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Sans la curiosité de [’esprit, que serions-nous ? Telle est bien la beauté et la
noblesse de la science : désir sans fin de repousser les frontieres du savoir, de

traquer les secrets de la matiere et de la vie sans idée précongue des conséquences
eventuelles.

@ Marie Curie
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BCFA : Branched Chain Fatty Acids / Acides gras a chaine ramifiée
ChIP : ImmunoPrecipitation de la Chromatine

Cul-1 : Cullin-1

DDIT3 : DNA Damage-Induced Transcript 3
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DUB : Déubiquitinases

E. coli : Escherichia coli
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F. prausnitzii : Faecalibacterium prausnitzii

FFAR : Free Fatty Acid Receptor

FOS : Fructo-oligosaccharides

GLP-1 : Glucagon-like Peptide 1
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MPTs : Modifications post-traductionnelles

NEDDS8: Neural cell-Expressed, Developmentally Downregulated 8

NEMO : NF-«xB Essential MOdulator
PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen
PIAS : Protein Inhibitor of Activated STAT
PML : Promyelocytic leukemia protein
PYY : Peptide YY

RanBP2 : Ran Binding Protein 2

RCH : Rectocolite hémorragique

RING : Really interesting new gene

RNF4 : Ring-finger protein 4

ROS : Especes réactives de I’oxygeéne

S. flexneri : Shigella flexneri

S. Typhimurium : Salmonella Typhimurium
SBM : SUMO Binding Motif

SCFA : Short Chain Fatty Acids / Acides gras a chalne courte
SENP : Sentrin Proteases

SIM : SUMO Interacting Motif

STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription
STUbL : SUMO-targeted Ubiquitin ligases
SUMO: Small Ubiquitin-related MOdifier
TGF-p : Transforming Growth Factor 3
UBI : Ubiquitine

UBLs : UBiquitin-Like proteins
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Résume

Le microbiote intestinal produit une grande variét¢ de métabolites qui peuvent agir sur les
cellules de I’épithélium intestinal et modifier leur activité. Les acides gras, tels que les Acides
Gras a Chaines Courtes (SCFA) et les Acides Gras a Chaines Ramifiées (BCFA), constituent
une classe majeure de métabolites produits par les bactéries intestinales. Ces acides gras
peuvent réguler les activités des cellules de ’intestin soit en modulant la transcription de genes
spécifiques soit en interférant avec les modifications post-traductionnelles des protéines
intestinales.

La SUMOylation est une modification de type ubiquitine consistant en la fixation réversible de
peptides SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) sur des protéines cibles. Cette modification
joue un role essentiel dans la physiologie et I’homéostasie intestinale. Certaines bactéries
pathogenes sont capables d’altérer la SUMOylation des cellules intestinales. L’impact potentiel
des bactéries commensales du microbiote intestinal sur cette modification post-traductionnelle
reste, lui, inconnu.

L’objectif de ce travail de these était d’étudier si des métabolites bactériens comme les BCFA
et les SCFA pouvaient moduler la SUMOylation des protéines intestinales et, le cas échéant, de
déterminer I’'impact de ces modifications sur la physiologie intestinale.

Nous avons montré que plusieurs BCFA (acide isobutyrique, acide isovalérique et acide 2-
méthyl-butyrique) et plusieurs SCFA (acide acétique, acide butyrique et acide propionique)
augmentent la SUMOylation des protéines de différentes lignées de cellules intestinales. Nous
avons démontré que ’hyperSUMOylation induite par ces acides gras était dépendante du pH et
résultait de la diffusion passive de ces acides a travers la membrane plasmique des cellules
intestinales. Une fois dans les cellules, les BCFA/SCFA entrainent une inactivation des
déSUMOylases intestinales (des enzymes impliquées dans la déconjugaison de SUMO) via
I’induction d’un stress oxydant. Nous avons observé que I’hyperSUMOylation induite par les
BCFA/SCFA touche principalement des protéines associées a la chromatine. Afin de
déterminer I’impact de ces modifications sur la physiologie intestinale, nous nous sommes
focalisés sur la voie de signalisation NF-kB, qui est un acteur clé de la réponse inflammatoire
et qui est régulée par la SUMOylation. Nous avons pu montrer que I’hyperSUMOylation induite
par les BCFA/SCFA bloque la dégradation du facteur inhibiteur IkBa en réponse au TNFa,
inhibant ainsi ’activation de la voie NF-kB. Ceci se traduit par exemple par une diminution de
I’expression de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL8 ou CCL20 en réponse au TNFa, et
par une diminution de la perméabilité épithéliale dans un modele in vitro d’épithélium
intestinal.

