cys—>Ala sur
la stabilité thermique des protéines SUMO-2 et -3. En ce qui concerne les dénaturations
thermiques, nous avons regardé I'évolution de I'ellipticité molaire par résidu a 222 nm ([O]wrw
222 nm), longueur d’onde représentative des hélices a. Les données montrent que les courbes
de dénaturation des différents domaines SUMO-3 ne se chevauchent pas contrairement aux
domaines SUMO-2, ce qui veut dire que la modification Cys—>Ala a un impact plus significatif

sur la stabilité thermique du domaine SUMO-3 plutdt que sur celle de SUMO-2 (Figure 55).
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Figure 55. Analyses CD des protéines synthétiques SUMO-2, SUMO-2 C48A, SUMO-3 et
SUMO-3 C47A. A) Dénaturation thermique des protéines SUMO-2 (n = 5) et SUMO-2
C48A (n=7) ([©]wrw @ 222 nm). B) Dénaturation thermique des protéines SUMO-3 (n = 9) et
SUMO-3 C47A (n = 5) ([©]urw at 222 nm). Conditions : 10 mM tampon phosphate pH 7.2. Les
échantillons sont dégazés au préalable pendant 30 min a [largon puis transférés
immédiatement dans la cuve CD sous argon. Concentrations des protéines pour les
dénaturations thermiques : SUMO-2 12.9-28.6 uM, SUMO-2 C48A 12.0-32.5 pM, SUMO-3
12.5-40.4 uM, SUMO-3 C47A 13.5-34.7 uM

D’un point de vue structural, la Cys interne (Cys48 pour SUMO-2, Cys47 pour
SUMO- 3) est logée au sein d’'une hélice a appartenant au domaine core (domaine «Ubiquitin-
like»). La chaine latérale de cette Cys pointe vers l'intérieur du domaine structuré dont certains
résidus hydrophobes entourent sa chaine latérale (Figure 56). Récemment, I'importance de la
phénylalanine 60 (Phe60) dans le repliement de SUMO-2 a été discuté par Bhattacharya et
Ainavarapu?®®, La Phénylalanine en position 60, Ph60, interagit avec de nombreux résidus du
domaine core, et est localisée a moins de 5 A de la Cys 48 de SUMO-2. Elle agirait comme
un « Hub »%° en établissant de multiples interactions au sein de la structure tertiaire de
SUMO- 2. Logiquement, on peut s’attendre a ce qu’une modification du noyau hydrophobe de
SUMO- 2 et -3 par une étape de désulfuration du résidu Cys interne vienne altérer

I'environnement de Phe60 et par |a leur structure et leur stabilité.

102



A) B)

SUMO-1 SUMO-2

Figure 56. A) Structure RMN de SUMO-1, (code pdb : 1A5R) (Bayer et al. 1998)%". B) Structure
RMN SUMO-2, code pdb 2N1W. Pour A) et B) Certaines chaines latérales de résidus
hydrophobes entourant la Cys interne sont mises en évidence (Tyr47, Phe32, Phe60, Phe62).

Puisque la désulfurisation de la Cys interne entraine des perturbations dans la structure
secondaire et réduit la stabilité thermique des domaines SUMO-2 et -3, il est pertinent de
s’interroger sur l'influence potentielle de cette modification sur la capacité des domaines
SUMO-2 et -3 a étre pris en charge par la machinerie enzymatique de la SUMOQOylation pour

étre conjugués a une protéine cible.

2. Analyses biochimiques : La SUMOylation

Pour la SUMOylation in vitro, les protéines SUMO-2, SUMO-2 C48A, SUMO-3 et
SUMO-3 C47A ont été incubées avec les différents réactifs d'un kit commercial de
SUMOylation : ATP/Mg+, UbC9, E1, RanGAP (protéine cible), tampon. Les réactions ont été
analysées par SDS-PAGE a l'aide d’un anticorps polycolonal anti-SUMO 2/3. Les différents
analogues, c’est-a-dire les protéines recombinantes du kit commercial ainsi que les différents
variant des protéines de synthese, ont été efficacement transférés sur la protéine cible
RanGAP1, sans que I'on puisse mettre en évidence une différence significative entre les

protéines SUMO étudiées (Figure 57).
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Figure 57. A) Essai de conjugaison utilisant RanGAP comme protéine cible. Le test a été
effectué selon le protocole du fabricant en utilisant 100 ng des différentes protéines SUMO, y
compris les protéines SUMO-2 et 3 recombinantes du kit marqué par un His-tag (notées r2-
SUMO-2 et r2-SUMO-3). La présence des protéines SUMO a été testée par Western-blot en
utilisant un anticorps commercial anti-SUMO-2/3. B) Analyse du Western blot de r2-SUMO-2
et r2-SUMO-3, de SUMO-2 et 3 synthétiques wild-type et de SUMO-2 synthétisé désulfuré (3)
C48A (C47A) (100 ng de chaque protéine) en utilisant de I'anticorps anti-SUMO -2/3. C)
Coloration au Coomassie des différentes protéines (1 pg chacune).

De maniére inattendue, nous avons constaté que les protéines désulfurisées SUMO-2
C48A et SUMO-3 C47A étaient mal reconnues par l'anticorps polyclonal anti-SUMO-2/3 fourni
par le kit commercial (Figure 57A), tandis que les conjugués RanGAP correspondants
présentaient quant a eux une forte bande dans la méme analyse. Cette observation a
notamment été confirmée au moyen d’une autre analyse par western blot des différents
analogues de SUMO-2 et -3 synthétiques, toujours en utilisant le méme anticorps anti-
SUMO- 2/3 (Figure 57B). Cette différence de reconnaissance ne peut étre due a un différentiel
en termes de quantité de matériel protéique puisque le chargement du gel (quantité en masse
de protéine) a été contrdlé par la réalisation d’'une électrophorése en utilisant la coloration au
bleu de Coomassie, montrée a la Figure 57C.

Dans la mesure ou I'essai de conjugaison décrit ci-dessus pouvait étre biaisé par la
reconnaissance différentielle des analogues SUMO par I'anticorps anti-SUMO-2/3, nous avons

effectué des essais de bioconjugaison quantitatifs basés sur la technique du FRET en
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collaboration avec le laboratoire du Dr. Frauke Melchior en Allemagne. Le principe de cette
technique est notamment décrit a la Figure 58. En quelques mots, dés lors ou le substrat cible
RanGAPtail marqué par la protéine fluorescente cyan (CFP) est conjugué enzymatiquement
a la protéine SUMO-3 marquée par la protéine fluorescente jaune (YFP), un signal est émis.
Cette émission de signal est rendue possible car la protéine CFP absorbe la lumiére a 430 nm
et émet un signal de fluorescence a 485 nm, longueur d’onde d’excitation du chromophore
YFP. De ce fait, lorsque les protéines flurorescentes CFP et YFP sont a proximité (c’est-a-dire
lorsque RanGAPtail est SUMOyI€), le transfert d'énergie de CFP a YFP donne lieu a un signal
d'émission a 527 nm. En conséquence, le rapport d'intensité de I'émission a 527 nm et de
I'émission a 485 nm est représentatif de la quantité de RanGAPtail SUMOyIé. De cette facon
le test permet de suivre la réaction de conjugaison des domaines SUMO en temps réel et en

paralléle.
2
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Figure 58. Principe du test de conjugaison par FRET en utilisant RanGAP tail comme substrat
cible.

Avec cet essai, hous avons analysé une protéine SUMO-3 recombinante commerciale
et son analogue désulfuré chimiquement avec les protéines synthétiques SUMO-3 et SUMO- 3
C47A. Le but était d'utiliser les différents analogues comme concurrents du domaine SUMO- 3
marqué YFP (YFP-SUMO-3). Les résultats présentés a la Figure 59 montrent que les protéines

entrent en compétition avec le conjugué YFP-SUMO-3 de fagon similaire. Les données
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montrent clairement que la modification Cys—>Ala n'a pas d'effet significatif sur la capacité des
domaines SUMO-3 a se conjuguer a RanGAPtail, que ce soit avec la protéine recombinante
ou synthétique, et ce a différents ratio SUMO-3/YFP-SUMO-3 (Figure 59).

106
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B) Domaines SUMO-3 wild-type et désulfurisé synthétiques
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Figure 59. Conjugaison basée sur la technique du FRET en utilisant RanGAPtail comme
substrat cible. A) Compétition avec la protéine SUMO-3 recombinante et son analogue
désulfurisé chimiguement. B) Compétition avec les protéines synthétiques SUMO-3 et SUMO-
3 C47A. Conditions : 15 nM E1, 20 nM E2, 300 nM YFP-SUMO-3, 300 nM CFP-RanGAPtall
and compétiteurs (75 nM-600 nM) ont été incubés a 37°C pour 10 min dans un milieu de
conjugaison (110 mM KOAc, 20 mM HEPES pH 7.3, 2 mM Mg(OAc)2, 1 mM EGTA,
supplémenté avec 1 ug/mL de chaque, leupeptine, pepstatine et aprotinine, 1 mM DTT, 0.05%
Tween®-20 and 0.2 mg/mL ovalbumine). La réaction de SUMOylation in vitro a commencé
avec l'addition de 1 mM ATP. Tous les 20 s, le ratio E527/E485 a été déterminé aprés
excitation & 430 nm.
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Nous pouvons conclure que les résultats obtenus par la technique FRET sont en
accord avec ceux du test de SUMOylation in vitro. Dans le but de compléter ces études, nous
avons réalisé la synthése totale de divers conjugués SUMO-2 et -3 pour étudier I'impact de la
désulfurisation sur la réaction de déconjugaison au moyen de deux déSUMOylases
commerciales humaines, SENP1 et SENP2.

Il. Synthése totale de conjugués SUMO-2 et -3

A. La stratégie convergente « one pot »

La stratégie de synthése des conjugués SUMO-2 et -3 utilisé est décrite a la Figure 60.
La premiere étape débute avec la préparation des peptides SEA la, b qui par une étape de
transthioestérification a I'aide de MPA conduit a 'échange SEA-thiol en condition acide (pH 4)
permettant de produire le peptide 3a, b (voir annexe Figure S 9, Figure S 10). La deuxieme
étape correspond a lI'assemblage « one pot ». Cette étape repose essentiellement sur la
production de I'intermédiaire SUMO-SEA°"5a, b issu de la NCL entre les peptides 3a, b et 4.
Puisque la NCL est réalisée en absence de TCEP ceci a permis de maintenir le groupement
SEA sous sa forme disulfure cyclique inactive (SEA°) ou comme mentionné précédemment
dans ce manuscrit sous sa forme thioester latent (Figure 60). Ainsi, une fois l'intermédiaire
formé, on vient activer le groupement SEA du domaine 5a, b en additionnant de la TCEP au
milieu réactionnel afin de débuter la ligation SEA avec le peptide cible 6. Le peptide 6
correspond a la partie N-terminale de SUMO-2 qui inclut le site de SUMOylation VKTE (Figure
5).
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Figure 60. Synthése totale des conjugués SUMO-2 et -3.
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Les analyses UPLC-MS présentées a la Figure 61 nous ont permis de confirmer
l'identité et la qualité des produits obtenus.

Abs. 215 nm .
988.831071-10 150 35
918.33 1285.00
1427.67
803.75
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Figure 61. Analyses UPLC-MS des conjugués SUMO-2 7a et SUMO-3 7b.

B. Problématique de la désulfurisation

La synthése des conjugués fait intervenir une étape finale de désulfurisation du résidu
thiol impliqué dans la liaison isopeptidique afin d’obtenir un conjugué SUMO natif. Tout bien
considéré, le but de ces assemblages étant de comprendre le réle de la Cys interne sur la
réaction de déconjugaison il est donc nécessaire de réaliser deux types de désulfurisation
permettant de moduler I'exposition des résidus thiols présents au sein des conjugués. Une
désulfurisation sélective (sans Gn.HCI, Figure 62, partie gauche) conduira a des conjugués
présentant un domaine SUMO natif, alors qu’une désulfurisation globale donne accés a des

conjugués présentant la modification Cys—>Ala (6M Gn-HCI, Figure 62, partie droite).
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La désulfurisation en conditions natives conduit a une perte de 32 uma (uma, unité de
masse atomique), due a une désulfurisation de I'acide aminé amino-thiol impliqué dans le lien
isopeptidique. Cette sélectivité a été clairement établie par une analyse protéomique des
produits obtenus (voir annexe Figure S 28, Figure S 29, Figure S 30, Figure S 31). La

désulfurisation en conditions dénaturantes conduit comme attendu a une perte de 64 uma.

Conjugués SUMO-2 ou 3 7a,b
désulfurisation sélective | désulfurisation globale

conditions natives conditions dénaturantes
Ammonium phosphate buffer 0.1 M, Ammonium phosphate buffer 0.1 M, 20 mM
20 mM VA-044, 50 mM GSH, VA-044, 50 mM GSH,
20 mM methionine, pH 7.2, 25 °C 20 mM methionine, 6 M Gn-HCI, pH 7.2, 25 °C
ADEKPKEGVK''TENNDHINLK-NH, ADEKPKEGVK''TENNDHINLK-NH,
o7 o7y
O~ _NH O~_NH
-cg -A
Domaine SUMO-2 ou 3 wild-type Domaine SUMO-2 ou 3 désulfurisé
conjugué SUMO-2 8a (51 % isolé) conjugué SUMO-2 C48A 9a (67 % isolé)
conjugué SUMO-3 8b (37 % isolé) conjugué SUMO-3 C47A 9b (37 % isolé)

Figure 62. Désulfurisation sélective ou globale des conjugués SUMO-2/3 8a, b conjugués
SUMO-2/3 sélectivement désulfurisés, 9a, b conjugués SUMO-2/3 totalement désulfurisés.

Les conjugués SUMO-2/3 issus des différentes désulfurisations (sélective ou globale) ont été
analysés en spectrométire de masse (voir annexe Figure S 15, Figure S 16) et en SDS-PAGE.
Ils migrent a un poids moléculaire apparent d’environ 20 kDa alors que les monomeres SUMO-
2 et 3 migrent quant a eux a un poids moléculaire apparent d’environ 15 kDa (Figure 63. SDS-
PAGE des protéines synthétigues SUMO-2/3 et des différents conjugués SUMO-2/3.).
L’utilisation de ces conditions ont permis d’obtenir les conjugués SUMO-2 et -3 désulfurisés
sélectivement ou totalement avec de bon rendement et de bonnes puretés comme en
témoigne le SDS-PAGE. La qualité de ces conjugués a permis la réalisation de cinétiques de

déconjugaison avec 2 déSUMOylases commerciales humaines, SENP1 & SENP2.
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Figure 63. SDS-PAGE des protéines synthétigues SUMO-2/3 et des différents conjugués
SUMO-2/3.

C. Cinétique de déconjugaison avec SENP1 et SENP2

L’effet de la modification Cys—>Ala sur le clivage des conjugués SUMO-2 et -3
synthétiques par les enzymes SENP1 et SENP2 a été examiné. Le clivage enzymatique donne
le peptide 10 et les domaines SUMO-2 (-3) ou SUMO-2 C48A (-3 C47A) (Figure 64). La vitesse

de la réaction de déconjugaison a été facilement déterminée par LC-MS.

ADEKPKEGVK'' TENNDHINLK-NH,

x SENP1 ou SENP2

NH 50 mM tampon HEPES, ADEKPKEGVK(Ala)TENNDHINLK-NH,
SUMO-2/3 domain—\( 100 mM NaCl 10
o +

o

10 mM DTT,10% glycerol SUMO-2/3 domain

pH 8.0, 25 °C SUMO-2: 8 +9a
SUMO-3:8 +9b

conjugué SUMO-2 8,9a
conjugué SUMO-3 8,9b

Figure 64. Déconjugaison catalysée par les deSUMOylases SENP1 et SENP2 sur les
différents conjugués SUMO-2/3.

Les données issues de ces expérimentations montrent que les conjugués SUMO-2 et
SUMO-2 C48A sont clivés a la méme vitesse, quel que soit 'enzyme utilisée (Figure 65). Donc
le domaine SUMO-2 est reconnu par SENP1 et SENP2 que la cystéine interne soit présente

ou substituée par une alanine. A contrario, le conjugué SUMO-3 est clivé plus rapidement par
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les deux enzymes que le conjugué SUMO-3 C47A. Ces données confirment les résultats
obtenus lors des analyses en dichroisme circulaire.

100 A ° ° 8 o
[ 3 o
e o
go{ 8 5
g a
A % 60 1
) 3 ® Conjugate 8a
8 o Conjugate 9a
40 ® Conjugate 8b
o Conjugate 9b
=
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0 g T T T T
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Time (min)
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[ ]
60 - [ 4
[ ]
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| ]
[o] E 3
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[} [} * o]
2130 A [
B) % 30 . - °
<@ 3 o
0 20 a
4 ® Conjugate 8a
10 =00 o Conjugate 9a
® Conjugate 8b
OT O  Conjugate 9b
0 100 200 300 400 500

Time (min)

Figure 65. Cinétique de déconjugaison des conjugués SUMO-2 et SUMO-3 par SENP1 et
SENP2, A) Deconjugaison par SENP1, B) Déconjugaison par SENP2. Conditions : 50 mM
tampon HEPES pH 8.0, 100 mM NaCl, 10 mM DTT, 10% glycéroal, 25 °C, conjugué 0.5 mg/mL,
volume final 100 pL, SENP1 5.0 ng par réaction de coupure, SENP2 0.4 units par réaction de
coupure. La réaction de déconjugaison a été réalisée sous atmosphere inerte, stoppée avec
10 % acide acétique et analysée en UPLC-MS. L’expérience a été effectuée en triplicat. Les
données correspondent aux moyennes et écart-types.

En conclusion, ces expériences démontrent que les protéines SUMO-2 et -3 répondent
difféeremment a la modification Cys->Ala autant sur le plan conformationnel que fonctionnel.
Une explication possible de cette différence de comportement pourrait étre I'existence d’'une
interaction stabilisante entre la queue N-terminale et le domaine core de SUMO-2, qui serait
moins forte ou absente dans la protéine SUMO-3. Pour approfondir ce point, nous avons
souhaité mesurer l'effet de la désulfurisation sur la structure secondaire du domaine core
SUMO-2/3 (sans I'extension N-terminale).
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lll. Synthése par voie chimique du domaine SUMO-2/3 core

Les domaines SUMO-2 et -3 partagent 97 % d’homologie de séquence, elles ne
différent seulement que de quelques acides aminés localisés dans leur queue N-terminale
relativement flexible, on parle également de « Tail » (Figure 66).

--------- C-terminal
Site d’attachement sur le
résidu lysine de la protéine
cible

----- [Domaine core SUMO-2/3 ]

Lysine cible
de SUMO

Figure 66. Structure tertiaire du domaine SUMO-2 (structure RMN, code pdb : 2N1W).

Pour comprendre les différences observées a la Figure 54 entre les protéines SUMO-
2 et SUMO-3, nous avons synthétisé et désulfurisé le domaine core des protéines SUMO-2/3
afin de déterminer l'influence de la partie N-terminale sur la stabilité de celui-ci. Les variant du
domaine core SUMO-2/3 ont été préparé comme décrit a la Figure 67. Le domaine core
SUMO-2/3 est obtenu aprés la réaction de ligation entre le peptide SEA 1c et le peptide 2.
Concernant I'étape de désulfurisation, les conditions utilisées pour les protéines SUMO-2 et

SUMO-3 ont été utilisées pour la préparation du domaine core SUMO-2/3 C48A.
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A) B)
(o] o
Segment 1)%/\5 -
K,s’ Hs”

1c

Ligation SEA | TCEP 200 mM, MPAA 200 mM
6 M Gn-HCI pH 5.5 25°C

SH
o]
Segment
Segment 1)ku Geamen] core SUMO-2/3
(0]

L, Ammonium phosphate 0.1 M, 20 mM VA-044
core SUMO-2/3 (1c + 2, 60% isolé) Désulfurisation | 50 mM GSH, 20 mM methionine

6 M Gn-HCI, pH 7.2, 25°C

Segments 1c
1c, core SUMO-2/3 : DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY core SUMO-2/3 C48A (45% isolé)

Segment 2 DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY A%®
CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

Figure 67. A) Synthése chimique du domaine core SUMO-2/3. B) Préparation de I'analogue
désulfurisé du domaine core SUMO-2/3 C48A.

L’analyse des analogues core SUMO-2/3 par CD montre que le domaine core est
également sensible a la modification Cys—>Ala, avec une perte de contenu en hélice a due a
la désulfuration de la Cys interne similaire a celle observée pour le domaine SUMO-3 (Figure
68).

8000 7
o~ ® SUMO-2/3 core ® SUMO-2/3 core C48A
'— 6000 1
o .....

E 4000 *"
- ® oo
N' [}

2000 7 .
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© 2% 1 1 1 I soevoste0eestesel
o 0 ®
o % 0% e® A (nm)

- -2000 7] % ...o'
~ °
. o .
> -4000 o,x:::::..w’"w” a-helix content (25 °C)
= 60001 SUMO-2/3 core: 16.4%
® SUMO-2/3 core C48A: 13.3%
-8000 =

Figure 68. Analyse CD des domaines core SUMO-2/3 et SUMO-2/3 C48A. Conditions :
tampon phosphate 10 mM pH 7.2. Les échantillons ont été soigneusement dégazés pendant
30 min avec de l'argon et immédiatement transférées sous argon dans la cuve a CD.
Concentration en protéines : core SUMO-2/3 a 21.2 uM, core SUMO-2/3 C48A a 22.4 uM.

Cette derniére expérience suggére I'existence d’'une interaction stabilisante entre la
partie N-terminale qui était considérée jusqu’a la comme une région peu structurée et le
domaine core SUMO-2/3, principalement dans la protéine SUMO-2. La modification Cys>Ala
apparait comme un outil intéressant pour découvrir les interactions faibles se produisant entre

la queue et le domaine core des protéines SUMO. Cette conclusion est importante et constitue
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la premiére démonstration que les protéines SUMO-2 et SUMO-3 ne sont pas identiques en
terme de propriétés conformationnelles.