En conclusion, ces travaux montrent pour la premiére fois que des métabolites produits par les
bactéries du microbiote intestinal peuvent réguler I’activité des cellules intestinales en modulant
la SUMOylation. Ces résultats illustrent un nouveau mécanisme d’inhibition de I’inflammation
par le microbiote et ouvrent la voie a une potentielle application de ces métabolites dans le
traitement de pathologies inflammatoires comme les Maladies Inflammatoires Chroniques de
I’Intestin (MICI).

Mots clé : Microbiote intestinal, Acides Gras a Chaines Ramifiées (BCFA), Acides Gras a
Chaines Courtes (SCFA), SUMOylation, inflammation intestinale, modifications post-
traductionnelles, interactions hote-bactéries.
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Abstract

The gut microbiota produces a wide variety of metabolites, which interact with intestinal cells
and modify their activity. Fatty acids such as Short Chain Fatty Acids (SCFAs) and Branched
Chain Fatty Acids (BCFAs) constitute a major class of metabolites produced by intestinal
bacteria. These fatty acids regulate intestinal cell activities either by modulating the
transcription of specific genes or by interfering with post-translational modifications of gut
proteins.

SUMOylation is an ubiquitin-like modification consisting in the reversible conjugation of
SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) peptides to target proteins. This modification plays
essential roles in intestinal physiology and homeostasis. Some pathogenic bacteria may
interfere with intestinal cell SUMOylation. The potential impact of commensal bacteria on this
intestinal post-translational modification remains however unknown.

The objectives of this thesis work were (1) to determine whether bacterial metabolites such as
BCFAs and SCFAs could modulate intestinal protein SUMOylation and (2) to characterize the
impact of these SUMO-regulations on intestinal physiology.

We showed that several BCFAs (isobutyric acid, isovaleric acid and 2-methyl-butyric acid) and
several SCFAs (acetic acid, butyric acid and propionic acid) increase intestinal protein
SUMOylation in different intestinal cell lines. We demonstrated that the hyperSUMOylation
induced by these fatty acids is pH-dependent and results from the passive diffusion of these
acids through the plasma membrane of intestinal cells. Once inside cells, BCFAs/SCFAs trigger
the inactivation of deSUMOylases (which are enzymes involved in the deconjugation of
SUMO) via the induction of an oxidative stress. We observed that the hyperSUMOylation
induced by BCFAs/SCFAs mainly affect chromatin-bound proteins. In order to determine the
impact of these modifications on intestinal physiology, we focused on the NF-kB signaling
pathway, a key player in inflammation known to be regulated by SUMOylation. We
demonstrated that the hyperSUMOylation induced by BCFAs/SCFAs blocks the degradation
of the inhibitory factor IkBa in response to TNFa, and thus inhibits the activation of the NF-
kB pathway. These results, for example, in a decrease in pro-inflammatory cytokines
expression such as IL8 or CCL20 in response to TNFa, as well as a decrease in epithelial
permeability in an in vitro model of intestinal epithelium.

In conclusion, our work shows for the first time that metabolites produced by gut commensal
bacteria can regulate intestinal cells activities by modulating SUMOylation. These results
illustrate a new mechanism of dampening of inflammatory responses by the microbiota and
pave the way for the potential use of these metabolites in the treatment of inflammatory
pathologies such as Inflammatory Bowel Diseases (IBD).