Pour résumer, nous avons préparé avec succes par synthése totale les protéines
SUMO-2 et SUMO-3 ainsi que leurs analogues désulfurisés. La production de ces analogues
a permis d’étudier 'impact de la modification Cys—>Ala sur la structure secondaire, la stabilité
thermique et la capacité des domaines SUMO-2 et -3 & étre conjugués sur un substrat cible,
RanGAP. Nous avons également regardé l'effet de la désulfurisation sur la vitesse de
déconjugaison des conjugués SUMO-2 et SUMO-3 avec les deSUMOylases SENP1 et
SENP2. Contrairement au domaine SUMO-2, la structure secondaire du domaine SUMO-3 a
été significativement affectée par la modification Cys—>Ala. De méme, la vitesse de
déconjugaison du domaine SUMO-3 par SENP1 et SENP2 est réduite lorsque la Cys interne
est convertie en Ala. Les analyses CD des analogues SUMO-2, -3 et du domaine core SUMO-
2/3 suggérentl’'existence d’'une interaction stabilisante entre le Tail et le domaine core dans la
protéine SUMO-2 qui se retrouve moins prononceé voir absente dans la protéine SUMO-3,
rendant cette derniere plus sensible & la modification Cys—>Ala. Ces résultats mettent en avant
une différence subtile entre les protéines SUMO-2 et -3 qui ne doivent plus étre considérées
comme identiques malgré leur forte homologie de séquence. Par conséquent, la modification
de la Cys interne dans le domaine SUMO-3 doit étre prise avec précaution. Ce travail permet

de clarifier la stratégie de synthese a adopter pour accéder aux diméres SUMO-2/3.

IV. Synthése totale des diméres SUMO-2/3

Alors que la synthése totale des conjugués Ub ou de chaines polyUb fait I'objet d’'une
attention particuliére durant les derniéres décennies, les publications décrivant la synthése de
conjugués SUMO se font plus rares. Cependant, déterminer le réle de la PolySUMOylation
(polySUMO-2/3) nécessite la production de tels objets de facon homogéne et native, pour en
étudier les propriétés physico-chimiques et les fonctionnalités biochimigues.

Puisque les protéines SUMO-2 et -3 ne peuvent plus étre considérées comme
redondantes, cela implique que les chaines polySUMO-2/3 peuvent étre modulées en fonction
de la proportion de chaque isoformes présentes dans ces derniéres. D’autre part, bien que la
présence d’'une interaction entre la queue N-terminale et le domaine core de SUMO-2 reste
encore hypothétique, son éventuelle existence ouvre la voie a un questionnement quant a la
modification de la Lysi1 (appartement au site de SUMOylation interne, Figure 5) sur la fonction
et la structure de la chaine polySUMO-2/3. Ces différences entre les deux monomeéres
impactent potentiellement la structure des chaines polySUMO-2/3 et leur agencement dans

BN

l'espace. Pour initier 'étude de tels objets et tenter de répondre a ces questions, il est
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nécessaire d’accéder a toutes les combinaisons de diméres SUMO-2/3. Cependant, la
synthese de tels objets de poids moléculaire proche de 21 kDa (188-187 acides aminés)

s’averent étre un réel défi avec de nombreuses difficultés a surmonter.

A. La stratégie de synthese générale

Tenant compte des éléments précédemment décrits, nous avons congu une stratégie
de synthése facile et robuste donnant acces a toutes les combinaisons des diméres SUMO-
2/3. La stratégie est décrite a la Figure 69, en prenant comme exemple 'assemblage du dimére
SUMO-2-SUMO-3. La premiére étape de cette synthése ambitieuse permet 'assemblage des
segments SUMO-XN (X= 2 ou 3) et SUMO-X® (X= 2 ou 3) pour former les protéines SUMO-2
ou SUMO-3 équipées en C-terminal d’un groupement réactif SEA, sous sa forme thioester
latent SEA°". Parallélement, la synthése du domaine SUMO-2 Lysi1(Cys) ou SUMO-3
Lysi11(Cys) est réalisée en « one pot ». Enfin, les deux domaines équipés de fonctionnalités
complémentaires peuvent étre reliés entre eux par le biais d’un pseudo lien isopeptidique

grace a une ligation SEA.
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Position 11 Cys interne (site de ligation)

SUMO-2 ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
SUMO-3 SEEKPKEGVKTEN...DHINLKVAGQD GSVV QFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETD TPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

segment SUMO N-terminal (SUMO-xN) Segment SUMO C-terminal (SUMO-x€)
x=2o0r3 x=2o0r3
NH,
0 % SH
(0]
SUMO-ZN)kSR + CyS*SUMO-ZC)kN/\\S
S/ UMO-3 SR
+
SEA" oys—umo-38—x
thioester latent
| lone—pot
1. NCLl NH;
1 ™
SUMO-2 Nﬁs
/

S

SUMO-2 SEA°ff SUMO-3 Lys"'(Cys)
l |

lZ. Ligation SEA (one-pot)

SUMO-ZANH
X =OH sH
HS } SUMO-3
o] :
H zNj\f ' désulfurisation
HN : sélective
NH :
HS ’ o 2
o SUMO-ZANH

Position 11 : SUMO-2-SUMO-3

Lys(Cys) : SUMO-3

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figure 69. Stratégie de synthese en solution du dimére SUMO-2/3.

La synthése des domaines domaine SUMO-2 Lys;11(Cys) et SUMO-3 Lysi11(Cys) est
décrite a la Figure 70. Les segments peptidiques 1la et 11b comportent deux fonctions
réactives, le motif Lys:1(Cys) et le groupement SEA®" pouvant entrainer la cyclisation ou
I'oligomérisation du segment pendant la ligation SEA avec les peptides 2 ou 13 (Figure 70).
Par conséquent, nous avons dd préalablement inactiver in situ le groupement SEA°" des
peptides 1la ou 11b en groupement SEA°" & laide du disulfure de [lacide 4-
mercaptophénylacétique (MPAA.ss-MPAA) avant I'étape de ligation proprement dite.
L’inactivation du groupement SEA nous a ensuite permis de réaliser la protection de la cystéine
branchée sur la lysine cible des segments 12a ou 12b a I'aide d’un dérivé thioester de I'acide
acétoacétique (AcA-MTG, acétoacétyl-méthylthioglycolate) suivant un processus de ligation
chimique native (NCL). Cette protection qui procéde via une réaction de NCL a permis de
former les segments 14a ou 14b (Figure 70). A noter que cette étape de protection est délicate
puisque la stoechiométrie se doit d’étre impérativement respectée pour le bon déroulement de

la ligation qui suit. En effet, un excés d’AcA peut potentiellement venir bloquer le cystéinyl

118



peptide ajouté par la suite en one-pot. Les segments 14a ou 14b ne sont pas isolés et sont
directement mis en ligation avec les segments 2 ou 13 en ajoutant un excés de MPAA et de
TCEP. Une fois la seconde étape de ligation terminée, nous avons réalisé la déprotection du
groupement AcA in situ en additionnant 2 équivalents d’hydroxylamine dans le milieu
réactionnel. L'utilisation d’un détergent, le N-octylglucoside, et de 6 M Gn.HCI comme additifs
dans le mélange réactionnel s'est avérée obligatoire pour assurer la solubilisation des
segments peptidiques de départ et des produits formés tout au long du procédé de synthése.
Enfin, les domaines SUMO-2/3 Lys11(Cys) 16a, b ont été isolés avec de bons rendements
globaux (58-60% apres purification par HPLC, voir annexe Figure S 18, Figure S 19) et de
bonnes puretés. La stratégie a également été appliquée avec succes a la synthése du domaine
SUMO-3 Lysi1(Cys) contenant un groupe hydrazide C-terminal, c'est-a-dire SUMO-3
Lys11(Cys) 17, permettant d’envisager dans le futur la synthése de chaines polySUMO-2/3 de

plus grande complexité.
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NH,

SH
0O
SUMO-x N/\\SH
K/SH
11a,x=2;11b,x=3
: A ©/\COZH E Arsg-S<ar 1.5 equiv
; - E N-octylglucoside 20 mM
! ' 6 M Gn-HCI, pH 7.2, 25 °C
. AA O O i ArSH 200 mM, 1 h
| CA = 1
s )J\/u\ E NH,
| | sH
: HS : Q
; o | Bumoad N
5 H,N ; K/ d
; HN T 12a,x=2;12b,x=3
i NH2 1 0o o
. HS - (0] i
1 I oM
: . | )J\/”\S/\n/ e
! S 1 equiv 0
E .-NH E N-octylglucoside 18 mM
' L c ! 5.5M Gn-HCI, pH 7.2, 25 °C
Gk ysu(Cys) : ArSH 182 mM, 23 h
AcA .
NH
SH o Cys—SUMO-x°—x
1.2 equiv
o\
LMo N s 2, x=20u3,X=0H
\_¢ 13, x = 3, X = NHNH,
14a, x=2;14b, x = 3
| |
1) Ligation SEA 2) - AcA
TCEP 92 mM, ArSH 192 mM H,NOH-HCI 2 equiv, 200 mM TCEP
N-octylglucoside 9.7 mM ArSH 189 mM, N-octylglucoside 9.5 mM
5.7 M Gn-HCI, pH 5.5, 90 h, 25 °C|{ Gn-HCI 5.6 M, pH 3.1, 30 min
16a: SUMO-2 Lys44(Cys) a paritr de 11a, 12a, 14a et 2, 60% isolé
NH ADEKPKEGVK(Cys)TENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY
2 SH CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-OH
16b: SUMO-3 Lys44(Cys) a partir de 11b, 12b, 14b et 2, 64% isolé
SUMO-x—X SEEKPKEGVK(Cys)TENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYC

x=20u 3, X =OH ou NHNH2 ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-OH

17: SUMO-3 Lys4;(Cys) hydrazide a partir de 11b, 12b, 14b et 13, 58% isolé
SEEKPKEGVK(Cys)TENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCE
RQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-NHNH,

Figure 70. Synthése « one pot » des domaines SUMO-2 et -3 équipés du motif Lys;1(Cys).

B. L’assemblage « one pot » des dimeres SUMO-2/3

La réalisation de la synthése des domaines SUMO 16a, b et 17 a ouvert la voie a
'assemblage des diméres SUMO-2/3 commme décrit a la Figure 71. Les différents diméres
SUMO-2/3 ont été produits avec succes et isolés par HPLC avec une excellente pureté (voir

annexe Figure S 20).
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(0]
Cys—SUMO-xC)J\N/\\S
/

o}
SUMO-XN)J\SR \\/3
4, x=2o0r3

3a,x=2;3b,x=3 1 equiv
| |

N-octylglucoside 20 mM
6 M Gn-HCI, pH 7.2, 25 °C | NCL
MPAA 200 mM

P
one-pot SUMO-x N/\\S 16a,b (x' = 2,3; X = OH)
/

IS 17 (x' = 3, X = NHNH,)
5a,x=2;5b,x=3 1.1 equiv
[ |

N-octylglucoside 20 mM

6 M Gn-HCI, pH 5.5, 25 °C Ligation SEA
MPAA 200 mM, TCEP 200 mM
0 Rendement
nb x X' X isolé (%)
SUMO-X)J\NH
SH 18 2 2 OH 36
19 3 3 OH 22
20 2 3 OH 29
SUMO-x" 21 3 2 OH 23
22 2 3 NHNH, 13

Figure 71. A) Synthése chimique des diméres SUMO-2/3. SDS-PAGE des dimeres SUMO-
2/3.

Tous les dimeres ont été testés par SDS-PAGE et migrent tous selon un poids
moléculaire apparent de 30 kDa (Figure 72). Ces molécules composées de 183 a 185 résidus
d'acides aminés sont une nouvelle démontration de la puissance des systemes de N,S-acyl

shift pour accéder a des protéines complexes
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Figure 72. Bleu de Coomassie des dimeres SUMO-2/3, 1 pg de chaque dimere SUMO-2/3.
Western-blot des dimeres SUMO-2/3 en utilisant I'anticorps polyclonal SUMO-2/3, 100 ng pour
chaque dimére SUMO-2/3, MW= marqueur de poids moléculaire.

La synthese réussie des différents diméres SUMO-2/3 a ouvert la voie aux expériences

de désulfurisation et par la suite aux analyses biophysiques et biochimigues.

C. 'étape de désulfurisation sélective des dimeres SUMO-2/3

Outre les étapes d’assemblage, la stratégie fait intervenir une étape de désulfurisation
du résidu B-aminothiol impligué dans la formation du lien isopeptidique entre les deux
domaines SUMO. Cette désulfurisation peut étre non sélective, et ainsi conduire également a
la désulfurisation des cystéines internes des domaines SUMO-2/3, ou au contraire étre
sélective. Le choix de I'une ou l'autre option reposait en grande partie sur le rble que pouvait
jouer cette cystéine centrale sur la stabilité et la conformation adoptée par les domaines
SUMO-2 et -3. Les résultats préliminaires ont montré I'importance de la cystéine interne pour
la structure et la fonction des domaines SUMO-2 et SUMO-3. Ainsi, nous avons envisagé une
désulfurisation sélective afin de préserver les Cys internes des domaines SUMO. De maniére
générale, la sélectivité de la désulfurisation repose sur une différence d'accessibilité entre le
résidu thiol a éliminer, qui est exposé aux solvants, et le thiol de la Cys interne des domaines
SUMO, qui est enfouie au coeur du noyau hydrophobe du domaine SUMO structuré.
Cependant, l'extension du procédé de désulfurisation sélective aux dimeres pour lesquels la

liaison isopeptidique est située entre deux domaines structurés devait étre établie. A noter que
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Liu et ses collaborateurs ont pu observer un masquage des liaisons isopeptidiques dans
certaines chaines de polyubiquitine®®*,

La désulfuration des quatre diméres induits par la TCEP et le VA-044 dans des
conditions natives a montré sur une sélectivité totale pour le résidu thiol de la cystéine présente
entre les deux domaines SUMO (Figure 73), comme le démontre une analyse protéomique
approfondie des produits désulfurisés (voir annexe Figure S 32 a Figure S 38). Dans une
expérience témoin, nous avons effectué la désulfurisation du dimére SUMO-2/3 20 en
conditions dénaturantes (6 M Gn.HCI). Dans ce cas, tous les résidus Cys ont été convertis en
Ala (voir annexe Figure S 39). Ainsi, dans des conditions natives, le thiol du motif Lys;1(Cys)
utilisé pour lier les domaines SUMO reste accessible au solvant, et ce quelque soit le dimére
considéré. La protection efficace des résidus Cys internes dans des conditions natives montre

gue les deux domaines SUMO sont correctement structurés.

(0]
nb x X
SUMO-X)J\NH -
SH 18 2 2
19 3 3
20 2 3
SUMO-x' 219 3 2
0.1 M phosphate d'ammonium
20 mM VA-044
50 mM GSH
20 mM methionine
pH 7.2, 25°C
(0]
nb x x
SUMO—x)J\NH -
23 2 2
24 3 3
25 2 3 (61% isolé)
SUMO-x' 26 3 2

Figure 73. Procédé de désulfurisation sélective des dimeres SUMO-2/3 18-21

Une fois le procédé de désulfurisation pour les diméres SUMO-2/3 validé, nous avons
réalisé la désulfurisation sélective du dimére SUMO-2/3 20 sur une échelle préparative pour
produire l'analogue désulfurisé 25 avec un rendement isolé de 61% (Figure 73). L'obtention a
I'échelle du milligramme de ces diméres 20 et 25 nous a permis d’effectuer différentes

analyses biochimiques ainsi qu’une étude par dichroisme circulaire.
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D. Caractérisations biophysiques et biochimiques du dimére SUMO-2/SUMO-3

1. Analyse structurale par dichroisme circulaire

Dans un premier temps, les diméres 20 et 25 ont été analysés par dichroisme circulaire
(CD) comme le montre la Figure 74 afin de confirmer la bonne conformation des dimeres.
L'analyse CD indique que la structure secondaire des dimeres 20 et 25, en particulier leur
contenu en hélice a (18%) sont trés similaires. De plus, le contenu en hélice alpha trouvé pour
les diméres est cohérent avec celui mesuré pour les monomeres SUMO-2 et SUMO-3 (15%).
De plus, les spectres CD des dimeres 20 et 25 sont similaires au spectre CD reconstitué a
partir des spectres CD expérimentaux obtenus pour les domaines SUMO-2 et SUMO-3

individuels
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T -4000 - "
2 ﬁ'&f
£ 6000 |
= 8000 | e SUMO-2-SUMO-3 20

- o  SUMO-2-SUMO-3 25
e Reconstituted from SUMO-2 & SUMO-3
-10000 . ; : .
180 200 220 240 260

wavelength (nm)

Figure 74. Analyses CD des diméres SUMO-2/3 20 et 25, comparaison avec la reconstitution
calculée a partir des spectres CD des monomeres.

La confirmation de la bonne conformation des diméres nous a permis de poursuivre
les analyses en effectuant un test de déconjugaison in vitro. Ceci nous a permis d’explorer
I'activité biochimique du dimére 25, celui dont la structure se rapproche le plus de la structure

native.

2. Test de déconjugaison par les enzymes SENP1 et SENP2

Nous avons regardé le clivage du dimére 25 a été examiné par les déSUMOylases 1
(SENP1)?? et 2 (SENP2)?% 2% qui sont des enzymes de déconjugaison humaines

spécifigues de SUMO-1, -2 et -3 2%, Les réactions enzymatiques ont été réalisées a 37 °C
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et suivies par SDS-PAGE. Les résultats démontrent que le dimére 25 a été clivé par les deux
enzymes SENP (Figure 75). Ce clivage a conduit a la production des protéines SUMO-2 et
SUMO-3 Lysi1(Ala) avec un poids moléculaire apparent de ~ 15 kDa qui ont été révélées par
coloration au bleu de Coomassie ou par Western blot.

Lo
(9\]
(%2]
N
O
=
)
7
9_) —
SENP1  SENP2 %5
_ .SDE TR
t(min) o 2300 0 30300 2 @ 9
MW 40 =
kDa
(kDa) 30 = — - - " Bleu de
A) 20 = Coomassie
15 — sttt
10 =
40 =
30 — D, - - - . Western Blot
B) 20 — Anti-SUMO-2/3
15 — — —
10 =

Figure 75. Clivage du dimere SUMO-2/3 25 par les enzymes de déconjugaison SENP1 et
SENP2 (temps en minutes). A) Coloration de Commassie, 2 ug du dimére 25. B) Analyse par
Western blot en utilisant un anticorps polyclonal anti-SUMO-2/3, 100 ng du dimere 25. MW:
marqueurs de poids moléculaire apparent en kDa.

Pris ensemble, les données des analyses CD du dimére SUMO-2/3 25 et son clivage
par les déSUMOylases SENP1 et SENP2 montrent que le dimére est correctement plié et
fonctionnel. Ainsi, cela hous permet de confirmer la pertinence de la stratégie synthése mise
en place pour accéder a des objets moléculaires complexes de part leur taille et leur structure
(ramifié).
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CONCLUSION & PERSPECTIVES
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Dans un premier temps, nous avons réalisé l'assemblage d'une collection de
monomeres SUMO-2 et -3 dans le but d’étudier I'impact de la désulfurisation de la Cys interne
sur la conformation et la fonctionnalit¢ des domaines SUMO-2 et -3. Les analyses par
dichroisme circulaire montrent que la désulfurisation altére la structure secondaire et la
stabilité thermique des protéines SUMO-2 et -3, SUMO-3 étant plus sensible a la modification
gue SUMO-2. De méme les tests biochimiques montrent un effet significatif de la modification
Cys—>Ala sur la vitesse sur la déconjugaison des conjugués SUMO-3 par les enzymes SENP1
et SENP2. Les analyses CD de SUMO-2, SUMO-3 et core SUMO-2/3 suggeérent l'existence
d'une interaction stabilisante entre la queue du domaine SUMO et le domaine principal dans
la protéine SUMO-2, interaction qui serait moins marquée ou absente chez la protéine SUMO-
3. Pris ensemble, nos résultats montrent que la modification de la cystéine interne de la
protéine SUMO-3 doit étre évitée impérativement. lls révélent également des différences
subtiles entre les protéines SUMO-2 et -3 qui ne peuvent plus étre considérées comme
identiques, bien que leurs séquences soient trés similaires (97% d’homologie). Nous montrons
ici pour la premiere fois que SUMO-2 et SUMO-3 sont des protéines bien distinctes et ne
doivent plus étre considérées comme redondantes.

Dans un second temps, les connaissances acquises sur le rble de la Cys interne sur
les propriétés des protéines SUMO-2 et -3 nous ont permis de concevoir une stratégie simple
et efficace pour accéder aux diméres SUMO-2/3. Au-dela de leur architecture particuliére ne
permettant pas aux systemes vivants de les produire, la taille de ces objets se situe a la limite
haute des protéines pouvant étre produites par synthese chimique. Ces synthéses ont
nécessité de nombreuses optimisations pour minimiser la formation d’aspartimide, le nombre
de purifications intermédiaires et atteindre une grande sélectivité dans la réaction de
désulfurisation. Pour valider les protéines ainsi produites, nous avons procédé a différentes
analyses. D’une part, les analyses par dichroisme circulaire nous ont permis de nous rendre
compte de la bonne conformation adoptée par le dimére SUMO-2/3. Nous avons également
déterminé la cinétique de coupure du dimére SUMO-2/3 25 par les déSUMOylases SENP1 et
2. La production de diméres SUMO-2/3 a I'échelle mg et fonctionnels est une étape importante
vers de nouvelles recherches visant a déterminer l'effet de la composition des diméres SUMO-
2/3 et de l'ordre de concaténation sur leurs propriétés biophysiques et biochimiques. Enfin, la
stratégie de synthése est compatible avec la production de diméres SUMO-2/3 dotés d'une
fonctionnalité hydrazide en position C-terminale. L’accés a des dimeres SUMO-2/3 hydrazide
ouvre la voie a la production de chaines polySUMO-2/3 plus élaborées en exploitant les
propriétés de thioester masqué du groupement hydrazide.