Keywords: Gut microbiota, Branched Chain Fatty Acids (BCFAs), Short Chain Fatty Acids
(SCFAs), SUMOylation, intestinal inflammation, post-translational modifications, host-
bacteria interactions.
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Figure 1. Diversité des modifications post-traductionnelles. Les modifications post-traductionnelles d’une
protéine cible peuvent étre réversibles (fixation de groupements chimiques ou de molécules complexes sur des
acides aminés spécifiques) ou irréversibles (protéolyse, désamidation, déphosphorylation irréversible

(eliminylation)) (Ribet et Cossart, 2010).
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I. Les modifications post-traductionnelles

Le génome humain comporte environ 30 000 génes codant pour des protéines. Cependant, le
nombre de protéines composant le protéome humain est estimé a environ 1,8 millions de
protéines différentes (= 20 fois plus élevé que le nombre de génes). Cette immense diversité est
due a divers mécanismes comme 1’épissage alternatif ou 1’utilisation de promoteurs alternatifs,
mais également aux modifications post-traductionnelles (MPTs). En effet, la plupart des
protéines peuvent étre modifiées, apres leur traduction. Selon les modifications apportées, on
peut compter jusqu’a une dizaine de formes différentes pour une seule protéine modifi¢e (On,

2004).

A ce jour, plus de 300 modifications post-traductionnelles ont €té identifiées. Elles incluent
I'ajout de groupements chimiques simples (par exemple des phosphates, des acétates ou des
méthyles), I’ajout de molécules plus complexes (par exemple des glucides ou des lipides), ou
méme 1’ajout de petites protéines comme l'ubiquitine ou des protéines « de type ubiquitine »
(UBLs pour UBiquitin-Like proteins). Les MPTs peuvent également correspondre a la
modification des résidus de la chaine latérale d'acides aminés spécifiques (comme la
désamidation) ou le clivage irréversible d'une liaison peptidique (protéolyse) d’une protéine

cible (Figure 1).

Une méme protéine peut étre modifiée sur plusieurs acides aminés par des groupements
chimiques différents. De plus, ces MPTs sont capables d’interagir entre elles, créant ainsi un
véritable réseau et une complexité¢ de régulation considérable. Les MPTs sont considérées
comme des « outils » trés polyvalents, utilisés a la fois par les cellules procaryotes et eucaryotes,
afin de réguler localement et spécifiquement 1'activité de facteurs clés et permettre aux cellules
de répondre rapidement aux changements environnementaux. En effet, les MPTs sont
impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que la régulation de 1’activité des
protéines cibles de 1’hote, leur localisation intracellulaire, leur stabilité et leur capacité

d’interaction avec d’autres protéines affectant ainsi leur fonction (Ribet and Cossart, 2010).

1. L’ubiquitination

L'ubiquitination est une MPT qui correspond a la fixation covalente de 1'ubiquitine (UBI), un
petit polypeptide de 76 acides aminés, sur une protéine cible. L ubiquitine est une protéine

ubiquitaire retrouvée chez I’ensemble des eucaryotes
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Figure 2. La machinerie d’ubiquitination. a) L'ubiquitine est initialement traduite soit sous forme de fusion avec
des protéines ribosomales, soit sous forme de « polyubiquitine » par les génes codants pour UBB et UBC. La prise
en charge de ces protéines par des déubiquitinases (DUB) permet de libérer des monomeres d’ubiquitine matures,
possédant toute la méme séquence. (b) La conjugaison d’une ou de plusieurs molécules d’ubiquitine sur une
protéine cible (substrat) entraine la formation de structures variées ayant des conséquences fonctionnelles
différentes. (c) La cascade enzymatique de fixation de ’'ubiquitine implique des enzymes E1, qui activent et
transferent 1'ubiquitine a des enzymes de conjugaison E2, qui se lient a leur tour avec des ligases E3. Dans le cas
des ligases E3 de type RING (really interesting new gene) /U-box, I’ubiquitine est directement transférée de
I’enzyme E2 sur le substrat. Dans le cas des ligases E3 de type HECT (homologous to the E6-AP C terminus),
I’ubiquitine est transférée sur I’E3 avant d’étre fixée sur le substrat. Les DUB assurent enfin la réversibilité de la
fixation de I’ubiquitine en clivant la liaison isopeptidique entre 1’ubiquitine et sa cible (Rape, 2017).



Introduction générale

Chez I’homme, il existe 3 genes différents codant pour ce polypeptide qui joue un rdle essentiel
dans la régulation de I’homéostasie cellulaire (Swatek et Komander., 2016). Initialement,
I’ubiquitination a été décrite pour son role central dans I’adressage des protéines vers le
protéasome ou elles seront dégradées par protéolyse. De nombreux autres mécanismes
impliquant I’ubiquitine ont été décrits aujourd’hui. Cette MPT joue en particulier un role dans
la réponse immunitaire, I'apoptose, I'endocytose, la mobilité de protéines membranaires, la
réparation de I'ADN, la transduction du signal ou la régulation de la transcription (Cajee et al.,

2012).

Une fois l'ubiquitine synthétisée, elle peut €tre conjuguée de différentes maniéres sur des

protéines cibles :

- L’ubiquitine peut se lier sur un résidu lysine d’une protéine cible ; on appelle cette
modification une mono-ubiquitination. La mono-ubiquitination est impliquée dans la
signalisation cellulaire, la localisation de certaines protéines, I’expression génique et les

régulations épigénétiques (Komander ef al., 2012).

- L’ubiquitine peut se lier a une autre ubiquitine. En effet, 'ubiquitine contient elle-méme sept
lysines (K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63) et une méthionine (M1). Ces résidus peuvent
jouer le rdle de site de liaison pour d’autres ubiquitines, aboutissant ainsi a la formation de
chaines d'ubiquitine ; ce type de modification est appelé poly-ubiquitination (Hochstrasser et

al., 2004) (Figure 2).

La poly-ubiquitination est impliquée dans de nombreuses voies de régulation. Les

conséquences fonctionnelles de cette poly-ubiquitination dépend du type de chaine formé.
Les deux types de chaines d’ubiquitine les plus couramment observées sont :

- Les chaines de poly-ubiquitines liées par la lysine K48 qui permettent
I’acheminement des protéines modifiées vers le protéasome afin d’étre dégradées. Cette
dégradation est trés importante pour 'homéostasie cellulaire. Elle permet d’éliminer les
protéines défectueuses et de réguler I’activité de certaines protéines impliquées dans des

voies de signalisation.

- Les chaines de poly-ubiquitines liées par la lysine K63 assurent principalement la
dégradation lysosomale des récepteurs membranaires mais elles sont aussi impliquées

dans divers processus non protéolytiques, tels que la réparation de 1I'ADN, la
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signalisation cellulaire (comme 1’activation de la voie NF-xB) (Herrmann et al., 2007)

ou la synthese des ribosomes (Li et al., 2008).

- Il existe également d’autres types de chaines d’ubiquitine, moins « classiques ». Le
résidu méthionine en position 1 (M1) de I’ubiquitine peut par exemple se lier a la
molécule d’ubiquitine suivante pour former des chaines de poly-ubiquitine dites
linéaires. Tout comme les chaines de type K63, les chaines linéaires sont impliquées
dans la régulation de voies de signalisation immunitaires et inflammatoires (Hrdinka et
Gyrd-Hansen, 2017).

- Enfin, certaines chaines peuvent combiner différents types de liaison entre les
monomeres d’ubiquitine, aboutissant a des chaines de type mixtes ou ramifiées. Par
exemple, les chaines mixtes K11/K48 induisent la dégradation des protéines modifiees
par le protéasome, tandis que les chaines mixtes K63/M1 sont impliquées dans la voie
de signalisation NF-kB (French et al., 2017).

La conjugaison d’une ubiquitine a son substrat se fait via une machinerie enzymatique
composée de 3 classes d’enzymes : enzymes activatrices E1, enzymes de conjugaison E2, et
enzymes de liaison E3 (Figure 2). Une fois synthétisée, I’'ubiquitine est maturée par un clivage
proteolytique exposant un motif « diglycine » (-GG) a son extrémité C-terminale. Apres sa
maturation, 1’ubiquitine est activée par une enzyme E1 selon un processus ATP dépendant.
Deux enzymes E1 (UBA1 et UBAG) sont codees dans le génome humain. L’ubiquitine est
ensuite transférée a une enzyme E2. Il existe plusieurs dizaines d’enzymes E2 chez ’homme.
L’enzyme E2 participe elle-méme a la reconnaissance et la modification d’une protéine cible,
cependant cette étape nécessite 1’intervention d’ une enzyme E3 (Swatek et al., 2016). Les E3
permettent la liaison spécifique de l'ubiquitine sur une lysine de la protéine cible. Le grand
nombre d'enzymes E3 (500-1000 ligases E3 décrites chez I’homme) souligne la spécificité du

mecanisme de conjugaison de I’'Ubiquitine sur sa cible (Nakayama et al., 2006).