Mes travaux de thése ouvrent la voie a une meilleure compréhension du réle de la
SUMOylation et du dialogue avec d’autres modifications post-traductionnelles. Par exemple, il

a été démontré que la protéine SUMO-1 peut étre phosphorylé sur son résidu de sérine 2.
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Cette sérine est conservée dans la protéine SUMO-3 et est absente dans SUMO-2, la position
étant occupée par une alanine. Aucune donnée n’a été publiée a ce jour concernant la
phosphorylation du domaine SUMO-3 in vivo. Mais si cette phosphorylation a effectivement
lieu, il serait du plus grand intérét d’étudier I'effet de la phosphorylation de la sérine 2 sur les
propriétés de SUMO-3 et naturellement des diméres SUMO-2/SUMO-3, SUMO-3/SUMO-2,
SUMO-3/SUMO-3.

En conclusion, la SUMOylation est une PTM au cceur de nombreux processus
cellulaires pouvant contribuer a l'initiation, le développement et la progression de certaines
pathologies humaines. De ce fait, il est essentiel de comprendre tous les dessous de cette
PTM dans le but de prédire limpact des différentes dérégulations de la balance
SUMOylaton/polySUMOylation/déSUMOylation et ainsi identifier de nouvelles stratégies
thérapeutiques.
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|. General Methods

A. Reagents and solvents
N-[(dimethylamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5-b]pyridin-1-ylmethylene]-N  methylmethanaminium

hexafluorophosphate N-oxide (HATU) and Na-Fmoc protected amino acids were obtained
from Iris Biotech GmbH. Side-chain protecting groups used for the amino acids were Fmoc-
Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-
Asp(OtBu)[Dmb-Gly]-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
His(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Phe-
OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(OtBu)-OH, Fmoc-Thr(OtBu)-OH, Fmoc-Tyr(OtBu)-OH, Fmoc-
Val-OH, Fmoc-Cys(StBu)-OH or Fmoc-Cys(Trt)-OH.

Synthesis of bis(2-sulfanylethyl)aminotrityl polystyrene (SEA PS) resin was carried out as
described elsewhere. 2  4-mercaptophenylacetic acid (MPAA) and tris(2-
carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP) were purchased from Sigma-Aldrich. All other
reagents were purchased from Acros Organics or Merck and were of the purest grade
available. Peptide synthesis grade N,N-dimethylformamide (DMF), dichloromethane (CH2Cl.),
diethylether (Et20), acetonitrile (CHsCN), heptane, LC-MS-grade acetonitrile (CH3CN, 0.1%
TFA and CH3CN, 0.1% formic acid), LC—-MS-grade water (H.O, 0.1% TFA and H;0, 0.1%
formic acid), N,N-diisopropylethylamine (DIEA), acetic anhydride (Ac2O) were purchased from
Biosolve and Fisher-Chemical. Trifluoroacetic acid (TFA) was obtained from Biosolve. Water

was purified with a Milli-Q Ultra-Pure Water Purification System.

B. HPLC analysis & purification
The reactions were monitored by analytical UPLC—MS (Dionex UltiMate 3000 LC/ LCQ Fleet

lon Trap) on a reverse phase column. The column, eluent system and gradient used are
indicated in the figure legends. The column eluate was monitored with a Dionex DA detector
(215 nm, 254 nm) and Corona Veo charged aerosol detector. The peptide masses were
measured by on-line UPLC—-MS: lonization mode: ES+, m/z range 300—2000, capillary voltage
3.5 kV, cone voltage 10 V, tube lens 75 V, capillary voltage temperature 350 °C.

Ligations were analyzed by quenching aliquots (1.5-2 uL) of the reaction mixtures with 100 uL
of 10% aqueous acetic acid. The mixture was extracted with Et,O to remove MPAA before

analysis.

The peptides were purified by semi-preparative HPLC (Waters 600 controller, UV 2487
Detector, 215 nm, TL 105 HPLC column heater) on a reverse phase column (Waters XBridge
BEH300 C18, 20 x 100 mm; pore size 300 A; particle size : 5 um). The eluent system and

gradient used are indicated in the figure legends.
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C. MALDI-TOF analysis
MALDI-TOF mass spectra were recorded with a BrukerAutoflex Speed mass spectrometer.

The matrix used for the analysis is indicated in the figure legends.

Il. Peptide synthesis

A. Synthesis of peptides 1a-c, 2, 4, 11a-b and 13
Peptide 1a: ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY-SEA°f

Peptide 1b: SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY-SEA°T
Peptide 1c: DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY-SEA®f

Peptide 11a: ADEKPKEGVK(C)TENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY-SEA"
Peptide 11b: SEEKPKEGVK(C)TENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY-SEA"
Peptide 2: CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

Peptide 4: C(StBu)ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-SEA®
Peptide 13: CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-NHNH2

Coupling of the first amino acid residue to the SEA ChemMatrix resin and HMPA
ChemMatrix resin

The first amino acid was coupled manually to the SEA ChemMatrix® resin for SEA peptides
(Scheme S 1A) or to the HMPA ChemMatrix® resin for peptide acids (Scheme S 1B) using
HATU/DIEA activation in DMF.

Scheme S 1. Loading of the first amino acid on the resin. A) Loading on SEA ChemMatrix®
resin. B) Loading on HMPA ChemMatrix® resin

OtBu
A)

HN//\S/T“\ Fmoc-Tyr({Bu)-OH Q N//\S/Trt\
—_—
N S-
S HATU/DIEA S
SEA Chematrix resin DMF Fmoc-NH

Fmoc-Tyr(OtBu)-SEA ChemMatrix resin

OH Fmoc-NH\/[z)
6}
Fmoc-Gly-OH
—_—
HATU/DIEA
6} DMF
S//NH P
S]/NH
o

(o}

HMPA ChemMatrix resin
Fmoc-Gly-HMPA ChemMatrix resin

SEA ChemMatrix resin (0.220 mmol/g, 454 mg, 100 umol) was conditioned in CH.Cl, (3 x 2

min, 3 mL) and then in DMF (3 x 2 min, 3 mL) in a manual SPPS glass reactor.
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Fmoc-Tyr(OtBu)-OH (460 mg, 1.00 mmol) and HATU (376 mg, 0.950 mmol) was dissolved in
the minimal volume of DMF (2 mL). DIEA (348 pL, 2.00 mmol) was added to the above solution
to start the activation of the amino acid. This solution was agitated for 1 min and then added
to the resin which was shaken during 1 h 30 min at room temperature. The resin was
subsequently washed with DMF (5 x 2 min, 3 mL). The chloranil assay was negative. The resin
was then acetylated with a mixture of acetic anhydride/DIEA/DMF: 10/5/85 by vol (2 x 3 mL, 2
min and then 20 min) before being washed successively with DMF (3x 2 min, 3 mL), CH2Cl
(3% 2 min, 3 mL) and diethyl ether (3 x2 min, 3 mL). The resin was finally dried in vacuo for ~2
h.

HMPA ChemMatrix resin (500 mg, Lot 08k11-20-03-043) was conditioned in CHxCl, (3 x 2
min, 3 mL), in DMF (3 x 2 min, 3 mL) and then in CH2Cl, (3 x 2 min, 2 mL) in a manual SPPS
glass reactor.

Fmoc-Gly-OH (297 mg, 1.00 mmol) was dissolved in CH2Cl,/DMF (15/1 by vol, 7 mL) to which
was added N,N'-diisopropylcarbodiimide (DIC, 78.3 uL, 0.500 mmol) to start the activation.
After 15 min, 4-dimethylaminopyridine (DMAP, 12.2 mg, 0.100 mmol) was added to the above
solution, which was agitated for 1 min and then added to the resin. The resin was shaken for
1 h 30 min at room temperature, and subsequently washed with DMF (5 x 2 min, 3 mL). The
resin was then acetylated with a mixture of acetic anhydride/DIEA/DMF: 10/5/85 by vol (2 x 3
mL, 2 min and then 20 min) before being washed successively with DMF (3% 2 min, 3 mL),
CHCI; (3% 2 min, 3 mL) and diethyl ether (3 x2 min, 3 mL). The resin was finally dried in vacuo
for ~2 h.

Preparation of hydrazine PS resin

Commercial 2-chloro-4’-polystyryl triphenylmethyl chloride resin (0.600 mmol/g, 667 mg, 400
pmol) was swollen for 15 min in DMF (150 mL) and cooled at 0 °C. A mixture of trimethylamine
(6 eq, 240 mmole, 334.5 pL) and hydrazine hydrate (4 eq, 160 mmole, 102.4 uL) in DMF (4
mL) was added dropwise and the suspension was stirred for 60 min at room temperature.
Methanol (107 pL) was then added and stirring continued for 10 min in order to quench the
excess of reactive Cl. The resin was filtered, washed with DMF (2 x 5 mL), water (2 x 5 mL),
DMF (2 x 5 mL), methanol (2 x 5 mL) and ether and dried in vacuo for 2 h at room temperature

(protocol adapted from ref).

160



Coupling of the first amino acid residue to the hydrazide PS resin

Fmoc-Gly-OH (297 mg, 1.00 mmol) and HATU (376 mg, 0.950 mmol) were dissolved in the
minimal volume of DMF (2 mL). DIEA (348 pL, 2.00 mmol) was added to the above solution to
start the activation of the amino acid. This solution was agitated for 1 min and then added to
the hydrazine resin prepared above ( 1.00 mmole) which was shaken during 1 h 30 min at
room temperature. The resin was subsequently washed with DMF (5 x 2 min, 3 mL). The
picrylsulfonic acid assay was negative. The resin was then acetylated with a mixture of acetic
anhydride/DIEA/DMF: 10/5/85 by vol (2 x 3 mL, 2 min and then 20 min) before being washed
successively with DMF (3x 2 min, 3 mL), CH2Cl> (3% 2 min, 3 mL) and diethylether (3 x2 min,

3 mL). The resin was finally dried in vacuo for ~2 h.

Determination of resin loading

The loading of the resins was determined by UV quantification at 290 nm of the
dibenzofulvene-piperidine adduct formed by treating aliquots of the resin with piperidine (20%
by vol in DMF). We found 0.18 mmol/g for Fmoc-Tyr(OtBu)-SEA ChemMatrix resin, 0.58
mmol/g for Fmoc-Gly-HMPA ChemMatrix resin and 0.18 mmol/g for Fmoc-Gly-hydrazine PS

resin.

Automated solid phase peptide synthesis

The peptide elongation step was performed using an automated column peptide synthesizer
and standard Fmoc-SPPS protocols (0.1 mmol scale). The amino acids (10 equiv) were
activated using HATU (9.9 equiv)/DIEA (20 equiv) in DMF. The peptidyl resin was acetylated
with Ac2O/DIEA/DMF 10/5/85 by vol after each coupling step.

Coupling of the dipeptide unit Fmoc-Asp(OtBu)-(Dmb)Gly-OH
Fmoc-Asp(OtBu)-(Dmb)Gly-OH (186 mg, 0.300 mmol, 3 equiv) and HATU (108 mg, 0.284
mmol, 2.85 equiv) was dissolved in the minimal volume of DMF (2 mL). DIEA (104 L, 0.600
mmol, 6 equiv) was added to the above solution to start the activation of the amino acid. This
solution was agitated for 1 min and then added to the resin which was shaken for 1 h 30 min
at room temperature. The resin was subsequently washed with DMF (5 x 2 min, 3 mL).

The chloranil assay was negative. An aliquot of the peptidyl resin was also treated with
piperidine in DMF (20 % by vol) and cleaved for 1 h 30 min in a mixture of TFA/triisopropylsilane
(TIS)//thioanisole/H20/thiophenol: 87.5/5/2.5/2.5/2.5 by vol (1 mL) for SEA ChemMatrix®
resin, or TFA/TIS/H2O/ethanedithiol (EDT): 90/5/2.5/2.5 by vol (1 mL) for HMPA-ChemMatrix®
resin. 1 pL of the cleavage mixture was diluted with water (50 pL) and analyzed by MALDI-

TOF to confirm the coupling of the dipeptide unit.
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Deprotection and cleavage step

The peptidyl resins (0.1 mmol scale) were deprotected and cleaved in a mixture of
TFA/TIS/thioanisole/H,O/thiophenol: 87.5/5/2.5/2.5/2.5 by vol (10 mL) for 1 h 30 min (twice)
for peptides la-e and 4, and in a mixture of TFA/TIS/EDT/H-0 : 90/5/2.5/2.5/2.5 by vol (10 mL)
for 1 h 30 min (twice) for peptide 2 and 5. The crude peptides were precipitated in an ice-cold
mixture of Et,O/n-heptane : 1/1 by vol (200 mL) to give 380.2 mg (63% crude) of peptide 1a,
355.1 mg (54% crude) of peptide 1b, 366.8 mg (42% crude) of peptide 1c, 280.5 mg (53%
crude) of peptide 1d, 276.8 mg (51% crude) of peptide 1e, 246.6 mg (42% crude) of peptide
2,297.1 mg (51% crude) peptide 4 197.1 mg (37% crude) peptide 5.

Purification of SEA° peptide segments

The crude SEA®" peptide segments la-c, 4 were dissolved in phosphate buffer/6 M guanidine
hydrochloride (final peptide concentration ~0.25 mM). lodine solution (200 mM in DMSO) was
added dropwise until the appearance of a yellow color. After 30 s, dithiothreitol (DTT, 65 mM
in water) was added dropwise until the disappearance of the yellow color to quench the excess
of iodine. The mixture was then immediately filtered and purified by reversed-phase HPLC.
The crude peptide segments 1d-e, 2 and 5 were dissolved in phosphate buffer/6 M guanidine
hydrochloride (final peptide concentration ~0.25 mM).The mixture was then immediately
filtered and purified by reversed-phase HPLC.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25% B in 5 min, then 25-35% B
in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at 215 nm.

Yield for peptide l1a: 34.4 mg of crude product furnished (11.2 mg, 20.5% global yield) of
peptide la.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25% B in 5 min, then 25-35% B
in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at 215 nm.

Yield for peptide 1b: 30.8 mg of crude product furnished (11.2 mg, 19.6% global yield) of
peptide 1b.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25% B in 5 min, then 25-35% B
in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at 215 nm.

Yield for peptide 1c: 30.5 mg of crude product furnished (13.7 mg, 18.9% global yield) of
peptide 1c.
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Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25% B in 5 min, then 25-45% B
in 50 min, flow rate 6 mL/min, 65 °C, UV detection at 215 nm.

Yield for peptide 11a: 34.4 mg of crude product furnished (11.2 mg, 17.2% global yield) of
peptide 11a.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25% B in 5 min, then 25-45% B
in 50 min, flow rate 6 mL/min, 65 °C, UV detection at 215 nm.

Yield for peptide 11b: 30.8 mg of crude product furnished (11.2 mg, 18.5% global yield) of
peptide 11b.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-20% B in 5 min, then 20-40% B
in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50°C, UV detection at 215 nm.

Yield for peptide 2: 31.3 mg of crude product furnished (10.6 mg, 14.2% global yield) of peptide
2.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25% B in 5 min, then 25-45% B
in 50 min, flow rate 6 mL/min, 65°C, UV detection at 215 nm.

Yield for peptide 4: 29.2 mg of crude product furnished (9.6 mg, 16.8% global yield) of peptide
4.

Gradient used for the HPLC purification: eluent C water containing 0.1% of FA, eluent D
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of FA, gradient: 0-10% D in 10 min, then 10-30% D
in 50 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at 215 hm, ZORBAX 300SB-C3 (5 um, 9.4
X 250 mm).

Yield for peptide 13: 36.3 mg of crude product furnished (6.2 mg, 6.3% global yield) of peptide
13.
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1. Characterization of peptide 1a
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Figure S 1. Analysis of peptide 1a. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18
300 A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic
acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent
B to 70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M
(average mass) 5281.17, observed 5281.13 after deconvolution
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2. Characterization of peptide 1b

(0]
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Figure S 2. Analysis of peptide 1b. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18 300
A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid in
water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M (average
mass) 5197.09, observed 5197.17 after deconvolution.
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3. Characterization of peptide 1c
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Figure S 3. Analysis of peptide 1c. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18 300
A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid in
water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M (average
mass) 3741.53, observed 3742.29 after deconvolution.
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4. Characterization of peptide 11a
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Figure S 4. Analysis of peptide 11a. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18
300 A 1.7 um 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid
in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M (average
mass) 5386.33 , observed 5385.97 after deconvolution.
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5. Characterization of peptide 11b

o

NN
SEEKPKEGVK(C)TENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMAK-" N - N /\\

= K/ SH
IO

Abs. 215 nm 1326.00

1061.08

884.33
758.25
663.67
590.17|L
: L, I - ‘ N ‘ T T : : I :

500 700 900 1100 my/z 1300 1500 1700 1900

//J S ———

T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min)

Figure S 5. Analysis of peptide 11b. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18
300 A 1.7 um 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid
in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M (average
mass) 5302.25 , observed 5302.20 after deconvolution.
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6. Characterization of peptide 2

CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAGLEMEDEDTIDVFQQQTGG

1333.92

1777,92

m/z

Peptide 2
Abs. 215 nm
1067.33
889.50
762.67
L
400 600 800 1000 1200
4 6 8 10 12 14 16 18 20

Time (min)

1400

1600

1800

2000

Figure S 6. Analysis of peptide 2. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18 300
A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid in
water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M (average
mass) 5331.82, observed 5331.95 after deconvolution.
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7. Characterization of peptide 4

C(StBu)ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAGLEMEDEDTIDVFQQQTG\N
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Figure S 7. Analysis of peptide 4. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18 300
A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid in
water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace Calculated for M (average
mass) 5537.21, observed 5537.59 after deconvolution.
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8. Characterization of peptide 13

CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAGLEMEDEDTIDVFQQQTGG-NHNH,

Peptide 13
Abs. 215 nm 1070.00
891.83
1337.17
764.58 ’L
400 600 800 1000 mlz 1200 1400 1600 1800 2000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min)

Figure S 8. Analysis of peptide 13. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18 300
A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid in
water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M (average

mass) 5345.85 , observed 5344.85 after deconvolution.
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B. Synthesis of peptide thioesters by thiol-SEA exchange
1. Synthesis and characterization of peptide 3a

Scheme S 2. SEA-thiol exchange reaction for the preparation of peptide thioester
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H
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CO,H
HS/\/ 2
25°C
6M Gn-HCI, TCEP 200 mM, pH 4.0 HO
CO,H
ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKA\N S
H
Peptide thioester 3a (@]

The reaction was carried out under nitrogen atmosphere. TCEP (29.7 mg, 0.103 pmol) was
dissolved in 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer/6 M Gn-HCI (1 mL). Peptide 1a (18.04 mg,
2.752 umol) was dissolved in the above solution (0.680 mL). Then, 3-mercaptopropionic acid
(MPA, 25 L, 0.29 umol) was added and the pH of the reaction mixture was adjusted to 4.0 by
addition of 6 N NaOH. The reaction was agitated at 25 °C for 26 h and then acidified with acetic
acid (60 pL). The mixture was extracted with diethyl ether (3x 2 mL) to remove the excess of
MPA and immediately purified by RP-HPLC using a C18 Xbridge BEH300 prep column (300
A, 10 x 250 mm, 5 pm) to give 10.8 mg (60%) of peptide thioester 3a.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B

CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25% B in 5 min, then 25-35% B
in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at 215 nm.
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Figure S 9. Analysis of peptide 3a. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18
300 A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic
acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent
B to 70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M
(average mass) 5252.07, observed 5252.25 after deconvolution.
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2. Synthesis and characterization of peptide 3b

Scheme S 3. SEA-thiol exchange reaction for the preparation of peptide thioester 3b.
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The reaction was carried out under nitrogen atmosphere. TCEP (29.7 mg, 0.103 pmol) was
dissolved in 0.1 M pH 7.2 sodium phosphate buffer/6 M Gn-HCI. Peptide 1b (11.09 mg, 1.692
pmol) was dissolved in the above solution (0.420 mL). Then, 3-mercaptopropionic acid (MPA,
42 L, 0.48 umol) was added and the pH of the reaction mixture was adjusted to 4.0 by addition
of 6 M NaOH. The reaction was agitated at 25 °C for 26 h and then acidified with acetic acid
(42 pL). The mixture was extracted with diethyl ether (3x 2 mL) to remove the excess of MPA
and immediately purified by RP-HPLC using a C18 Xbridge BEH300 prep column (300 A , 10
x 250 mm, 5 um) to give 7.10 mg (65 %) of peptide thioester 3b.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B

CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25% B in 5 min, then 25-35% B
in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at 215 nm.
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Figure S 10. Analysis of peptide 3b. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18
300 A 1.7 um 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid
in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M (average
mass) 5167.99, observed 5168.18 after deconvolution.

lll. Proteins synthesis
A. Chemical synthesis of SUMO-2, SUMO-3 and SUMO-2/3 core proteins.

A typical procedure is illustrated with the preparation of SUMO-2 protein.

1. Synthesis and characterization of SUMO-2

To a solution of TCEP-HCI (31.64 mg, 110.0 umol, 200 mM final concentration) in pH 7.2
sodium phosphate buffer/6 M Gn-HCI (200 uL) was added MPAA (13.42 mg, 79.77 umol, 200
mM final concentration) dis-solved in the same buffer (500 uL). The pH of the mixture was then
adjusted to 5.5 with 6 N NaOH.

SEA peptide 1la (2.23 mg, 0.335 umol, 5 mM) and Cys peptide 2 (1.98 mg, 0.335 umol, 5 mM,
1 equiv) were dissolved in the above solution (67 pL) and the reaction mixture was stirred at
25 °C under nitrogen atmosphere. The reaction was agitated for 33 h.

The progress of the reaction was monitored by HPLC. For each point, a 2 pL aliquot was taken
from the reaction mixture and quenched by adding 100 pL of 10 % acetic acid. The sample

was then extracted with Et20 to remove MPAA prior to HPLC analysis.
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Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CH3CN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-20% B in 5 min, then 20-40% B
in 60 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at 215 nm.

2. Synthesis and characterization of SUMO-2/3 core

To a solution of TCEP-HCI (31.6 mg, 110 pmol, 200 mM final concentration) in pH 7.2 sodium
phosphate buffer/6 M Gn-HCI (200 pL) was added MPAA (13.4 mg, 79.8 umol, 200 mM final
concentration) dissolved in the same buffer (500 uL). The pH of the mixture was then adjusted
to 7.2 with 6 N NaOH.

The SEA peptide 1c (5.95 mg, 1.25 yumol, 4 mM) and Cys peptide 2 (7.23 mg, 1.25 pumol, 4
mM, 1.0 equiv) were dissolved in the above solution (313 pL) and the reaction mixture was
stirred at 25 °C under nitrogen atmosphere. The reaction was agitated for 35 h.

The progress of the reaction was monitored by HPLC. For each point, a 2 uL aliquot was taken
from the reaction mixture and quenched by adding 100 pyL of 10 % acetic acid. The sample
was then extracted with Et>O to remove MPAA prior to HPLC analysis.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-20% B in 5 min, then 20-40% B
in 60 min, flow rate 6 mL/min, 50°C, UV detection at 215 nm.

The purification yielded 3.57 mg (60% yield) of SUMO-2/3 core.
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SUMO-2/3 core: DHINLKVAGQDGSWQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFR
FDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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Figure S 11. Analysis of SUMO-2/3 core. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH
C18 300 A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic
acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent
B to 70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M
(average mass) 8936.85, observed 8937.03 after deconvolution.

m/z

B. Desulfurization of SUMO proteins
1. Synthesis and characterization of SUMO-2 C48A

SUMO-2 (2.25 mg, 0.214 umol, 0.100 mM final concentration) was dissolved in a solution of
TCEP (57.3 mg/mL, 200 mM final concentration), 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-yl)propane]di-
hydrochloride (VA-044, 6.5 mg/mL, 20 mM final concentration) and reduced glutathione (GSH,
15.4 mg/mL, 50.0 mM final concentration) in 0.1 M pH 7.2 ammonium phosphate buffer/6 M
Gn-HCI (4 mL). The desulfurization was carried out at 25 °C and monitored by MALDI-TOF
mass spectrometry. After 25 h, the reaction product was purified by HPLC.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-10% B in 5 min, then 10-100%
B in 15 min, flow rate 6 mL/min, 50°C, UV detection at 215 nm.

The purification yielded 1.17 mg (52% yield) of SUMO-2 C48A.
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SUMO-2 C48A: :
ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYAERQGLSMRQIRFR
FDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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Figure S 12. Analysis of SUMO-2 C48A protein. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide
BEH C18 300 A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1%
trifluoroacetic acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient
from 0% eluent B to 70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace.
Calculated for M (average mass) 10445.68, observed 10444.25 after deconvolution.

2. Synthesis and characterization of SUMO-3 C47A

SUMO-3 (3.00 mg, 0.300 umol, 0.100 mM final concentration) was dissolved in a solution of
TCEP (57.3 mg/mL, 200 mM final concentration), 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-
yl)propane]dihydrochloride (VA-044, 6.5 mg/mL, 20 mM final concentration) and reduced
glutathione (GSH, 15.4 mg/mL, 50.0 mM final concentration) in 0.1 M pH 7.2 ammonium
phosphate buffer/6 M Gn-HCI (4 mL). The desulfurization was carried out at 25 °C and
monitored by MALDI-TOF mass spectrometry. After 24 h, the reaction product was purified by
HPLC.

Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-10% B in 5 min, then 10-100%
B in 15 min, flow rate 6 mL/min, 50°C, UV detection at 215 nm

The purification yielded 1.47 mg (49% vyield) of SUMO-3 C47A.
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SUMO-3 C47A:

SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYAERQGLSMRQIRFR
FDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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Figure S 13. Analysis of SUMO-3 C47A protein. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide
BEH C18 300 A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1%
trifluoroacetic acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient
from 0% eluent B to 70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace.
Calculated for M (average mass) 10361.60, observed 10360.67 after deconvolution.

3. Synthesis and characterization of SUMO-2/3 core C48A

SUMO-2/3 core (3.00 mg, 0.336 umol, 0.100 mM final concentration) was dissolved in a
solution of TCEP (57.3 mg/mL, 200 mM final concentration), 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-
yl)propane]dihydrochloride (VA-044, 6.50 mg/mL, 20 mM final concentration) and reduced
glutathione (15.4 mg/mL, 50.0 mM final concentration) in 0.1 M pH 7.2 ammonium phosphate
buffer/6 M Gn-HCI (4 mL),. The desulfurization was carried out at 25 °C and monitored by
MALDI-TOF mass spectrometry. After 24 h, the reaction product was purified by HPLC.
Gradient used for the HPLC purification: eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B
CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-10% B in 5 min, then 10-100%
B in 15 min, flow rate 6 mL/min, 50°C, UV detection at 215 nm.

The purification yielded 1.35 mg (45% yield) of SUMO-2/3 C48A.
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SUMO-2/3 core C48A:
DHINLKVAGQDGSWQFKIKRHTPLSKLMKAYAERQGLSMRQIRFR
FDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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Figure S 14. Analysis of SUMO-2/3 core C48A. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide
BEH C18 300 A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1%
trifluoroacetic acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient
from 0% eluent B to 70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace.
Calculated for M (average mass) 8905.11, observed 8905.07 after deconvolution.

4. Desulfurization of SUMO-2/3 conjugates

4.1. Desulfurization of conjugate 7a in native conditions
Conjugate 7a (0.61 mg, 0.46 umol, 0.10 mM final concentration) was dissolved in a solution of

TCEP (57.3 mg/mL, 200 mM final concentration), 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-
yl)propane]dihydrochloride (VA-044, 6.5 mg/mL, 20 mM final concentration) and reduced
glutathione (GSH, 15.4 mg/mL, 50 mM final concentration) in 0.1 M pH 7.2 ammonium
phosphate buffer (3492 uL). The desulfurization was carried out at 25 °C and monitored by
MALDI-TOF mass spectrometry.

After 25 h, the reaction product was purified by HPLC to yield 311 ug (51 %) of conjugate 8a.
Semi-preparative HPLC conditions: XBridge BEH300 C18 (5 [Jm, 300 A, 10 x 250 mm)
column, eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B CHsCN/water : 4/1 by vol containing
0.1% of TFA, gradient: 0-10 % B in 5 min, 10-100 % B in 15 min flow rate 6 mL/min, UV
detection at 215 nm, 50 °C.
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SUMO-2 conjugate 8a:
ADEKPK(ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCER
QGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGGA)EGVKTENNDHINK-NH2

855.08
Abs. 215 nm 986.50

916.08 | 1068.50
801.75 1424.17

1165.50 1602.17

1281.92

754.67

712.83

A A A A A

1830.92

M
400 600 800 1000 miz 1200 1400 1600 1800 2000

i A o o R o L N RS BN T T
4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min)

Figure S 15 Analysis of conjugate 8a. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18
300 A 1.7 um 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid
in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace. Calculated for M (average
mass) 12809.32, observed 12809.75 after deconvolution.

4.2. Desulfurization of conjugate 7b in native conditions
Conjugate 7b (0.9 mg, 0.7 umol, 0.1 mM final concentration) was dissolved in a solution of

TCEP (574 mg/mL, 200 mM final concentration), 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-
yl)propane]dihydrochloride (VA-044, 6.5 mg/mL, 20 mM final concentration) and reduced
glutathione (GSH, 15.4 mg/mL, 50 mM final concentration) in 0.1 M pH 7.2 ammonium
phosphate buffer (935 pL). The desulfurization was carried out at 25 °C and monitored by
MALDI-TOF mass spectrometry.

After 25 h, the reaction product was purified by HPLC to yield 371 ug (37 %) of pure conjugate
8b.

Semi-preparative HPLC conditions: XBridge BEH300 C18 (5 um, 300 A, 10 x 250 mm) column,
eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B CHs;CN/water: 4/1 by vol containing 0.1% of
TFA, gradient: 0-10 % B in 5 min, 10-100 % B in 15 min flow rate 6 mL/min, UV detection at
215 nm, 50 °C.
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SUMO-3 conjugate 8b:
ADEKPK(SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCER
QGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGGA)EGVKTENNDHINK-NH2
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Figure S 16. Analysis of conjugate 8b. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18
300 A 1.7 um 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid
in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace Calculated for M (average
mass) 12725.18, observed 12723.80 after deconvolution.

C. Chemical synthesis of SUMO-2/3 Lys(Cys) proteins

A typical procedure is illustrated with the preparation of peptide 16a.

1. One-pot synthesis and characterization of SUMO-2 Lys11(Cys) 16a

1. Oxidation of SEA disulfide into SEA cyclic sulfide

A solution of N-octylglucoside (6.90 mg, 20 mM) in 6 M guanidinium chloride/0.1 M pH 7.0
sodium phosphate buffer (1.180 mL) was prepared (solution A). Solution A (501 pL) was then
used to dissolve 4-mercaptophenylacetic acid (MPAA, 16.85 mg, 200 mM) to give solution B.
Then 4-mercaptophenylacetic acid disulfide (MPAA ox, 0.183 mg, 5 mM) was dissolved in
solution B (109 pL) and the pH was adjusted to 7.2 by addition of aqueous NaOH 6 N to give
solution C. Peptide 11a (2.45 mg, 0.364 umol, 5 mM) was solubilized in solution C (72 yL) and

the mixture was stirred for 60 min to give peptide 12a.
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Figure S 17. MALDI-TOF analysis peptide 12a. Matrix 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB),
positive detection mode, [M+H]+ calcd. (monoisotopic) 5381.9, found 5380.7.

2. Protection of Lys11(Cys) with AcA

Protection of Lysi11(Cys) residue was performed by adding acetoacetyl-methylthioglycolate
(ACA-MTG, 1.00 eq, 0.364 umol, 7 uL of a 10 mg/mL solution in 6 M guanidinium chloride/0.1
M pH 7.0 sodium phosphate buffer) to the above peptide solution. The reaction was shaken
for 23 h to give solution D.

3. Ligation
TCEP (29.02 mg, 101.2 umol) and MPAA (16.43 mg, 97.68 pmol) were dissolved in 6 M

guanidinium chloride/0.1 M pH 7.0 sodium phosphate buffer (506 uL). Peptide 4 (2.14 mg,
0.364 umol, 20 mM) was dissolved in the TCEP/MPAA solution (68 pL) and the pH of was
adjusted to 5.5. Then, this solution was added to solution D. The pH of the resulting mixture
was adjusted again to 5.5 by addition of aqueous NaOH 6 N (3 pL).The final peptide
concentration was 2.1 mM. The reaction was shaken for 90 h to give solution E.

4. AcA removal
To remove AcA protecting group, a 10 mg/mL hydroxylamine hydrochloride (NH>.OH.HCI)

solution in 6 M guanidinium chloride/0.1 M pH 7.0 sodium phosphate buffer was prepared. The
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solution is acidic due to the presence of NH,OH.HCI. This solution (0.73 pumol, 2.0 eq, 5.0 pL)

was added to solution E. The deprotection reaction was achieved in 30 min.
5. Purification

The crude mixture was purified by semi-preparative HPLC using XBridge BEH300 C18 column
(5 mm, 300 A, 10 x 250 mm), eluent A water containing 0.1% of TFA, eluent B CHsCN/water :
4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: 0-25 % B in 5 min, 25-45 % B in 50 min, flow rate

6 mL/min, UV detection at 215 nm, 65 °C to give 6d (1.58 mg, 60% overall isolated).
2. Characterization of SUMO-2/3 Lys11(Cys) 16a-b

Peptide 16a:

ADEKPKEGVK(C)TENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIR

FRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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Figure S 18. Analysis of SUMO-2 Lys11(Cys) 16a. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide
BEH C18 300 A 1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1%
trifluoroacetic acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient
from 0% eluent B to 70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace.

Calculated for M (average mass) 10580.88, observed 10579.75 after deconvolution.
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Peptide 16b:
ADEKPKEGVK(C)TENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIR
FRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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Figure S 19. Analysis of SUMO-3 Lys11(Cys) 16b. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide
BEH C18 300 A 1.7 pum 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1%
trifluoroacetic acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient
from 0% eluent B to 70% eluent B in 20 min. HPLC trace (UV detection) and MS trace.
Calculated for M (average mass) 10496.80, observed 10496.49 after deconvolution.

D. Chemical synthesis of SUMO-2/3 dimers
A typical procedure is illustrated with the synthesis of SUMO-2/3 dimer 20.

1. Synthesis of SUMO dimer 11

Step 1. Synthesis of SUMO-2 SEA°" 5a

A solution of N-octylglucoside (6.90 mg, 20 mM) in 6 M guanidinium chloride/0.1 M pH 7.0
sodium phosphate buffer (1.180 mL) was prepared (solution A). Solution A (501 pL) was used
to dissolve 4-mercaptophenylacetic acid (MPAA, 16.85 mg, 200 mM) and the pH of the mixture
was then adjusted to 7.2 with 6 N NaOH to give solution B.

Thioester peptide 3a (2.04 mg, 0.308 umol, 5 mM) and peptide 4 (1.85 mg, 0.308 umol, 5 mM,
1 equiv) were dissolved in solution B (62 pL) and the reaction mixture was stirred at 25 °C for
25 h under nitrogen atmosphere to give the solution C.

The progress of the reaction was monitored by HPLC. For each analysis, a 1.5 uL aliquot was
taken from the reaction mixture and quenched by adding 100 uL of 10 % acetic acid. The

sample was then extracted with Et,O to remove MPAA prior to HPLC analysis.
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Step 2. Assembly of the dimer

A fresh solution of N-octylglucoside (6.90 mg, 20 mM) in 6 M guanidinium chloride/0.1 M pH
7.0 sodium phosphate buffer (1.180 mL) was prepared again (solution D). Solution D (421 pL)
was used to dissolve TCEP (24.14 mg, 84.20 umol, 200 mM) to give the solution E. Then
MPAA (14.16 mg, 84.20 umol, 200 mM) was dissolved in solution E (421 pL) and the pH of
the solution was adjusted to 5.5 with 6 N NaOH to give solution F. Peptide 16a (3.8 mg, 0.307
pmol, 5 mM) was dissolved in solution F (60 pL) to give solution G.

Solutions C and G were mixed and the pH was adjusted to 5.5 by addition of 6 N NaOH. The
final peptide concentration was 2.5 mM. The reaction was agitated for 96 h and then acidified
with glacial acetic acid (10 uL) to quench the reaction. The solution was extracted with diethyl
ether (3 x 2 mL) to remove the excess of MPAA. The mixture was immediately purified by
HPLC to yield 1.85 mg (36% overall isolated) of SUMO dimer 18, 0.836 mg (22% overall
isolated) of SUMO dimer 19, 1.102 mg (29% overall isolated) of SUMO dimer 20 and 0.874 mg
(23% overall isolated) of SUMO dimer 21.
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Figure S 20. LC-MS analysis of isolated SUMO-2/3 dimers 18-21.
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2. Desulfurization of SUMO-2/3 dimers

The desulfurization protocols in native or denaturing conditions were optimized and validated
using SUMO-2/3 dimer 20.

2.1. Desulfurization of SUMO-2/3 dimer 20 in denaturing conditions
SUMO-2/3 dimer 20 (0.130 mg, 6.20 pumol, 0.048 mM final concentration) was dissolved in a

solution of TCEP (57.3 mg/mL, 200 mM final concentration), 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-
yl)propane]dihydrochloride (VA-044, 6.50 mg/mL, 20 mM final concentration), methionine
(Met, 2.98 mg/mL, 20 mM final concentration) and reduced glutathione (GSH, 15.40 mg/mL,
50 mM final concentration) in 6 M guanidinium chloride/ 0.1 M pH 7.2 ammonium phosphate
buffer (3492 pL). The desulfurization was carried out at 25 °C and monitored by UPLC-MS.
The reaction product was SUMO-2/3 dimer 27.
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Figure S 21. Analysis of the desulfurization reaction in denaturing condition and leading to the
production of SUMO-2/3 dimer 20. UPLC-MS analysis using ATLANTIS waters T3column (3
pm 2.1 mm x 50 mm). 50 °C, flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid in water,
eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% aqueous acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to
70% eluent B in 4 min. MS trace.

188



2.2. Desulfurization of SUMO-2/3 dimer 20 in native conditions
SUMO-2/3 dimer 13 (0.136 mg, 6.49 pmol, 0.048 mM final concentration) was dissolved in a

solution of TCEP (57.3 mg/mL, 200 mM final concentration), 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-
yl)propane]dihydrochloride (VA-044, 6.50 mg/mL, 20 mM final concentration), methionine
(Met, 2.98 mg/mL, 20 mM final concentration) and reduced glutathione (GSH, 15.40 mg/mL,
50 mM final concentration) in 0.1 M pH 7.2 ammonium phosphate buffer (3492 pL). The
desulfurization was carried out at 25 °C and monitored by UPLC-MS. The reaction yielded
selectively SUMO-2/3 dimer 25.
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Mass
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Figure S 22. Analysis of the desulfurization reaction in native conditions. UPLC-MS analysis
using ATLANTIS waters T3column (3 um, 2.1 mm x 50 mm), 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent
A 0.1% trifluoroacetic acid in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% aqueous
acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to 70% eluent B in 4 min. MS trace.

This protocol was applied to the selective desulfurization of SUMO-2/3 dimers 18-21.
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IV. Proteomics analysis

Tryptic digestion
The proteins were dissolved in 25 mM ammonium bicarbonate pH 7.8 (1 mg/mL). The protein
solution (5 pL, 5 pg) was mixed with DTT (5 mg/mL, 1 yL, 5 pg) and iodoacetamide (10 mg/mL,
5 L, 50 pg). After 30 min, trypsin (1 pL, 500 ng) solution in 25 mM ammonium bicarbonate
(0.5 mg/mL) was added the protein which was digested at 37 °C overnight.

Endopeptidase GIluC digestion
The proteins were dissolved in 25 mM ammonium phosphate pH 7.5 (1 mg/mL). The protein

solution (5 pL, 5 pg) was mixed with DTT (5 mg/mL, 1 uL, 5 ug) and iodoacetamide (10 mg/mL,
5 uL, 50 pg). After 30 min, endopeptidase GIluC (1 uL, 500 ng) solution in 25 mM ammonium
phosphate (0.5 mg/mL) was added on the above solution and was kept at room temperature
overnight.

The digested protein solutions were directly spotted on a MALDI plate and mixed with the

matrix (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid or 2, 5-dihydroxybenzoic acid) before analysis.
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A. Proteomic analysis of r1-SUMO-2 & 3 Boston Biochem (ref. UL-752 & UL-762)

r--SUMO-2:

ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMAKYCERQGLSMRQIRFR

FDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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100 i
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Figure S 23. Analysis of r1-SUMO-2 protein. UPLC-MS analysis ATLANTIS waters column T3
3 um 2.1 mm x 50 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid in water,
eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to 70%
eluent B in 4 min. MS trace. Calculated for M (average mass) 10477.19 observed 10478.17

after deconvolution.
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Figure S 24. MALDI-TOF spectra of the fragments generated after reduction, alkylation and

trypsin cleavage of r1-SUMO-2 (ref. UL-752).
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r--SUMO-3:

SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMAKYCERQGLSMRQIRFRF
DGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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Figure S 25. Analysis of r1-SUMO-3 protein. UPLC-MS analysis ATLANTIS waters column T3
3 um 2.1 mm x 50 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid in water,
eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to 70%
eluent B in 4 min. MS trace. Calculated for M (average mass) 10393.66, observed 10393.26

after deconvolution.
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Figure S 26. MALDI-TOF spectra of the fragments generated after reduction, alkylation and
trypsin cleavage of r1-SUMO-3 (ref. UL-762).
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Figure S 27. Analysis of trypsin digests. UPLC-MS analysis ACQUITY UPLC peptide BEH C18

300 A 1.7 pm 4.6 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid

in water, eluent B 0.1% tri-fluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent B to

70% eluent B in 20 min. HPLC trace (light scattering detection) and MS data, r1-SUMO-2 in

red, r1-SUMO-3 in black.
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B. Proteomic analysis of SUMO-2/3 conjugates 7-9a/b

1. Characterization of SUMO-3 conjugates 7-9a by proteomics analysis
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Figure S 28. MALDI-TOF spectra of the fragments generated after reduction, alkylation and
trypsin cleavage of SUMO-2 conjugates 7-9a.