On distingue 2 grandes classes d’enzymes E3 : le type HECT (homologous to the E6-AP C

terminus) et le type RING (really interesting new gene) / U-box.

Les ligases E3 de type RING / U-box assurent le transfert direct de 1’Ubiquitine a partir de I'E2
vers la protéine cible tandis que les ligases E3 de type HECT forment un intermédiaire covalent

avec I’Ubiquitine avant son transfert sur la protéine cible (Ribet et Cossart., 2018).
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Tableau 1. Modifications post-traductionnelles de type ubiquitine (UBLs) et fonctions associées.

Modificateur/UBL

SUMO 1
SUMO 2
SUMO 3
SUMO 4
SUMO 5

NEDDS

ISG15

FAT10

UFM1

URM1

ATG12

UBLS

ATGS

GABARAPLI(Atg8L)
GABARAPL2(Atg8C)
GABARAPL3

GABARAP  (Atg8A)
MAPILC3C (AtgS8E)
MAPILC3A (AtgSF)
MAPILC3B

E1l

SAEI
SAE2

NAEI
UBA3

UBEIL

UBA6

UBAS

UBA4

ATG7

ATG7

ATG7

E2 E3
UBCY9 | =15
UBC12
UBE2F =10
UBCHS

UBCH6 HERCS

USE2 ?
UFCl1 UFL1
? ?
ATG10 ?
? ?
ATG3 ?

ATG3 ATGI12
ATGS

ATGI16L

Protéases

SENP 1-7
DeSI 1-2
USPL1

CSNS

NEDPI

USP18

UFSP1
UFSP2

ATG4

ATG4A-D

Fonctions

-Transport nucléaire

-Réplication et réparation de 'ADN
-Mitose et transduction du signal
-Réponse au stress oxydatif
-Réponse inflammatoire

(Chang et yeh., 2020).

-Régulation de 1’ubiquitination
-Contrdle du cycle cellulaire et
embryogenése (Radoslav et al., 2015)

-Immunité antivirale (antagonise

la réplication virale)

-Contrdle du cycle cellulaire (Perng et
Lenschow, 2018)

-Dégradation indépendante du
protéasome

-Réponse inflammatoire

-Réponse au LPS

-Apoptose (Aichem et Groettrup, 2020)

-Réparation de I’ADN
-Différenciation de la lignée myéloide
(Van der Veen et Ploegh, 2012)

-Réponse au stress oxydant (Gatel ef al.,
2020)

-Homéostasie mitochondriale
-Autophagie (Geng et al., 2008)

-Ségrégation chromosomique
-Epissage
(Oka et al., 2014)

-Autophagie (Gatel et al., 2020)

-Formation des autophagosomes
-Autophagie sélective

-Transport intracellulaire des récepteurs
GABA.

-Apoptose

(Van der Veen et Ploegh, 2012)
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L’ubiquitination est une MPT réversible. La déconjugaison de I’ubiquitine d’une protéine cible
(ou le clivage entre deux ubiquitines d’'une méme chaine) se fait grace a des protéases
spécifiques appelées déubiquitinases (DUB). Ces enzymes interviennent aussi dans les étapes

de maturation de 1’ubiquitine (Swatek et Komander, 2016) (Figure 2).

2. Les MPTs de type ubiquitine

A la suite de la découverte de 1’ubiquitine, plusieurs peptides apparentés ont été identifiés. Ces
peptides partagent une homologie structurale €élevée avec 1’ubiquitine et leur mécanisme de
conjugaison sur des substrats cibles est identique a celui de I’ubiquitination. Ces peptides sont

regroupés sous 1’appellation « modifications de type ubiquitine » (Ribet et Cossart, 2010).