195



1810.0 GSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCE(1 *Carbamidomethyl (C)

27205
24483 \

Conjugate7a
MM “ e N . L. A

RQGLSMRQIRFRFDGQPINE

RQGLSMRQIRFRFD \ \

Conjugate 8a

GSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYAE

Conjugate9a m/
I A

T T T T T T T T T T T T T
1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

m/z

Figure S 29. MALDI-TOF spectra of the fragments generated after reduction, alkylation and
Endo GIuC cleavage of SUMO-2 conjugates 7-9a.
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2. Characterization of SUMO-3 conjugates 7-9b by proteomics analysis
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Figure S 30. MALDI-TOF spectra of the fragments generated after reduction, alkylation and
trypsin cleavage of SUMO-3 conjugates 7-9b.
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Figure S 31. MALDI-TOF spectra of the fragments generated after reduction, alkylation and

Endo GIuC cleavage of SUMO-3 conjugates 7-9b.
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C. Characterization of SUMO-2/3 dimers by proteomics analysis
1. Proteomic analysis of SUMO-2/3 dimer 23
59-93/7-20: Ala93-Lys10
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Figure S 32. MALDI-TOF spectrum of the fragments generated after reduction, alkylation and
trypsin cleavage of SUMO-2/3 dimer 23.
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Internal cysteine state
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Figure S 33. MALDI-TOF spectrum of the fragments generated after reduction, alkylation and
endopeptidase GIuC cleavage of SUMO-2/3 dimer 23.
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2. Proteomic analysis of SUMO-2/3 dimer

60-92/7-19: Ala92-Lys10

24
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Figure S 34. MALDI-TOF spectrum of the fragments generated after reduction, alkylation and

trypsin cleavage of SUMO-2/3 dimer 24.
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Figure S 35. MALDI-TOF spectrum of the fragments generated after reduction, alkylation and
endopeptidase GIuC cleavage of SUMO-2/3 dimer 24.
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3. Proteomic analysis of SUMO-2/3 dimer 25
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Figure S 36. MALDI-TOF spectrum of the fragments generated after reduction, alkylation and

endopeptidase GIuC cleavage of SUMO-2/3 dimer 25.
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4. Proteomic analysis of SUMO-2/3 dimer 26

58-92/7-20: Ala92-Lys10
FRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGGA
linked to:(EGVKTENNDHINLK)

5535.2
60-92/7-20: Ala92-Lys10
FDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGGA
linked to:(EGVKTENNDHINLK)
5231.7
4400 4600 4800 5000y, 5200 5400 5600 5800

Figure S 37. MALDI-TOF spectrum of the fragments generated after reduction, alkylation and
trypsin cleavage of SUMO-2/3 dimer 26.
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Figure S 38. MALDI-TOF spectrum of the fragments generated after reduction, alkylation and
endopeptidase GIuC cleavage of SUMO-2/3 dimer 21.
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5. Proteomic analysis of SUMO-2/3 dimer 27
SUMO-2/3 is the product of the desulfurization of SUMO-2/3 dimer 20 in denaturing conditions.

Internal cysteine state
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Figure S 39. MALDI-TOF spectrum of the fragments generated after reduction, alkylation and
endopeptidase GIuC cleavage of SUMO-2/3 dimer 27.
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V. Biophysical characterization

Table 1. Table of 20 different pdb entries describing the structure of SUMO-2 or -3 proteins
with determination of % a helix.

Pdb name SUMO Sequence | Modifications Technique % a helix
2RPQ SUMO-2/3 15-93 NMR 12%
2D07 SUMO-2/3 15-89 X-Ray 16%
2MP2 SUMO-3 12-92 NMR 15%
2N1W pro-SUMO-2 1-93 NMR 10%
5GHB SUMO-2 1-93 Lys42 acetylated NMR 14%
5GHC SUMO-2 1-93 Lys33 acetylated NMR 14%
2101 SUMO-2/3 15-88 X-Ray 14%
2103 SUMO-2/3 20-93 X-Ray 14%
21YD SUMO-2/3 14-92 X-Ray 14%
2CKH SUMO-2/3 14 -92 X-Ray 16%
1Wz0 SUMO-2 8-100 NMR 11%
1WM2 SUMO-2 12-89 X-Ray 17%
1WM3 SUMO-2/3 17-88 X-Ray 15%
2NO9E SUMO-2 1-95 NMR 15%
2AWT SUMO-2 12-89 X-Ray 11%
3205 SUMO-2/3 16-95 X-Ray 16%
4BKG SUMO-2 17-89 X-Ray 8%
2MP2 SUMO-3 1-90 NMR 15%
2100 SUMO-2/3 16-89 X-Ray 10%
5D2M SUMO-2/3 18-93 X-Ray 13%

average % a helix 14%
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ABSTRACT

While the semi or total synthesis of ubiquitin or polyubiquitin conjugates have attracted a lot of
attention the last decade, the preparation of small-ubiquitin like modifier (SUMO) conjugates
is much less developed. We describe hereinafter some important molecular features to
consider when preparing SUMO-2/3 conjugates by chemical synthesis using the native
chemical ligation and extended methods. In particular, we clarify the role of the conserved
cysteine residue on SUMO-2/3 domain stability and properties. Our data reveal that SUMO-2
and 3 proteins behave differently to the Cys—Ala modification with SUMO-2 being less
impacted than SUMO-3 likely due to a stabilizing interaction occurring in SUMO-2 between its
tail and the SUMO core domain. While the Cys—Ala modification has no effect on the enzyme-
catalyzed conjugation, it shows a deleterious effect on the enzyme-catalyzed deconjugation
process, especially with the SUMO-3 conjugate. Whereas it is often stated that SUMO-2 and
SUMO-3 are structurally and functionally indistinguishable, here we show that these proteins
have specific structural and biochemical properties. This information is important to consider
when designing and preparing SUMO-2/3 conjugates, and should help making progress in the
understanding of the specific role of SUMO-2 and/or SUMO-3 modifications on protein

structure and function.

KEY-WORDS
Protein chemical synthesis, SUMO conjugates, SUMO-2, SUMO-3, desulfurization, circular

dichroism

INTRODUCTION

Protein synthesis’? is a powerful mean for accessing proteins harboring a large variety of small
post-translational modifications such as methylation,* acetylation,>® phosphorylation®’ or
sulfation.?® Its increasing capacity to address the production of proteins decorated by post-
translational modifications of much higher complexity stimulates the creativity of protein
chemists worldwide.%?4 In particular, chemical synthesis has been used to produce ubiquitin
(Ub),*22527  polyubiquitin, 121422242830 gmal| ubiquitin-like modifiers (SUMO)*®2°31  and
conjugates thereof1011:21.232932:35 (for reviews see *¢°7) and as such has permitted to investigate
in a new way how these modifications modulate protein structure and function.

Among the five human SUMO isoforms identified so far, SUMO-1-3 are the most studied since
they are constitutively expressed in all eukaryotic cells (Fig. 1A).%83° SUMO-2 and 3 are highly
homologous (~95%) but are only 45% identical to SUMO-1. SUMO proteins are linked to the
side-chain of exposed lysine residues (Lys) through an isopeptidic bond involving the C-
terminus of the modifier. While ubiquitination is principally a signal for protein degradation by

the proteasome, SUMO modification can change the localization, the stability, or the activity of
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the target proteins by modulating protein-protein interactions and by competing or intersecting
with other lysine modifications such as ubiquitin.*®4* Many proteins are the target of SUMO
modification.*?> The SUMOylation and deSUMOylation machinery, by being implicated in the
regulation of many cellular mechanisms, is now considered as a promising target for the
development of drugs against diseases such as cancer.*4°

Contrary to SUMO-1, SUMO-2 and 3 isoforms contain an internal SUMOylation site within their
N-terminal tail situated at lysine 11. This feature makes possible the production of polySUMO-
2/3 chains in vivo. Therefore, understanding how SUMOylation and, in particular, how
polySUMO-2/3 modification modulates protein structure and function can strongly benefit from
the production of homogeneous and branched SUMO-2/3 conjugates, as this is currently
pursued with synthetic ubiquitin scaffolds. Such scaffolds can nicely complement studies
performed with linear and recombinant polySUMO constructs.*647

While methods enabling the chemical synthesis of polyubiquitin chains have been extensively
developed during the last decade, the reports describing the synthesis of SUMO conjugates
are few and far between.1011:21.233235 Thjs sjtuation arises probably in part from the difference
in length between Ub (76 AA) and SUMO domains (92-96 AA), the latter being beyond the
limits of conventional SPPS: the SPPS of Ub has been reported by Ramage and co-workers
about 30 years ago,? when an efficient SPPS approach to SUMO has been disclosed only
recently.”® A second and important difference between Ub and SUMO proteins is also the
presence of a central cysteine (Cys) residue in the core of all SUMO isoforms (Fig. 1A).4°

Ub conjugates can be produced by reacting an Ub thioester domain with a target peptide
featuring a y°*5! or 8-mercaptolysine!®'4°2 residue according to the native chemical ligation
(NCL®3, for a recent review see 2). Appending a Cys residue to the side-chain of the target
lysine is an interesting alternative to the use of mercaptolysines.*** The thiol group from
mercaptolysine or Cys is subsequently removed by desulfurization (Scheme 1).%¢°” Since Ub
features an central alanine residue in its sequence (Ala46), Ub (Ala46Cys) analogue can also
be assembled from two peptide segments by NCL and converted afterwards into native Ub by
global desulfurization.

The central Cys residue in SUMO domains is ideally located and facilitates their assembly by
NCL. However, the production of SUMO conjugates requires an adaptation of desulfurization
protocols if a native SUMO domain has to be obtained.'%2°2 Indeed, the desulfurization of the
thiol amino acid used to produce the isopeptidic bond, i.e. a mercaptolysine or Lys(Cys), can
potentially result in the desulfurization of the SUMO domain. This is especially the case when
desulfurization is conducted in denaturing conditions, e.g., in concentrated guanidine
hydrochloride (Gn-HCI), since all thiols are equally exposed. Interestingly, the possibility of a
selective desulfurization of SUMO-1-3 domains in native conditions was reported by Geurink

et al.* and confirmed afterwards by Drobecq et al. with the preparative synthesis of SUMO-1

214



conjugates (Scheme 1).2° The basis of this selectivity is the masking of the internal Cys thiol
provided by the hydrophobic core of the folded SUMO domain, whereas the thiol from the
residue used to produce the isopeptidic bond is solvent exposed and accessible to the
desulfurization reagents.

Nevertheless, the selective desulfurization protocol discussed above might not preclude the
desulfurization of the Cys residues present in the SUMOylated polypeptide that are accessible
to the solvent. Moreover, the popularity of 6 M Gn-HCI as a medium for protein synthesis
originates from its capacity to significantly improve the solubility of polypeptides. Therefore,
another pitfall of performing a desulfurization in native conditions can be the limited solubility
of the reactants. In this context, knowing the relative contribution of the internal Cys thiol to
SUMO-2/3 domain structure and functionality can significantly influence the design of SUMO
conjugates and the way they are produced.

While the importance of the internal Cys residue on SUMO-1 thermal stability and biochemical
properties has been investigated,? this information is not yet available for SUMO-2 or SUMO-
3. The differences between SUMO-1 and SUMO-2/3 in amino acid composition and in the Cys
thiol environment within the protein hydrophobic core of the SUMO domain hampers any
generalization and stimulated the investigations reported hereinafter (Fig. 1B, C). In particular,
we used circular dichroism (CD) to compare SUMO-2/3 and desulfurized SUMO-2/3 secondary
structure and thermal stability. These proteins were also compared using SUMO biochemical
conjugation assays, including FRET-based conjugation experiments. We also determined the
kinetics for the SENP1 and SENP2-catalyzed cleavage of synthetic conjugates featuring a wild
type or desulfurized SUMO-2/3 domain. In addition of showing the importance of the internal
Cys residue on SUMO-2/3 secondary structure and recognition by deconjugation enzymes,

this work establishes that SUMO-2 and 3 behave differently to the Cys—Ala perturbation.
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1 SDQEAKPSTEDLGDKKEGEY IKLKVIGQDSSE IHFKVKMTTHLKKLKESYCQRQGVPMNSLRFLFEGQRIADNHTPKELGMEEEDV IEVYQEQTGG
5 SDLEAKPSTEHLGDKI|KDED IKLRVIGQDSSE IHFKVKMTTPLKKLKKSYCQRQGVPVNSLRFLFEGQRIADNHTPEELGMEEEDVIEVYQEQIGG
SUMO 2 --ADEKPKE - NDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQP INETDTPAQLEMEDEDT IDVFQQQTGG
isoforms 3 - - SIEIERNI P [ - NDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQP INETDTPAQLEMEDEDT IDVFQQQTGG
4 --ANEKPTE - - NNNHINLKVAGQDGSVVQFK I KRQTPLSKLMKAYCEPRGLSMKQIRFRFGGQPISGTDKPAQLEMEDEDT IDVFQQPTGG

il SUMO-2/3 sumoylation motif
* Internal Cys
* Some hydrophobic residues surrounding internal Cys

B)

SUMO-1 SUMO-2

Figure 1. A) Protein sequences from Homo sapiens (human) SUMO isoforms hSUMO-1
(Accession number P63165), hSUMO-2 (P61956), hSUMO-3 (P55854), hSUMO-4 (Q6EEV6)
and hSUMO-5 (G2XKQO0) have been aligned using MegAlign Pro™ (Lasergen© DNAStar®)
with MAFFT algorithm (BLOSUMS30 scoring matrix). Sequences have been associated
according to their phylogenic proximities. Color background of amino acids corresponds to the
chemical nature of the side chain (aromatic — yellow, acidic — red, basic — blue, nonpolar —
orange, polar — green). B) NMR structure of SUMO-1, Protein Data Bank (pdb) entry 1A5R.%8
C) NMR structure of SUMO-2 (pdb entry 2N1W). For B,C some side-chains of hydrophobic
residues surrounding the internal Cys are highlighted.

Scheme 1. Chemical synthesis of Ub and SUMO-conjugates by the combined use of

NCL and desulfurization
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RESULTS AND DISCUSSION

Chemical synthesis of SUMO-2/3 proteins

Wild-type and desulfurized SUMO-2 and 3 proteins (SUMO-2 C48A and SUMO-3 C47A) were
required for performing comparative studies by circular dichroism and by SUMO biochemical
conjugation assays. The synthesis of wild-type and desulfurized SUMO-2/3 core domain was
also undertaken to further investigate the role of the SUMO tail in protein folding.

The chemical synthesis of the different SUMO proteins was undertaken as described in
Scheme 2. The presence in SUMO proteins of a Cys residue in central position enabled their
assembly in two pieces. The segments corresponding to the sequence of SUMO-2, SUMO-3
and SUMO-2/3 core on both sides of the central cysteine residue were produced by 9-
fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) SPPS using bis(2-sulfanylethyllamino (SEA)
ChemMatrix® resin’®?° for segments la-c and 4-hydroxymethylphenoxyacetyl (HMPA)
ChemMatrix® resin for segment 2. The use of Fmoc-Asp(OtBu)-(Dmb)Gly-OH dipeptide unit
for introducing the Asp and Gly residues indicated in bold in Scheme 2 was found to be
mandatory for suppressing aspartimide formation during SPPS, as already noticed by other
groups.®*® SEA-mediated ligation®® of segments la-c and 2 proceeded efficiently at pH 5.5 in
the presence of 4-mercaptophenylacetic acid (MPAA) to produce the target SUMO proteins.
While SEA-mediated ligations are usually carried out at 37°C, we performed the assembly of
the different SUMO proteins at a lower temperature of 25°C, since higher temperatures
resulted in the appearance of aspartimide side-products. Using these conditions, SUMO-2,
SUMO-3 and SUMO-2/3 core proteins were isolated in good yield (60-83% after HPLC
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purification). Typical HPLC-MS and SDS-PAGE analyses of synthetic SUMO-2 and 3 proteins
are shown in Fig. 2. For the latter analysis, the synthetic proteins are compared to SUMO-2
and SUMO-3 recombinant products (see Notes i, ii).

Scheme 2. Chemical synthesis of SUMO-2, SUMO-3 and SUMO-2/3 core proteins

(o] O
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Seqmentt N N
N :
/ ~
1a-c S HS 2

TCEP 200 mM, MPAA 200 mM

EA-mediated ligati
SEA-mediated ligation | ¢'6 Vo) o1 5.5 25 °C

SH

[Segment 2

]
SUMO-2 (from 1a and 2, 83% isolated)
SUMO-3 (from 1b and 2, 78% isolated)
SUMO-2/3 core (from 1c and 2, 60% isolated)

o

PN

Segment 1 N
H

Segments 1a-c

1a, SUMO-2 (2-47): ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY
1b, SUMO-3 (2-46): SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY
1c, SUMO-2/3 core: DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY

Segment 2
CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
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Figure 2. Analysis of synthetic SUMO-2 and SUMO-3 proteins. A) UPLC-MS analysis of
synthetic SUMO-2; B) UPLC-MS analysis of synthetic SUMO-3; C) SDS-PAGE analysis of
SUMO-2, SUMO-3, desulfurized SUMO-2 and 3 proteins (i.e. SUMO-2 C48A and SUMO-3
C47A respectively), and recombinant SUMO-2 and 3 proteins (i.e. r1--SUMO-2 and r;-SUMO-
3 respectively, see Notes i, ii). The gel was loaded with 1 pg of each protein and stained using

Coomassie blue R250, MW = molecular weight markers).
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The successful preparation of the different SUMO proteins enabled the preparation of SUMO-
2 C48A, SUMO-3 C47A and SUMO-2/3 core C48A by tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)-
induced radical desulfurization of the internal Cys residue in denaturing conditions (Scheme 3,
see Note iii).>” The presence of methionine in the desulfurization mixture proved to be
important for minimizing the oxidation of the methionine residues during the reaction. The SDS-
PAGE analysis of SUMO-2 and 3 Cys—Ala variants is shown in Fig. 2C in comparison with
wild-type synthetic and recombinant SUMO-2 and 3 proteins (for other analyses, see
Supporting Information).

Scheme 3. Preparation of SUMO-2 C48A, SUMO-3 C47A and SUMO-2/3 core C48A
analogues by desulfurization

SUMO-2, SUMO-3 or SUMO-2/3 core

Ammonium phosphate 0.1 M, 20 mM VA-044
Desulfurization | 50 mM GSH, 20 mM methionine
6 M Gn-HCI, pH 7.2, 25°C

SUMO-2 C48A (52% isolated)
ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY A48
ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
SUMO-3 C47A (49% isolated)
SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY A%
ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG
SUMO-2/3 core C48A (45% isolated)
DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY A48
ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

Chemical synthesis of SUMO-2 and 3 conjugates

The chemical synthesis of SUMO-2, SUMO-3 and desulfurized conjugates derived thereof was
undertaken for studying the impact of the Cys—Ala modification on the deconjugation reaction
catalyzed by Sentrin-specific protease 1 (SENP1%) or 2 (SENP25%62) which are human
SUMO-1, 2 and 3 specific deconjugating enzymes.*363

The conjugates were prepared starting from SEA peptides 1a,b as described in Scheme 4.
Briefly, peptide thioesters 3 derived from 3-mercaptopropionic acid (MPA) were first prepared
from SEA peptides 1 by SEA-thiol exchange in mildly acidic conditions (pH 4.0).%* The one-pot
assembly of the conjugates started with the production of SUMO-SEA intermediates 5 by
coupling peptide segments 3 and 4 according to the NCL reaction. This step was performed in
the absence of TCEP to keep the SEA group in its latent form as a cyclic disulfide.?®% Once
formed, the SUMO-SEA domain 5 was activated by adding TCEP to the ligation mixture and
ligated in one-pot with the target peptide 6. The latter corresponds to the N-terminal tail of
SUMO-2, which includes the SUMO-2 SUMOylation site VKTE (see Figure 1A). Typical HPLC-
MS analyses of SUMO-2 and 3 conjugates 7a,b are shown in Fig. 3A,B.
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The successful synthesis of SUMO 2 and 3 conjugates 7a,b set the stage for the
desulfurization reactions, which were performed under native conditions, i.e., in the absence
of Gn-HCI (Scheme 5, left), or in denaturing conditions that is in 6 M Gn-HCI (Scheme 5, right).
Importantly, the native conditions resulted in the selective desulfurization of the Cys thiol linking
the SUMO domains to the target peptide and hence in the production of conjugates 8a,b, while
denaturing conditions furnished the fully desulfurized products 9a,b. The selectivity of the
desulfurization reaction in native conditions for the Cys residue between SUMO domain and
the target lysine was confirmed by proteomic analysis of conjugates 8a,b (see Supporting
Information). The SDS-PAGE analysis of the different conjugates is shown in Fig. 3C. All the
conjugates migrate to an apparent molecular weight of ~20 kDa, while wild-type SUMO-2 and
3 proteins migrate at around 15 kDa.

Scheme 4. Synthesis of SUMO-2 and 3 conjugates 7a,b
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SUMO-2 conjugate 7a (5a + 6): 70% isolated, 1.8 mg
SUMO-3 conjugate 7b (5b + 6): 65% isolated, 2.4 mg

1,3a, SUMO-2 (2-47): ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY
1,3b, SUMO-3 (2-46): SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY
4, SUMO-2 (48-93) or SUMO-3 (47-92): CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEME-
DEDTIDVFQQQTGG
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Scheme 5. Selective or global desulfurization of SUMO conjugates 7a,b. Production of

selectively desulfurized SUMO conjugates 8a,b and of fully desulfurized conjugates
9a,b

SUMO-2 or 3 conjugates 7a,b

Selective desulfurization | Global desulfurization

Native conditions Denaturing conditions
Ammonium phosphate buffer 0.1 M, Ammonium phosphate buffer 0.1 M, 20 mM
20 mM VA-044, 50 mM GSH, VA-044, 50 mM GSH,
20 mM methionine, pH 7.2, 25 °C 20 mM methionine, 6 M Gn-HCI, pH 7.2, 25 °C
ADEKPKEGVK''TENNDHINLK-NH, ADEKPKEGVK''TENNDHINLK-NH,
ooy R
o NH o NH
.cgg -A
Wild-type SUMO-2 or 3 domain Desulfurized SUMO-2 or 3 domain
SUMO-2 conjugate 8a (51 % isolated) SUMO-2 C48A conjugate 9a (67 % isolated)
SUMO-3 conjugate 8b (37 % isolated) SUMO-3 C47A conjugate 9b (37 % isolated)
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Figure 3. Analysis of synthetic SUMO-2 and SUMO-3 conjugates. A) HPLC-MS analysis of
synthetic SUMO-2 conjugate 7a; B) HPLC-MS analysis of synthetic SUMO-3 conjugate 7b; C)
SDS-PAGE analysis of synthetic SUMO-2 and SUMO-3 proteins and of the different
conjugates derived thereof, i.e. 7-9a and 7-9b respectively (1 ug of each protein, Coomassie

blue R250 staining, MW= molecular weight markers).

Role of the internal Cys residue on SUMO-2 and 3 secondary structure and stability
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The successful synthesis of the different SUMO 2 and 3 variants set the stage for the analysis
by CD of the impact of the Cys—Ala modification on the secondary structure and thermal
stability of the SUMO-2 and SUMO-3 domains. The CD spectra of synthetic and recombinant
SUMO-2 and 3 proteins are highly similar and the same for the thermal denaturation curves
(see Supporting Information, Fig. S28 and S29). The CD spectra of wild-type synthetic SUMO-
2 and 3 are highly similar. The a-helical content of ~15% found for synthetic and recombinant
SUMO-2 and 3 proteins is identical to the CD a-helical content recently reported for
recombinant SUMO-2.%¢ Determined o-helical content is also consistent with that extracted
from 20 different pdb entries describing the structure of SUMO-2 or SUMO-3 (see Supporting
Information, Table S1).

Figure 4 shows the far-UV CD spectra at 25 °C, the deduced a-helical content according to
the method of Greenfield & Fasman®’ and the evolution of the mean residue ellipticity at 222
nm, [0]wrw222 nNm, as a function of the temperature for synthetic SUMO-2 and 3 proteins and
their Cys—Ala variants. The data show that the Cys—Ala modification induced only subtle
changes in the far-UV CD spectrum of the SUMO-2 protein with a decrease of protein a-helical
content of ~1% (15.2 + 0.12% (n = 10) for SUMO-2 vs 14.1 + 0.23% (n = 12) for SUMO-2
C48A). The thermal denaturation curves for SUMO-2 and SUMO-2 C48A were found to be
similar (SUMO-2 T, = 70.7 + 2.4 °C, Fig. 4B).

The impact of the Cys—Ala modification was more pronounced for SUMO-3 with a decrease
of the protein a-helical content of ~2% (15.1 + 0.21% (n = 8) for SUMO-3 vs 13.3 + 0.29% (n
= 10) for SUMO-3 C47A). The T, measured for SUMO-3 C47A (65.5+ 0.7 °C) is 4.4 °C lower
than those found for the wild type protein SUMO-3 (69.9 + 1.5 °C). Therefore and contrary to
SUMO-2, the effect of the Cys—Ala modification on SUMO-3 is significant.

The internal Cys (Cys48 for SUMO-2, Cys47 for SUMO-3) is located in the a-helix of the
SUMO-2/3 core domain with the Cys side-chain pointing toward the interior of the hydrophobic
core. Some hydrophobic residues surrounding the Cys side-chain are highlighted in Fig. 1B.
The case of Phe60 (SUMO-2) which is within 5 A of Cys48 is particularly interesting to discuss
in the light of a recent report by Bhattacharya and Ainavarapu.®® The authors have proposed
that Phe60 plays a central role in the reduction of the tertiary structure and mechanical stiffness
of SUMO-2, as measured by CD and single-molecule force spectroscopy (SMFS) respectively,
which is observed when SUMO-2 is heated from 5 °C to 45 °C. Obviously, the thermal
denaturation of SUMO-2 is complex and involves some intermediates between the native and
unfolded states. Therefore, the modification of the hydrophobic core of SUMO-2 and 3 by
desulfurization of the central Cys residue can potentially alter their structure, stability and/or
the distribution of intermediates along the protein energy landscape. Interestingly, the data
presented in Fig. 4 show that although wild-type SUMO-2 and SUMO-3 proteins adopt the
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same secondary structure, they respond differently to the Cys—Ala modification. SUMO-2 and
3 differ only by some amino acid residues in their tail (Figure 1A). In other words, SUMO-2 and
SUMO-3 share the same core domain and the close environment of the central Cys is the
same for both proteins. A likely explanation for the observed difference is the existence of a
cross-talk between the tail and the SUMO-2/3 core domain which is perceived by CD when the
latter is perturbed by desulfurization. In order to further investigate this point, we analyzed the
synthetic SUMO-2/3 core and SUMO-2/3 core C48A proteins by CD (Figure 5). The data show
that the SUMO-2/3 core domain is also sensitive to the Cys—Ala modification, with a loss of
a-helical content upon Cys desulfurization which is similar to what is observed for SUMO-3.
Taken together, these experiments strongly support the existence of stabilizing interactions
between the N-terminal tail of SUMO-2 and the core domain that are absent or much less
pronounced in SUMO-3. Therefore, the Cys—Ala modification is an interesting tool to uncover

weak interactions occurring between the tail and the core domain of SUMO proteins.
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Figure 4. CD analysis of synthetic SUMO-2, SUMO-2 C48A, SUMO-3 and SUMO-3 C47A
proteins. A) Analysis of SUMO-2 (n = 10) and SUMO-2 C48A (n = 12) at 25 °C. B) Thermal
denaturation of SUMO-2 (n = 5) and SUMO-2 C48A (n = 7) ([6]mrw at 222 nm). C) Analysis of
SUMO-3 (n = 8) and SUMO-3 C47A (n = 10) at 25 °C. D) Thermal denaturation of SUMO-3 (n
=9) and SUMO-2 C47A (n = 5) ([6]wrwat 222 nm). Conditions: 10 mM phosphate buffer pH 7.2.
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The samples were carefully degassed during 30 min with argon and immediately transferred
under argon into the CD cuvette. Protein concentration for thermal denaturations : SUMO-2
12.9-28.6 pM, SUMO-2 C48A 12.0-32.5 pM, SUMO-3 12.5-40.4 uM, SUMO-3 C47A 13.5-34.7
MM. Protein concentration for CD analysis at 25 °C: SUMO-2 13.8-25.3 uM, SUMO-2 C48A
9.1-31.6 uM, SUMO-3 14.4-24.0 uM, SUMO-3 C47A 25.1-34.7 uM. The data correspond to
the mean and standard deviation.
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Figure 5. CD analysis of synthetic SUMO-2/3 core and SUMO-2/3 core C48A proteins.
Conditions: 10 mM phosphate buffer pH 7.2. The samples were carefully degassed during 30
min with argon and immediately transferred under argon into the CD cuvette. Protein
concentration: SUMO-2/3 core 21.2 uM, SUMO-2/3 core C48A 22.4 uM.

Effect of the Cys—Ala modification on SUMO-2/3 conjugation assays

Having characterized the effect of the Cys—Ala maodification on the secondary structure and
thermal stability of SUMO-2 and SUMO-3 proteins, we next performed a classical SUMO
biochemical conjugation assay to see if the modification influences the enzyme-catalyzed
formation of the isopeptidic bond using RanGAP as the target protein (see Supporting
Information, Figure S30). We used for this purpose reagents from a commercially available
conjugation kit. The different SUMO analogues (i.e. the recombinant proteins from the kit ro-
SUMO-2/3, synthetic wild-type SUMO-2/3 and synthetic desulfurized SUMO-2(3) C48A
(C47A) were efficiently transferred with no apparent difference in the amount of RanGAP-
SUMO conjugate formed whether SUMO-2 or SUMO-3 were desulfurized or not.
Unexpectedly, isolated desulfurized proteins SUMO-2 C48A and SUMO-3 C47A were poorly
recognized by the polyclonal anti-SUMO-2/3 antibody provided with the kit.

Since the enzymatic conjugation assay described above could be biased by the differential
recognition of the SUMO analogues by the anti-SUMO-2/3 antibody, we performed the FRET-
based quantitative bioconjugation assay described in Fig. 6.%8%° In this assay, the cyan

fluorescent protein (CFP)-labelled RanGAPtail target is conjugated enzymatically to the yellow
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fluorescent protein (YFP)-labelled SUMO-3 protein. The CFP protein absorbs light at 430 nm
and emits a fluorescence signal at 485 nm. When CFP and YFP moieties are in close proximity
(e.g. when RanGAPtail is SUMOylated), the energy transfer from CFP to YFP results in an
emission signal at 527 nm. Therefore, the intensity ratio of the emission at 527 nm and the
emission at 485 nm is representative of the amount of RanGAPtail SUMOylated. The assay
enables the monitoring of the conjugation reaction in real-time and in parallel. With this assay,
we analyzed a commercially available and recombinant SUMO-3 protein and its chemically
desulfurized analogue (Fig. 7A) as well as synthetic SUMO-3 and SUMO-3 C47A proteins (Fig.
7B). The different analogues were used as competitors of the YFP-labelled SUMO-3 substrate.
The capacity of the synthetic and recombinant SUMO-3 proteins to compete for the YFP-
SUMO-3 substrate is the same. The data also show that the Cys—Ala modification has no
significant effect on the capacity of SUMO-3 to be conjugated to RanGAPtail, either with the
recombinant protein or the synthetic one at different competitor/ YFP-labelled SUMO-3 ratios.
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(_g%g ~»~% OH YFP
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YFP Z X
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Figure 6. Principle of the FRET-based enzymatic conjugation assay using RanGAPtail as

target.
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Figure 7. FRET-based enzymatic conjugation assay using RanGAPtail as target.®8° A)
Competition with a commercially available and recombinant SUMO-3 protein and its chemically
desulfurized analogue. B) Competition with synthetic SUMO-3 and SUMO-3 C47A proteins.
Conditions: 15 nM E1, 20 nM E2, 300 nM YFP-SUMO-3, 300 nM CFP-RanGAPtail and
competitors (75 nM-600 nM) were incubated at 37°C for 10 min in conjugation medium (110
mM KOAc, 20 MM HEPES pH 7.3, 2 mM Mg(OAc)2, 1 mM EGTA, supplemented with 1 pg/mL
of each leupeptin, pepstatin and aprotinin, 1 mM DTT, 0.05% Tween®-20 and 0.2 mg/mL

ovalbumin). In vitro SUMOylation reaction was started upon addition of 1 mM ATP. Every 20

s, the ratio % was determined upon excitation at 430 nm.
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Effect of the Cys—Ala modification on the SUMO-2 and 3 deconjugation reaction

We next examined the effect of Cys—Ala modification on the cleavage of synthetic SUMO-2
and 3 conjugates by SENP1 and SENP2 enzymes (Scheme 6). The enzymatic cleavage yields
peptide 10 and the SUMO-2 or SUMO-3 domains. The rate of the deconjugation reaction could
be easily monitored by LC-MS (Fig. 8).

Scheme 6. SENP1 or SENP2-catalyzed deconjugation of SUMO-2 conjugates 8,9a and
SUMO-3 conjugates 8,9b

ADEKPKEGVK'" TENNDHINLK-NH,

oZ N SENP1 or SENP2
NH 50 mM HEPES buffer, 100 mM NaCl ADEKPKEGVK(Ala)TENNDHINLK-NH,
SUMO-2/3 domaim—y~ 10 mM DTT,10% glycerol 10
(@] +
SUMO-2 conjugates 8,9a pH8.0,25°C SUMO-2/3 domain
SUMO-3 conjugates 8,9b SUMO-2 from 8,9a

SUMO-3 from 8,9b

The data presented in Fig. 8 show that SUMO-2 and SUMO-2 C48A conjugates 8,9a are
cleaved at the same rate, whatever SENP enzyme is used. Therefore, SUMO-2 domain is
recognized by the SENP1 and SENP2 enzymes whenever it features an internal Cys or not.
In contrast, SUMO-3 conjugate 8b is cleaved by both enzymes significantly faster than the
C47A analog 9b. In this case, the Cys—Ala modification alters the functionality of SUMO-3
domain. These results are in full accordance with the CD analyses, which showed that of the
two proteins SUMO-2 and SUMO-3, SUMO-3 is the more sensitive to the Cys—Ala

modification.
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Figure 8. Deconjugation of SUMO conjugates 8,9a and 8,9b by SENP1 and SENP2 enzymes.
A) SENP1-catalyzed deconjugation. B) SENP2-catalyzed deconjugation. Conditions: 50 mM
HEPES buffer pH 8.0, 100 mM NacCl, 10 mM DTT, 10% glycerol, 25 °C, conjugate 0.5 mg/mL,
final volume 100 uL, SENP1 5.0 ng per cleavage reaction, SENP2 0.4 units per cleavage
reaction. The deconjugation reaction was performed under nitrogen atmosphere, quenched
with 10% aqueous acetic acid and analyzed by UPLC-MS. The experiments were performed

in triplicate. The data correspond to the mean and standard deviation.

CONCLUSIONS

In conclusion, we have successfully prepared a series of SUMO-2 and SUMO-3 proteins that
enabled investigating the impact of the SUMO-2/3 domain desulfurization on the secondary
structure and thermal stability of SUMO-2 and 3 proteins, the rate of SUMO-2 and 3
conjugation to RanGAP substrates and on the deconjugation of SUMO-2 and 3 conjugates by
SENP1 and SENP2 enzymes. Contrary to SUMO-2, the fold of SUMO-3 is significantly affected
by the Cys—Ala madification. Likewise, the rate of cleavage of SUMO-3 conjugates by SENP1

and SENP2 is reduced when the internal Cys residue is desulfurized into Ala. The CD analysis
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of the wild-type and desulfurized SUMO-2, SUMO-3 and SUMO-2/3 core proteins show the
existence of a stabilizing interaction between the tail and the core domain in SUMO-2 which is
less apparent for SUMO-3. Taken together, our results show that mutating the internal Cys
residue in SUMO-3 must be considered with caution. They also reveal subtle differences
between SUMO-2 and 3 that cannot be considered as being the same although they
sequences are highly similar. Therefore, we show here that SUMO-2 and SUMO-3 are distinct
proteins and should not be considered as redundant.

NOTES

i) The composition in amino acids of some commercially available recombinant SUMO-2/3
proteins was found to differ significantly from the canonical sequences of SUMO-2/3 shown in
Fig. 1A. Therefore, each purchased recombinant product was trypsinized and analyzed by
MALDI-TOF mass spectrometry to determine its sequence independently of the information
provided by the manufacturer (see Supporting Information).

ii) The recombinant SUMO-2 and SUMO-3 products used for SDS-PAGE and CD analyses,
i.e. r1-SUMO-2 and r1-SUMO-3, correspond to the canonical sequences for SUMO-2/3 shown
in Fig. 1A, see Supplementary Information.

iii) For SUMO-2/3 core protein, we use the SUMO-2 numbering of amino acid residues. The

Cys residue is therefore at position 48.
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ABSTRACT

One hallmark of protein chemical synthesis is its capacity to access proteins that living systems
can hardly produce. This is typically the case for proteins harboring post-translational
modifications such as ubiquitin or ubiquitin-like modifiers. Various methods have been
developed for accessing polyubiquitin conjugates by semi or total synthesis. Comparatively,
the preparation of small-ubiquitin like modifier (SUMO) conjugates and more particularly of
polySUMO scaffolds is much less developed. We describe hereinafter a synthetic strategy for
accessing all SUMO-2/3 dimer combinations.

KEY-WORDS
Protein chemical synthesis, SUMO dimers, SUMO-2, SUMO-3, selective desulfurization.

Introduction

Protein chemical synthesis is a powerful mean for accessing proteins harboring a large variety
of post-translational modifications.?® Among the recent achievements in the field, the
production of polyubiquitin chains’ 2628 pest illustrates the capacity of modern chemical
synthesis to address the production of proteins of exceptional size and branching complexity
with an atom-by-atom control of their structure.?® Synthetic polyubiquitins open the possibility
to investigate precisely how these modifications modulate protein structure and functions.0-32
The chemical synthesis of small ubiquitin—like modifiers (SUMO)'?14 and SUMO conjugates **
16,21-25, 33 has been described too but the works in this area are few and far between the reports
describing the synthesis of polyubiquitin scaffolds.®* For example, the chemical synthesis of
di-ubiquitin or tetra-ubiquitin chains has been reported by Brik and coworkers in 2011, ° while
the chemical synthesis of homogeneous and branched polySUMO chains remains to be
addressed.

Like ubiquitin (Ub), SUMO maodifiers are attached by their C-terminal glycine residue to the
side-chain of exposed lysine residues (Lys), usually located in SUMOylation consensus motifs
within the target proteins. Five SUMO isoforms have been identified so far, among which
SUMO-1-3 are constitutively expressed in all eukaryotic cells.® 3¢ SUMO modification
modulates the localization and the activity of the target proteins by changing protein-protein
interactions and/or by competing with other lysine modifications such as ubiquitination or
acetylation.®” 3 SUMO-2/3 isoforms differ significantly from SUMO-1 by their sequence and
by containing an internal SUMOylation site enabling the formation of polySUMO-2/3 chains in
vivo (Fig. 1A). Naturally, deciphering the role of polySUMO-2/3 modification stimulates huge
efforts worldwide but progress in this area is complicated by the fact that SUMO conjugates

and, in particular polySUMO chains, are branched proteins that cannot be precisely
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programmed using classical recombinant techniques. Therefore, the chemical synthesis of
well-defined polySUMO-2/3 scaffolds is a significant goal to pursue.

SUMO-2 and SUMO-3 feature a high sequence similarity and differ by only a few amino acids
located in their N-terminal tail (Fig. 1A). However, we recently showed that SUMO-2 and
SUMO-3 have different conformational and biochemical properties.®® Contrary to SUMO-3, the
structure of SUMO-2 is stabilized by a weak interaction occurring between the N-terminal tail
and the SUMO core domain (Fig. 1B). Since SUMO-2 and SUMO-3 are not equivalent,
polySUMO-2/3 chains might have their structure and function modulated by the proportion of
each SUMO isoform within the chain. Another point to consider is the presence into the tail of
SUMO-2 of the SUMOylation site, Lys!!. Although the exact nature of the SUMO-2 tail-core
interaction remains to be established, its existence raise the question of the impact of Lys!!
modification on the structure and function of polySUMO-2/3 chains. Indeed, the properties of
polySUMO-2/3 conjugates might vary not only with the type of SUMO isoforms that they are
made of, but also with the order by which they are concatenated. For example, the properties
of SUMO-2-SUMO-3 and SUMO-3-SUMO-2 dimers might not be same because the N-terminal
tail of SUMO-2 is unmodified in the former case, while it hosts a SUMO maodifier in the latter
case (Fig. 1C).

An important step for investigating how the composition of polySUMO-2/3 chains impacts their
properties is to access these molecules in homogeneous form and substantial amount, i.e., at
mg scale. We describe hereinafter a rapid and robust access to all combinations of SUMO-2/3
dimers. The chemical synthesis of these proteins is challenging due to their size (~21 kDa).
The described strategy gives also access to C-terminal SUMO-2/3 dimer hydrazides. By being
useful protein thioester surrogates,**-*? SUMO-2/3 dimer hydrazides allow to consider in the

future the chemical synthesis of polySUMO scaffolds of even higher complexity.
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SUMOylation site
A)
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o)
the target protein
getp SUMO-Z)LNH

SUMO-3

[ SUMO core domain }4
SUMO-2-SUMO-3

. Stabilizing
" interaction
) 0

v SUMO-3" “NH
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Target lysin éfor SUMO
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Figure 1. A) Primary structure of SUMO-2 and SUMO-3 proteins showing the tail and core
domain. B) Tertiary structure of SUMO-2 (NMR structure, pdb entry 2N1W). C) Schematic
representation of SUMO-2-SUMO-3 and SUMO-3-SUMO-2 dimers.

Results and discussion

Synthetic strategy

The strategy shown in Fig. 2 was adopted for accessing all four SUMO-2/3 dimers (illustrated
with the synthesis of SUMO-2-SUMO-3). According to this strategy, the SUMO-2/3 dimers are
assembled in one-pot by ligating three peptide segments. Two of these are produced by solid
phase peptide synthesis (SPPS) owing to their length (~45AA) and are used to assemble the
left SUMO domain highlighted in pink. The third segment in green used in the one-pot process
corresponds to the right SUMO domain. It is produced in one-pot too and features an internal
Lys(Cys) residue at position 11 to attach the SUMO domain coming from the first ligation step.
Therefore, SUMO-2/3 dimers are accessed through two successive one-pot processes. This
strategy enables limitating the number of resolutive HPLC purification steps that are known to
induce important mass losses.*® 4

The SUMO-2/3 dimers produced by this way need to be desulfurized subsequently to remove
the thiol function in-between the two SUMO domains.*® In the case of SUMO-2/3 dimers, a
global desulfurization is not recommended because we recently showed that the
desulfurization of the central Cys residue and its conversion into Ala results in the
destabilization of the SUMO-2/3 domains, SUMO-3 being especially sensitive to this
modification.® Therefore, the synthesis of SUMO-2/3 conjugates requires selectively removing

the thiol from the thiol amino acid used to form the isopeptidic bond by NCL. The performance

240



of a selective desulfurization of SUMO conjugates featuring one SUMO domain has been
described in a few studies.?* * 3 These reactions are performed in native conditions. The
selectivity relies on a difference in accessibility between the thiol to be removed, which is
solvent exposed, and the Cys thiol internal to the SUMO domain, which is buried in the
hydrophobic core of the folded SUMO domain. However, extending the principle of a selective
desulfurization to SUMO dimers for which the isopeptidic bond is located in between two folded
domains had to be established.*® Note that the burying of isopeptidic bonds in some
polyubiquitin conjugates has been observed by Liu and coworkers.©

Position 11 Internal Cys (ligation site)

SUMO-2 ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

SUMO-3 SEEKPKEGVKTEN...DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

N-terminal SUMO segment (SUMO-xN) C-terminal SUMO segment (SUMO-x€)
x=2o0r3 x=2o0r3
NH
0 (0] ? SH + Cys—S UMO-3%—x
©] _
X = OH or NHNH
sumo sk + Cys—SUMO-ZC)J\ N\ — )
/ UMO-3 N
SEA°T |atent SH
thioester SEA°" thioester
| surrogate
1. NCLy 1. SEA”" > SEA

one-pot l 2. Lys(Cys) protec_tion_
3. SEA-mediated ligation
4. Lys(Cys) deprotection
H>
SH

SUMO-2 —SEA°f

SUMO-2 SEA°ff
‘ SUMO-3

SUMO-3 Lys''(Cys)
|

—X

l2. SEA-mediated ligation (one-pot)
0}

SUMO-2)J\NH

SH
5 HS 5 SUMO-31—X
: 0 ! )
. HoN ! selective
; HN 1 desulfurization
| NH, ; o
! HS - o
! o SUMO-Z)J\NH
! NH SUMO-2-SUMO-3 dimers
! ’ 5 X = OH or NHNH,
' Lys(Cys) ' SUMO-3 —X

Figure 2. General synthetic strategy toward SUMO dimers taking the synthesis of SUMO-2-
SUMO-3 as an example.
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Synthesis of the starting peptide segments

According to the one-pot strategy depicted in Fig. 2, the first ligation step enables the assembly
of SUMO-2 or SUMO-3 domains equipped with a C-terminal SEA functionality. The synthesis
of the peptide segments used during this step, i.e. SUMO-xN and SUMO-x® (x = 2 or 3), were
produced by conventional 9-fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) SPPS using bis(2-
sulfanylethyl)amino (SEA) ChemMatrix® resin as already described elsewhere.'? 14

The one-pot synthesis of the SUMO-2 and 3 domains equipped with a Lys(Cys) residue at
position 11, i.e. SUMO-2 Lys'}(Cys) and SUMO-3 Lys!}(Cys) (the peptide segment in green in
Fig. 2), required novel developments that are described in Scheme 1. The starting SEA°"
peptide segment 1a,b was produced from bis(2-sulfanylethyl)amino (SEA) ChemMatrix® resin
using Fmoc-Lys[Boc-Cys(Trt)]-OH for position 11. Such bifunctional peptide cannot be used
as such for the assembly of the SUMO-2/3 Lys'(Cys) domains because it can cyclize or
oligomerize during the ligation with segments 4 or 5. Therefore, the SEA®" group was first
inactivated in situ by adding 4-mercaptophenylacetic acid (MPAA) disulfide to the reaction
vessel. MPAA disulfide oxidizes the SEA°" group into the corresponding SEA°" cyclic disulfide
by a thiol-disulfide exchange mechanism. The MPAA arylthiol produced during this step
contributes to the catalysis of subsequent ligation reactions.*” Then, a thioester derivative of
acetoacetic acid (AcA) was added to protect temporarily the Lys'!(Cys) residue through an
NCL reaction.*® A tight control of the stoichiometry is required during this step as an excess of
AcA thioester would inevitably cap the Cys segment introduced in the subsequent step. The
AcA-protected segment 3a,b was not isolated and was ligated directly with segment 4 or 5 by
adding an excess of MPAA and tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP). Finally, the AcA group
was removed in one-pot by adding two equivalents of hydroxylamine hydrochloride to the
ligation mixture. The presence of non-ionic detergent N-octylglucoside in the reaction mixture
was found to be mandatory to avoid the partial precipitation of the peptides. Peptide segments
SUMO-2/3 Lys!(Cys) 6a,b were isolated in good overall yields (58-60% after HPLC
purification) and purity (see Supporting Information). The strategy was also applied
successfully to the synthesis of a SUMO-3 Lys!'(Cys) derivative featuring a C-terminal
hydrazide group, i.e., SUMO-3 Lys}(Cys) 7.

242



Scheme 1. One-pot synthesis of SUMO-2 or 3 peptide segments equipped with a
Lys(Cys) residue at position 11

NH,
SH
SUMO-xN)J\N/\\SH
SH
1a,x=2;1b,x=3
Arsg-Ssar 15equiv ! e CO,H 5
N-octylglucoside 20 mM 1 - ,
6 M Gn-HCI, pH 7.2,25°C ! 5
ArSH 200 mM, 1 h ! o o !
! AcA = !
NH2 E )J\/u‘\ ,
SH o | :
: HS :
SUMO-XNANﬁS : o :
g | HaN |
2a,x=2;2b,x=3 E HN 1
o o 5 NH2 :
. HS - o
OMe ' = '
)J\/U\S/\n/ ; g <
1 equiv 0 | S
N-octylglucoside 18 mM | _-NH ‘
5.5 M Gn-HCI, pH 7.2, 25 °C'; ;
ArSH 182 mM, 23 h o Lys(Cys) ;
AcA .
NH
SH
i Cys—SUMO-xS—x
SUMO-xN N/js 1.2 equiv
d 4,x=2o0r3,X=0H
3a,x=2:3b x=3 5,x =2 or 3, X = NHNH,
|
1) SEA-mediated ligation 2) - AcA
TCEP 92 mM, ArSH 192 mM H,NOH-HCI 2 equiv, 200 mM TCEP
N-octylglucoside 9.7 mM ArSH 189 mM, N-octylglucoside 9.5 mM

5.7 M Gn-HCI, pH 5.5, 90 h, 25 °C| Gn-HCI 5.6 M, pH 3.1, 30 min

6a: SUMO-2 Lys'"(Cys) from 1a, 2a, 3a and 4, 60% isolated
NH, ADEKPKEGVK(Cys)TENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY
%/SH CERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-OH

SUMO-x—OH 6b: SUMO-3 Lys'!(Cys) from 1b, 2b, 3b and 4, 64% isolated
SEEKPKEGVK(Cys)TENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYC
ERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-OH

NH,
SH 7: SUMO-3 Lys""(Cys) hydrazide from 1b, 2b, 3b and 5, 58% isolated

SEEKPKEGVK(Cys)TENDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCE

SUMO-3 —NHNH, RQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG-NHNH,

Assembly of SUMO-2/3 dimers
The successful synthesis of peptide segments 6a,b and 7 set the stage for the assembly of

the SUMO-2/3 dimers according to Scheme 2, which is an application of the general strategy
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depicted in Fig. 2.4° As for the synthesis of SUMO-2/3 Lys!(Cys) domains, the use of N-
octylglucoside and 6 M Gn-HCI as additives ensured the solubilization of starting materials and
products throughout the process. The different 21 kDa SUMO-2/3 dimers 11-15 were produced
successfully and isolated by HPLC in excellent purity (Fig. 3). They migrate to an apparent
molecular weight of 30 kDa by SDS-PAGE (Fig. 4). These molecules that are composed of
183-185 amino acid residues are a novel illustration of the powerfulness of N,S-acyl shift
thioester surrogates for accessing challenging proteins.® 51

Scheme 2. Chemical synthesis of SUMO-2/3 dimers
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Figure 3. LC-MS analysis of isolated SUMO-2/3 dimers 11-14.

245



N
A) $\o:» @osb @Osb $\Ofv B)
N) N) N) N
P P 9P o
@O' @O' @O' @O' \\ \“0 \n’ \b‘
N D D N - T B
) ) ) ) O o O @)
0@ 0@ 0@ 0@
zeo-ﬁ 5 9 9 .9
160- AR SN e
110 ¥ F©W®
80: %\) %\) %\) 030
50 -60
50: 5o
40- " 40 Mw
MW S e s S (30 (kDa)
(kDa) 30- M G R S
-20
20- .15
15-
104
3.5

Figure 4. SDS-PAGE analysis of SUMO-2/3 dimers 11-14. A) Commassie staining, 1 ug of
each protein. B) Western-blot analysis using anti-SUMO-2/3 polyclonal antibody, 100 ng of

each protein. MW: apparent molecular weight markers in kDa.

Selective desulfurization of SUMO-2/3 dimers 11-14

The successful synthesis of the different SUMO-2/3 dimers set the stage for the desulfurization
experiments (Scheme 3). The TCEP-induced desulfurization of all four dimers in native
conditions proceeded with a total selectivity for the Cys thiol in between the two SUMO
domains, as demonstrated by extensive proteomic analysis of the desulfurized products (see
Supporting Information). In a control experiment, SUMO 2/3 dimer 13 was desulfurized in 6 M
Gn-HCI. In this case, all Cys residues were converted to Ala. Thus under native conditions, the
Cys thiol used for linking the SUMO domains remains highly accessible to the solvent
whenever the composition of the dimer. The efficient protection of internal Cys residues within
SUMO domains under native conditions shows that both SUMO domains are properly folded.
SUMO-2-SUMO-3 dimer 13 was desulfurized on a preparative scale to produce the

desulfurized analog 18 in 61% isolated yield.
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Scheme 3. Selective desulfurization of SUMO-2/3 dimers 11-14
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Analysis of SUMO-2-SUMO-3 dimers 13 and 18

SUMO-2-SUMO-3 dimers 13 and 18 were analysed by circular dichroism (CD) as shown in

Fig. 5. The CD analysis indicates that the secondary structure of the dimers and in particular

their a-helical content (18%) are highly similar. The a-helical content found for the dimers is

consistent with the CD a-helical content of individual SUMO-2 and SUMO-3 domains which is

15%.32 Moreover, the CD spectra of SUMO dimers 13 and 18 are similar to the reconstituted

CD spectrum for SUMO-2-SUMO-3 dimer calculated using the experimental CD spectra

obtained for individual SUMO-2 and SUMO-3 domains.®
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Figure 5. CD analysis of SUMO-2/3 dimers 13 and 18. Comparison with a reconstituted
spectrum calculated using the CD spectra of individual SUMO-2 and SUMO-3 proteins (data

taken from ref%).

We further examined the cleavage of SUMO-2-SUMO-3 dimer 18 by Sentrin-specific protease
1 (SENP1%?) and 2 (SENP2% %%, which are human SUMO-1, 2 and 3 specific deconjugating
enzymes (Fig. 6).%> % SUMO-2-SUMO-3 dimer 18 was cleaved by both SENP enzymes to
produce SUMO-2 and SUMO-3 Lys'(Ala) proteins that were separated SDS-PAGE and
identified by both Coomassie staining and Western blot analysis at an apparent molecular
weight of ~15 kDa. The breakdown of SUMO-2-SUMO-3 dimer 18 into individual SUMO-2/3
proteins was confirmed by LC-MS analysis of the cleavage mixture. Taken together, the CD
signature of SUMO-2-SUMO-3 dimer 18 and its cleavage by SENP1 and SENP2 enzymes

show that the dimer is properly folded and functional.
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Figure 6. Cleavage of SUMO-2-SUMO-3 dimer 18 by SENP1 and SENP2 deconjugating
enzymes (time in minutes). A) Commassie staining, 2 pg of SUMO-2-SUMO-3 dimer 18. B)
Western-blot analysis using anti-SUMO-2/3 polyclonal antibody, 100 ng of SUMO-2-SUMO-3

dimer 18. MW: apparent molecular weight markers in kDa.

CONCLUSIONS

We describe in this report a simple and efficient access to functional SUMO-2/3 dimers that is
compatible with the production of SUMO dimers featuring a C-terminal hydrazide functionality.
The preparation of SUMO dimer hydrazides opens the possibility to access more elaborated
polySUMO conjugates by exploiting the thioester surrogate properties of the hydrazide group.
The desulfurization of the thiol amino acid used to produce the isopeptidic bond has been
performed with a high degree of selectivity, regardless the SUMO-2/3 dimer combination
examined. The production of SUMO-2/3 dimers at the mg scale is an important step toward
further investigations aiming at determining the effect of SUMO dimer composition and order

of concatenation on their biophysical and biochemical properties.
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Summary

Aspartimide formation often complicates the solid phase synthesis of peptides. Much less
discussed is the potential occurrence of this side-reaction during the coupling of peptide
segments using chemoselective peptide bond forming reactions such as the native chemical
ligation and extended methods. Here we describe how to manage this problem using bis(2-

sulfenylethyl)amido (SEA)-mediated ligation.

Key words: Aspartimide, bis(2-sulfenylethyl)amido (SEA)-mediated ligation, SPPS

1. Introduction

Aspartimide formation is a well-known side-reaction, which often complicates the solid phase
peptide synthesis (SPPS(1)). This side-reaction is due to the carboxylic acid group of the
aspartic acid side-chain, which can react with the a-nitrogen of the next residue to form a
succinimide moiety called aspartimide. The aspartimide can eventually be opened by
nucleophiles, typically water or hydroxide ion, to produce a peptide having a natural backbone
or an isopeptidic structure depending on which aspartimide carbonyl is attacked by the
nucleophile. Note that the opening of an aspartimide yields usually the isopeptide are the major
product. Note also that aspartimides are prone to epimerization. Therefore, aspartimide
formation can ultimately result in the formation of several byproducts. Several tools are now
available for minimizing this side reaction during SPPS such as optimized Fmoc deprotection
cocktails, side-chain protecting groups for aspartic acid or backbone protecting groups for the

residue following Asp.(2)
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Aspartimide byproduct formation can also spontaneously occur in agueous solution at neutral
pH and as such is one of the mechanisms that lead to the degradation of proteins in vivo with
aging.(3) The occurrence of this side-reaction in proteins,(3) peptide therapeutics(4) and model
peptides(5-7) featuring Asn or Asp residues has been the subject of numerous studies. The
occurrence of Asp/Asn-Gly dipeptides in proteins, which are particularly prone to aspartimide
formation, is on average 2.7 units per protein (1.2 for Asp-Gly, 1.5 for Asn-Gly, data extracted
from UniRef50(8)). Therefore, such aspartimide-prone sites are frequent and can considerably
complicate the synthesis of most proteins (see Note 1), regardless of the type of ligation
used.(9)

The chemical synthesis of SUMO-2 and SUMO-3 proteins has been described in a few works
using either ketoacid-hydroxylamine ligation(10) or optimized SPPS protocols.(11) In each
case, the SPPS of the peptide segments was complicated by aspartimide byproduct formation
due to the presence of two Asp-Gly units in SUMO-2 and 3 domains (Figure 1). Aspartimide
byproduct formation during SPPS could be suppressed by using Fmoc-Asp(OtBu)-(Dmb)Gly-
OH dipeptide unit for introducing the Asp and Gly residues.

During our investigations on the chemical synthesis of SUMO-2 and 3 proteins by SEA-
mediated ligation,(12) we also found that the use of Fmoc-Asp(OtBu)-(Dmb)Gly-OH dipeptide
unit during the SPPS of the peptide segments was mandatory for suppressing aspartimide
byproduct formation. Performing the ligation of the peptide segments under classical
experimental conditions (pH 5.5, 4-mercaptophenylacetic acid (MPAA),(13) 37 °C) resulted in
the concomitant formation of the target SUMO protein and of a -18 uma contaminant (~ 20%
by MALDI-TOF), which could not be separated by HPLC. Interestingly, lowering the
temperature of the ligation mixture to 25 °C enabled greatly minimizing the side-reaction and

the isolation of the target proteins in good yield and purity.(14,15)

Aspartimide-prone sites

SUMO-2 ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTP LSKLMKAYCERQGLSMRQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG

[SuMO-3]  SEEKPKEGVKTEN...DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCE RQGLSMRQIRFRFDGQPINE TDTPAQLEMEDE DTIDVFQQQTGG
s R e e T e e >
N-terminal SUMO segment (SUMO-xN) T C-terminal SUMO segment (SUMO-2/3¢)
x=2or3

Ligation junction

Figure 1. Sequences of SUMO-2 and 3 proteins showing the presence of an Asp-Gly dipeptide

unit on both sides of the ligation site.

This protocol details the chemical synthesis of SUMO-2 and 3 proteins by SEA-mediated
ligation at 25 °C in the presence of MPAA. The presence in SUMO proteins of a Cys residue
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in central position enabled their assembly by ligating two peptide segments of about 45 amino
acids (Figure 1). The N-terminal peptide segments, i.e., SUMO-xN (x = 2 or 3) were produced
(Fmoc) SPPS wusing bis(2-sulfanylethyl)amino (SEA)
ChemMatrix® resin (Fig. 2A).(16,17) The C-terminal peptide segment SUMO-2/3€ is the same

by 9-fluorenylmethyloxycarbonyl

for both proteins. It was produced by Fmoc SPPS starting from 4-hydroxymethylphenoxyacetyl
(HMPA) ChemMatrix® resin (Fig. 2B).

A) 1. Peptide elongation

(automated Fmoc-SPPS o

Fmoc-Aa;-OH, HBTU, DIEA

HN g peptide SH
\__ 2. Deprotection and cleavage
; SH

(TFA + scavenger cocktail) N

SEA-ChemMatrix resin Crude SUMO-x" SEA°" peptide
x=2,3

1. oxidation
l,, DMSO (30 s)

2.DTT (few s) and
HPLC purification

(0]

P
,\/s’S

peptide

SUMO-xN SEAT peptide

x=2,3
B)

1. Peptide elongation
(automated Fmoc-SPPS
Fmoc-Aai-OH, HBTU, DIEA)

O

Ao

SUMO-2/3C peptide

HO—

0}
H,oN
2 \:)J\peptide

2. Deprotection and cleavage -~

HMPA ChemMatrix resin (TFA + scavenger cocktail) HS

(o}

) A=,
,\/sls

o
HoN L

peptide

O
peptide

)J\OH
-

SUMO-xN SEA° peptide HS™ sumo-2i3¢ peptide
x=2,3

. I TCEP 200 mM, MPAA 200 mM
SEA-mediated Ilgatlon\ 6 M Gn-HCI pH 5.5 25 °C

SH

o}
peptide )J\N/EH/ peptide
H

SUMO-2 (x =C2), 83%)

SUMO-3 (x = 3, 78%)
Figure 2. Synthesis of SUMO-2 and 3 proteins by SEA-mediated ligation. A) SPPS of the N-
terminal segments using SEA-ChemMatrix® resin. B) SPPS of the C-terminal segment using
4-hydroxymethylphenoxyacetyl (HMPA) ChemMatrix® resin. C) Assembly of SUMO-2 and 3

proteins by SEA-mediated ligation at 25 °C.
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2. Materials & Instruments

All organic solvents and chemicals used in this protocol should be handled inside a chemical

fume hood with appropriate personal protective equipment (lab coat, gloves and protective

glasses). TFA is strongly corrosive and toxic.

2.1 General

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Synthesis of bis(2-sulfanylethyl)aminotrityl ChemMatrix (SEA ChemMatrix) resin was
carried out as described elsewhere.(16,17)

HMPA ChemMatrix resin (IRIS Biotech, Lot 08K11-20-03-043).

Dichloromethane RPE ACS stabilised with amylene (DCM; Carlo Erba, Cat. No.
463314).

N,N-Dimethylformamide for peptide synthesis (DMF; Carlo Erba, Cat. No. P0343521).
1-Methyl-2-pyrrolidinone (NMP; Carlo Erba, Cat. No. P0873521)

Resins were conditioned in DCM (3 x 2 min, 3 mL) and then in DMF (3 x 2 min, 3 mL)
in a manual SPPS glass reactor prior to their use.

Na-Fmoc protected amino acids were obtained from Iris Biotech GmbH: Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)[Dmb-
Gly]-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH,
Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Val-
OH, Fmoc-Cys(StBu)-OH or Fmoc-Cys(Trt)-OH.
N-[(dimethylamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5-b]pyridin-1-ylmethylene]-N
methylmethanaminium hexafluorophosphate N-oxide (HATU; Novabiochem, Cat. No.
01-62-0041).
N-[(1H-benzotriazol-1-yl)(dimethylamino)methylene]-N-methylmethanaminium
hexafluorophosphate N-oxide (HBTU; IRIS Biotech, Cat. No. RL-1030).
N,N-Diisopropylethylamine (DIEA; SDS, Cat. No. 0403516).

Acetaldehyde (Aldrich, Cat. No. 110078), 2 vol-% in DMF.

p-Chloranil (Acros, Cat. No. 213561000), 2 wt-% in DMF.
2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS,TIC Europe N.V, Cat. No. 2508-19-2)
N,N'-diisopropylcarbodiimide (DIC, Acros, Cat. No. 446181000)
4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, Aldrich chemie, Cat. No. 10 770-0)

Acetic anhydride (Ac20) was purchased from Biosolve and Fisher-Chemical.

UV spectrophotometer

Precision quartz cell (length10 mm, quartz suprasil, Hellma, Cat. No. 117104-05)
Diethyl ether RPE stabilised with 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol (Carlo
Erba, Cat. No. 447523)
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20.

21

33.

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

41.

42

Piperidine for peptide synthesis (Biosolv, Cat. No. 16183302).

. Thioanisole (Fluka, Cat. No. 88470).
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.

Thiophenol (Alfa Aesar, Cat. N0.10201873)

Trifluoroacetic acid (TFA; Biosolv, Cat. No. 20233301).

Triisopropylsilane (TIS; Aldrich, Cat. No. 23378-1).

1,2-Ethanedithiol, 99% (EDT, Aldrich, Cat. No. E360-0).

n-Heptane (Biosolv, Cat. No. 0805202).

Water was purified with a Milli-Q Ultra Pure Water Purification System.

Dithiothreitol (DTT; Acros Organics, Cat. No. 16568-0050).

lodine (Acros Organics, Cat. No. 38705100).

0.1% TFA in water, Optima LC/MS (Fisher Chemical, Cat. No. LS119-212).

0.1% TFA in acetonitrile, Optima LC/MS (Fisher Chemical, Cat. No. LS119-212).
Sodium dihydrogen phosphate dihydrate (NaH.PO4-2H.O, Prolabo, Cat. No.
28015294).

Disodium hydrogen phosphate dihydrate (Na;HPO.-2H,O, Prolabo, Cat. No.
28015294).

Guanidine hydrochloride (Gn-HCI; Aldrich, Cat. No. G4505).

Glacial acetic acid (AcOH) (Carbo Erba, Cat. No. 401422).

Nitrogen gas (O2 < 3 ppm, Air Liquide).

Argon (Alphagaz Airliquide).

Hydrochloric acid (HCI; Sigma Aldrich, Cat. No. 32-0331-500 mL).

Sodium hydroxide (NaOH; VWR, Cat. No. 28240292).

Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP-HCI; Aldrich, Cat. No. C4706-
10G).

4-mercaptophenylacetic acid (MPAA; Alfa Aesar, Cat. No. H27658).

. Conical tubes (15 mL, 50 mL).
43.
44,
45,
46.
47.
48.

Thermomixer comfort (Eppendorf) equipped with a block heater (25 °C)

A set of adjustable pipettes (0.5-10, 2-20, 10-50, 10-100, 100-1,000 uL, Eppendorf)
Pipette tips, 0.5-10, 2—-20, 20-200, 100-1,000 uL (VWR).

pH meter

Vortex shaker.

Microfuge tubes (1.5 mL safe-lock tubes; Eppendorf).

2.2 HPLC analysis & purification

1.
2.

TFA 10% (vol/vol) in water. Add carefully 10 mL of TFA to 90 mL of deionized water.
Eluent A for semi-preparative HPLC. TFA 0.1% (vol/vol) in deionized water. Add

carefully 10 mL of 10% aqueous TFA (vol/vol) to 990 mL of deionized water.
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Eluent B for semi-preparative HPLC. HPLC 80% (vol/vol) containing 0.1% (vol/vol)
TFA. Add 10 mL of 10% aqueous TFA (vol/vol) to 990 mL of ACN 80% (vol/vol) in

deionized water.

. Analytical UPLC-MS system: Dionex UltiMate 3000/ LCQ Fleet lon Trap, Dionex DA

detector (215-280 nm), Corona Veo charged aerosol detector, ES+, m/z range 300—
2000, capillary voltage 2.8 kV, cone voltage 10 V, tube lens 75 V, capillary voltage
temperature 350 °C.

Analytical UPLC-MS column: Acquity UPLC peptide BEH300 C18 reverse-phase
column (2.1 x 100 mm; pore size 300 A; particle size: 1.7 um).

Semi-preparative HPLC system (Waters 600 controller, UV 2487 Detector, 215 nm, TL
105 HPLC column heater).

Semi-preparative HPLC column: Waters XBridge BEH300 C18 reverse-phase column
(10 x 250 mm; pore size 300 A; particle size: 5 um).

2.3 Lyophilization

1.

2
3.
4

Lyophilizer (Christ Gamma 2-20) equipped with a manifold.
Lyophilizer flasks (VWR, 300 mL, Cat. No. 88516; 600 mL, Cat. No. 88517).
Liquid nitrogen

Dewar

2.4 MALDI-TOF analysis

1.
2.
3.

MALDI-TOF mass spectrometer (Autoflex Speed, Bruker).
2,5-dihydrobenzoic acid (DHB, Aldrich, Cat. No. 490799).

A solution of DHB 20 mg/mL in 50% aqueous acetonitrile containing 0.1% TFA.

3. Solid phase peptide synthesis of the peptide segments

1.

© o N o Ok~ Db

Column peptide synthesizer (Multipep Intavis AG Bioanalytical instrument equipped
with a 6-column module)

Synthesis columns (Intavis, Cat. No. 35760)

Reaction columns (Intavis, Cat. No. 34274)

Manual peptide synthesis vessels

Fmoc amino acid solutions, Fmoc-AA-OH 0.54 M in DMF.

DIEA solution, DIEA 35% in NMP (vol/vol).

HBTU solution: HBTU 0.54 M in DMF.

Piperidine solution 20% in DMF (vol/vol), see Note 2.

Capping solution, acetic anhydride 10%/DIEA 5%/DMF 85% (vol/vol/vol), see Note 3.

3.1 Coupling of first amino acid to the SEA-Trt ChemMatrix® resin
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. Weigh the amino acid Fmoc-Tyr(OtBu)-OH (459 mg, 1.00 mmol, 10 equiv) in a plastic

tube.

2. Weigh 377 mg (0.95 mmol, 9.5 equiv) of HATU in a plastic tube, see Note 4.

3. Add5 mL of DMF to the tubes and agitate with a vortex shaker to dissolve the reagents.

4. Transfer the HATU/DMF solution to the tube containing the amino acid solution with an

© o0 N o

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

adjustable pipette.

Add 348 L (2.00 mmol, 20 equiv) of DIEA to the tube with an adjustable pipette and
agitate with a vortex shaker for 1 min. The solution becomes yellow upon addition of
the base.

Transfer the activated amino acid/DMF solution to the reaction column.

Agitate with a laboratory flask shaker for 1 h 30 min and drain the column.

Aspirate 5-10 mL of DMF, agitate for 2 min and then drain the column.

Repeat Step 8 twice.

. Take a sample of the resin and perform the chloranil test which must be negative

(colorless resin beads).

Acetylate remaining amino groups eventually present on the Fmoc-Tyr(OtBu)-SEA-Trt
ChemMatrix resin by adding 5 mL of acetic anhydride/DIEA/DMF capping solution to
the resin. Shake for 10 min and drain, see Note 5.

Repeat Step 11 twice.

Wash the resin with DMF (3 x 2 min, 5 mL).

Wash the resin with DCM (3 X 2 min, 5 mL).

Aspirate 5 mL of diethyl ether, shake for 2 min and then drain the column.

Repeat Step 15 twice.

Determine the loading of the Fmoc-Tyr(OtBu)-SEA Trt ChemMatrix resin by treating
the resin with the 20% piperidine solution in DMF and UV quantification of the formed
dibenzofulvene-piperidine adduct at 290 nm as described elsewhere.(16) Typical
loading for Fmoc-Tyr(OtBu)-SEA-Trt ChemMatrix resin: 0.22 mmol/g.

3.2 Coupling of first amino acid to the HMPA ChemMatrix® resin

1.

o~ w0 DN

o

Weigh HMPA ChemMatrix® resin (500 mg).

Weigh the amino acid Fmoc-Gly-OH (297 mg, 1.00 mmol) in a plastic tube.

Weight 12.2 mg (0.100 mmol) of DMAP.

Add 5 mL of DMF to the tube containing the amino acid to dissolve it.

Add 78.3 pL (0.500 mmol) of DIC to the tube containing the amino acid solution with
an adjustable pipette.

Transfer the activated amino acid/DIC solution to the reaction column.

7. Add DMAP in one portion to the reaction column.
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8. Agitate with a laboratory flask shaker for 2 h at room temperature.

9. Aspirate 5-10 mL of DMF, agitate for 2 min and drain the column.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Repeat Step 9 twice.

Wash the resin with DMF (3 x 2 min, 5 mL).

Wash the resin with DCM (3 x 2 min, 5 mL).

Add 5 mL of diethyl ether, shake for 2 min and drain the column.

Repeat Step 13 twice

Determine the loading of the Fmoc-Gly-HMPA ChemMatrix® resin after treating an
aliquot with 20% piperidine solution in DMF and reading the absorbance of the
supernatant at 290 nm. Typical loading for Fmoc-Gly-HMPA ChemMatrix® resin: 0.58

mmol/g.

3.3 First elongation using the automated peptide synthesizer

Elongate Fmoc-Tyr(OtBu)-SEA-Trt ChemMatrix resin  and Fmoc-Gly-HMPA
ChemMatrix® resin using the automated peptide synthesizer, see Note 6.

Elongated sequence using Fmoc-Tyr(OtBu)-SEA-Trt ChemMatrix resin (SUMO-2" and
SUMO-3M): SVVQFKIKRHTPLSKLMKA

Elongated sequence using Fmoc-Gly-HMPA ChemMatrix® resin (SUMO-2/3°):
QPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTG

3.4 Manual coupling of Fmoc-Asp(OtBu)[Dmb]Gly-OH

1.
2.
3.

© ®© N O

11.

Weigh Fmoc-Asp(OtBu)[Dmb]Gly-OH (186 mg, 0.300 mmol, 3 equiv) in a plastic tube.
Weigh 108 mg of HATU (108 mg, 0.284 mmol, 2.85 equiv) in the plastic tube.

Add 3 mL of DMF to the tube containing HATU and agitate with a vortex shaker to
dissolve the reagent.

Transfer the HATU/DMF solution to the tube containing the amino acid solution with an

adjustable pipette.

. Add 104 uL of DIEA (0.600 mmol, 6 equiv) to the tube with an adjustable pipette and

agitate with a vortex shaker for 1 min. The solution becomes yellow upon addition of
the base.

Transfer the activated amino acid/DMF solution to the reaction column.

Agitate with a laboratory flask shaker for 2 h and then drain the column.

Aspirate 5-10 mL of DMF, agitate for 2 min and drain the column.

Repeat Step 8 twice

. Take a sample of the resin and perform a TNBS test that must be negative (colorless

resin beads), see Note 7.
Optional: analysis of the elongated peptide by MALDI-TOF after cleavage and
deprotection, see Steps 12-14.
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12.

13.

14.

15.

16.
17.
18.

Treat an aliquot of the peptidyl resin with 200 pL of 20% piperidine to remove the N-
terminal Fmoc group.

Remove the piperidine solution with 1 mL of diethyl ether using a Pasteur pipette and
dry the resin under a gentle flow of argon.

Perform the TFA cleavage for 1 h by adding 70 L of the cleavage mixture to the resin
aliquot: TFA/triisopropylsilane (TIS)//thioanisole/H,O/thiophenol: 87.5/5/2.5/2.5/2.5 by
vol (1 mL) for SEA ChemMatrix® resin, or TFA/TIS/H.O/ethanedithiol (EDT):
90/5/2.5/2.5 by vol (1 mL) for HMPA-ChemMatrix® resin.

Take 1 pL of the cleavage mixture, dilute with water (50 pL) and analyze by MALDI-
TOF to confirm the successful elongation of the peptide chain including the coupling of
the dipeptide unit. Elongated sequence using Fmoc-Tyr(OtBu)-SEA-Trt ChemMatrix
resin (SUMO-2N and SUMO-3V): DGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAY [M+H]" calc.
2663.45, found 2664.86.

Elongated sequence using Fmoc-Gly-HMPA ChemMatrix® resin (SUMO-2/3°):
DGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG [M+H]* calc. 3421.48, found 3422.10.
See Note 8.

Continue the synthesis by acetylating unreacted amino groups eventually present on
the HMPA or SEA ChemMatrix® peptidyl resins by adding 5 mL of acetic
anhydride/DIEA/DMF capping solution to the solid support. Shake for 10 min and drain
Repeat Step 15 twice

Add 5 mL of DMF to the column shake for 2 min and drain the column.

Repeat Step 17 twice

3.5 Second elongation using automated peptide synthesizer

Elongate the peptidyl resins using the automated peptide synthesizer.

Elongated sequence for SEA-Trt ChemMatrix resin:
ADEKPKEGVKTENNDHINLKVAGQ for SUMO-2N, SEEKPKEGVKTENDHINLKVAGQ
for SUMO-3N.

Elongated sequence for HMPA ChemMatrix® resin: CERQGLSMRQIRFRF for SUMO-
2/3¢.

3.6 Cleavage step

1.

In a graduated cylinder add 8.75 mL of TFA, 0.25 mL of deionized water, , 0.25 mL of
thiophenol, 0.25 mL of thioanisole and 0.50 mL of TIS for peptides SUMO-xN (x = 2, 3).
In a graduated cylinder add 9 mL of TFA, 0.25 mL of deionized water, 0.25 mL of EDT
and 0.50 mL of TIS for peptide SUMO-2/3C.

. Transfer each peptidyl resin in a different manual peptide synthesis vessel.
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. Add the TFA solution to the manual peptide synthesis vessel and agitate at room

temperature for 2 h

In the meantime, prepare three 300 mL Erlenmeyer flasks, each containing a mixture
of 150 mL of diethyl ether and 150 mL of n-heptane. Add magnetic bars and place the
Erlenmeyer flasks in an ice bath.

Precipitate the peptides by adding the peptide solutions dropwise to the ice-cold diethyl
ether/n-heptane mixture with magnetic stirring.

Add 5 mL of TFA to each peptide reactor, shake the bead suspensions for 2 min and
then add this solution dropwise to the Erlenmeyer flask.

Repeat Step 7, see Note 9.

9. Transfer the suspensions to centrifuge tubes and centrifuge at 1,900 x g for 10 min,

10.

11

13.
14.

then pour carefully the supernatant into an Erlenmeyer flask.
Add 40 mL of cold diethyl ether 50%/n-heptane 50% (vol/vol) to the peptide, triturate
the peptide pellet and centrifuge again at 1,900 x g for 10 min, then pour carefully the

supernatant into the Erlenmeyer flask.

. Carefully flush the tubes with nitrogen to evaporate the residual solvent.
12.

Dissolve the crude peptides in TFA 0.1% (vol/vol) in deionized water and place the
peptide solutions immediately at -20°C overnight, see Note 10.

Lyophilize for 2 days.

Analyze the crude peptide by UPLC-MS and MALDI-TOF mass spectrometry

3.7 Oxidation SEA°" peptides. Purification of SUMO-xN SEA°" peptides (x = 2,3)

1.

Prepare the semi-preparative HPLC system, which should be ready before starting the
oxidation of the peptides.

Rapidly weigh 100-150 mg of iodine in a 5 mL volumetric flask. Immediately add the
DMSO up to 5 mL. Calculate the concentration of iodine, see Note 11.

Prepare a solution of DTT 10 mg/mL in deionised water.

Dissolve the crude peptide in phosphate buffer/Gn-HCI 6 M at room temperature

(peptide concentration ~ 0.25 mM), see Note 12.

. Add 2 equivalents of iodine in DMSO to the peptide solution. The solution becomes

yellow indicating that an excess of iodine has been added to the peptide solution.

Vortex the solution for 30 s, see Note 13.

7. Then immediately add a few drops of the DTT solution with a Pasteur pipette until the

yellow color disappears, indicating that the excess of iodine has been decomposed.

3.8 HPLC purification of SUMO-2/3° and SUMO-2/3" peptides.

1.

Purify immediately by semi preparative HPLC.
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Gradient used for the HPLC purification of peptide SUMO-2": eluent A water containing
0.1% of TFA, eluent B CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: O-
25% B in 5 min, then 25-35% B in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at
215 nm.

Yield for peptide SUMO-2N: 34.4 mg of crude product furnished (11.2 mg) of SUMO-
2N, Calculated for M (average mass) 5281.17, observed 5281.13 by LC-MS after
deconvolution.

Gradient used for the HPLC puirification of peptide SUMO-3N: eluent A water containing
0.1% of TFA, eluent B CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA, gradient: O-
25% B in 5 min, then 25-35% B in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50 °C, UV detection at
215 nm.

Yield for peptide SUMO-3N: 30.8 mg of crude product furnished (11.2 mg) of SUMO-
3N, Calculated for M (average mass) 5197.09, observed 5197.17 by LC-MS after
deconvolution.

Gradient used for the HPLC purification of peptide SUMO-2/3%: eluent A water
containing 0.1% of TFA, eluent B CHsCN/water : 4/1 by vol containing 0.1% of TFA,
gradient: 0-20% B in 5 min, then 20-40% B in 40 min, flow rate 6 mL/min, 50°C, UV
detection at 215 nm

Yield for peptide SUMO-2/3%: 31.3 mg of crude product furnished (10.6 mg) of SUMO-
2/3€, Calculated for M (average mass) 5331.82, observed 5331.95 by LC-MS after
deconvolution.

Analyze the collected fractions by analytical UPLC-MS and pool the pure fractions in a
50 mL plastic tube.

Place the tubes in liquid nitrogen to freeze the peptide solutions and lyophilize for two
or three days to obtain the purified SUMO-2N, SUMO-3N, SUMO-2/3¢ peptides

segments, see Note 10.

4. Synthesis of SUMO-2 and 3

1.

Weigh 5.38 mg (1 equiv, 0.825 pmol, 4 mM) of SUMO-xN SEA°T peptide (x = 2 or 3) in
a 1.5-mL microfuge tube.

Weigh 4.94 mg (1 equiv, 0.825 umol, 4 mM) of cysteinyl peptide SUMO-2/3€ in a 1.5-
mL microfuge tube.

Weigh 13.42 mg (79.77 umol, 200 mM final concentration) of MPAA in a 1.5-mL
microfuge tube.

Weigh 31.6 mg (110 umol, 200 mM final concentration) of TCEP in a 1.5-mL microfuge
tube.

Prepare 2 mL of 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.2) / 6 M Gn-HCI.
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10.

11.
12.

13.

14.
15.

16.
17.
18.

19.

20.

21.
22.

Transfer 1 mL of AcOH glacial, 1 mL of HCI 1 N and 1 mL of NaOH 6 N in three different
1.5-mL microfuge tubes.

Cap all the tubes and transfer them to the glove box under nitrogen atmosphere.

Add 0.551 mL of the sodium phosphate buffer from Step 5 to the microfuge tube
containing TCEP (see Step 4). Vortex until dissolution of the TCEP and transfer 0.399
mL of this solution to the microfuge tube containing MPAA (see Step 3). Add NaOH 6 N
(30 pL) with the micropipette and vortex until dissolution of the MPAA. The final reagent
concentration is 181 mM for MPAA and 181 mM for TCEP.

Measure the pH of the solution prepared in Step 8 and adjusts to pH 5.5 by adding
NaOH 6 N or HCI 1 N with the micropipette (2-20 pL).

Add 0.205 mL of the solution prepared in Step 8 to the microfuge tube containing the
SUMO-xN SEA°T peptide (see Step 1). Vortex to dissolve the peptide and then add this
solution to the microfuge tube containing the cysteinyl peptide SUMO-2/3€ (see Step 2).
Vortex to dissolve the peptide.

Place the reaction tube from Step 10 in a thermomixer kept at 25 °C with agitation.

To monitor the ligation reaction (just after preparing the reaction mixture at Step 10 and
every 6-7 hour until ~33 h of reaction, transfer 1.5 pL of the reaction mixture to a
microfuge tube and quench the reaction by acidifying the sample with 100 uL of 10%
aqueous AcOH (vol/vol). Vortex and remove the sample from the glove box.

Remove MPAA present in the reaction mixture by extracting the aqueous phase with 1
mL of diethyl ether. Remove the diethyl ether phase with a Pasteur pipette.

Repeat Step 13 twice.

Inject 10 pL of the sample isolated in Step 14 into the analytical UPLC-MS system to
confirm that the starting peptide segments have been consumed to produce the ligation
product SUMO-2 or 3.

After 33 h, remove the reaction tube from the glove box.

Transfer the contents of the reaction tube into a 5-mL microfuge tube.

Add 0.500 mL of phosphate buffer / 6 M Gn-HCI to the reaction mixture and 70.5 L of
glacial acetic acid to a final concentration of 5-10 % (vol/vol) with a micropipette to
acidify the solution down to a pH of 2-3 (pH paper).

Extract the MPAA from the aqueous phase with 2 mL of diethyl ether as done in Step
13. Remove the diethyl ether phase with a Pasteur pipette.

Repeat Step 19 twice.

Remove the dissolved diethyl ether by flushing the tube with nitrogen (~2 min)

Purify the target SUMO-2 or 3 proteins using a Waters XBridge BEH300 C18 reverse-
phase column (10 x 250 mm; pore size 300 A; particle size : 5 um) and a semi-

preparative HPLC system; Gradient : 0 % eluent B in eluent A to 20 % (vol/vol) eluent
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B in eluent A over 5 min, and then 20 % (vol/vol) eluent B in eluent A to 40 % (vol/vol)
eluent B in eluent A over 60 min (UV detection at 215 nm). Analyze the fractions using
the MALDI-TOF spectrometer. Mix 1.2 pL of the DHB solution with 1 pL of the sample
on the MALDI plate and let dry at room temperature in air.

23. Pool the pure fractions in a 50 mL plastic tube, freeze the solution with liquid nitrogen
and lyophilize it for two or three days. The reaction yields 4.20 mg (78% yield) of SUMO-
2 and 4.46 mg of SUMO-3 (83% vyield).

24. Analyze the purified products by UPLC-MS. ACQUITY UPLC peptide BEH C18 300 A
1.7 pm 2.1 mm x 150 mm, 50 °C. Flow 0.400 mL/min, eluent A 0.1% trifluoroacetic acid
in water, eluent B 0.1% trifluoroacetic acid in 100% acetonitrile. Gradient from 0% eluent
B to 70% eluent B in 20 min.

25. SUMO-2: Calculated for M (average mass) 10477.24, observed 10476.71 after
deconvolution

26. SUMO-3: Calculated for M (average mass) 10393.66, observed 10393.84 after

deconvolution.

Notes

Note 1. Aspartimide byproduct formation can occur during NCL.(18) For example, the assembly of Ras
protein (166 amino acid residues) by NCL yielded a product having 18+2 uma less than expected.(19)
The mass loss occurred during the last ligation and could be due to a loss of water or ammonia. The
site of dehydration or deamination was not identified. For another example, see ref (20).

Note 2. The solution can be stored or used for up to 2 weeks at room temperature.

Note 3. This solution can be used up to 24 h after preparation. For the automated peptide
elongation step, this solution is renewed every day.

Note 4. HATU is an uronium-based coupling reagent with reacts efficiently with amines and
thus can cause undesired peptide termination if present in excess. To avoid the presence of
unreacted HATU during the coupling step, the amino acid is used in slight molar excess and
the amino acid is activated prior to the coupling step.

Note 5. The capping step is mandatory even if the chloranil test is negative, because the
sensitivity of the test for the secondary amino group of the SEA resin is lower than for a-amino
groups.

Note 6. The synthesis of the ~50 amino acids SEA°" peptide segments SUMO-x" is performed
using the SEA-Trt-ChemMatrix® resin. The synthesis program must consider the large
swelling volume of the starting SEA-Trt resin and the significant mass increase of the peptidyl

resin that occurs during the peptide elongation step.
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Note 7. We recommend to confirm the coupling of Fmoc-Asp(OtBu)[Dmb]Gly-OH by cleaving
an aliquot in TFA and analyzing the cleaved peptide by MALDI-TOF.

Note 8. MALDI-TOF analysis of the cleaved peptides might show the expected peaks and also
products of higher mass (+ 150 uma) due to the incomplete removal of the Dmb group.

Note 9. We recommend that the volume of the diethyl ether/n-heptane solution be at least 20
times that of the peptide solution in TFA.

Note 10. The peptide solution can be frozen quickly using liquid nitrogen. The tube must be
checked before starting the lyophilization because it can crack during this step.

Note 11. lodine is available as granules. Therefore, weighting a given amount of iodine
precisely is difficult to achieve.

Note 12. SUMO-xN SEA°" peptides (x = 2,3) have a limited solubility and the use of Gn-HCI,
which is a classical additive for improving the solubility of the peptide segments, was
mandatory in this case. lodine oxidation can be performed in the absence of Gn-HCI and at
mM concentrations when solubility is not an issue.

Note 13. The duration of the iodine treatment should not exceed 30 s, otherwise iodine can
react with some amino acid residues such as tyrosines. For the same reason, the amount of
iodine which is added to the peptide solution must not exceed two equivalents. This oxidation

procedure is not compatible with the presence of free cysteine thiols on the peptide chain.
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