Les protéines UBLs sont impliquées, tout comme 1’ubiquitine, dans la régulation de nombreux
processus cellulaires comme la protéolyse, la transcription, la réparation des dommages a
I'ADN, la transduction du signal, I'autophagie, les réponses au stress, la progression du cycle

cellulaire ou la réponse aux infections (Van Der Veen et Ploegh, 2012).

Il existe une dizaine d’UBLs différentes. Les plus étudiées sont 'ISG15 (Interferon
Stimulated Gene 15), NEDDS88 (Neural cell-Expressed, Developmentally Downregulated
8) et SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifier) (Tableau 1) :

- ISG1S5 est connu pour son rdle essentiel dans la réponse antivirale. L’ISGylation est impliquée
dans la réponse a l'interféron et cible a la fois des protéines virales et cellulaires de I’hdte (Perng

et Lenschow, 2018).

- NEDDS possede la plus grande similitude de séquence avec 1’ubiquitine, parmi I’ensemble
des UBLs (59%). NEDDS a ét¢ principalement caractérisée dans le cadre de sa conjugaison a

la famille des ubiquitine E3 ligases de type Cullin-RING-ligases (CRLs).

L’activation des CRLs par NEDDS régule un large ¢ventail de processus cellulaires médiés par
les substrats des CRLs comme la progression du cycle cellulaire, la croissance et la
différenciation, les réponses au stress, la réparation de I'ADN et la signalisation cellulaire

(Enchev et al., 2015).
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L’inhibition de la Neddylation induit un arrét de la division cellulaire et est létale chez de

nombreux organismes (Soucy et al., 2010).

- SUMO est la modification de type ubiquitine la mieux caractérisée a I’heure actuelle (voir ci-

dessous).

II. La SUMOpylation

La SUMOylation est une modification post-traductionnelle fondamentale qui se traduit par une
liaison covalente d’un polypeptide SUMO, de 10 kDa, sur une lysine d’un protéine cible. Ces
polypeptides SUMO sont retrouvés chez I’ensemble des eucaryotes étudiés, de Saccharomyces
cerevisiae a Homo Sapiens. Chez les Mammiferes, il existe plus de 3000 protéines cibles

potentiellement modifiées par SUMO (Hendriks et Vertegaal 2016).

Depuis sa découverte il y a 25 ans, la SUMOylation suscite un grand intérét. Cette modification
est impliquée dans divers mécanismes comme la régulation de la transcription, le maintien de
I’intégrité du génome, la prolifération cellulaire, le transport intracellulaire ou les réponses au
stress (Celen et Sahin., 2020). Contrairement a l'ubiquitination, qui est connue pour son role
majeur dans la dégradation protéique par le protéasome, 1'implication de la SUMOylation dans
la régulation de la stabilité des protéines a n'a été observée que dans un nombre limité de cas

(Zhu et al., 1997 ; Lallemand-Breitenbach et al., 2008).

Chez Saccharomyces cerevisiae, 1l existe un unique géene SUMO (SMT3 ; Suppressor of Mif
Two 3) qui a été identifié lors d'un criblage génétique de suppresseurs de MIF2 (Mitotic Fidelity
of chromosome transmission protein 2), une protéine essentielle de la division cellulaire (Meluh
and Koshland, 1995). Une année plus tard, la protéine SUMO humaine a ¢été identifiée dans
trois études indépendantes, toutes rapportant des similitudes entre cette nouvelle protéine et

l'ubiquitine :

- Shen ef al. ont identifi¢ SUMO en étudiant une des voies de réparation de I'ADN et 1'ont

nommée protéine de type ubiquitine 1 (Ubl1) (Shen et al., 1996).

- Okura et al. ont mis en évidence que SUMO ¢tait un facteur essentiel a la viabilité cellulaire
dans les voies apoptotiques impliquant la protéine TNFo (Tumor Necrosis Factor a) et 1’ont

baptisé « Sentrin » (Okura et al., 1996).
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SUMO-5
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QIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGGVPESSLAGHSF 103

4

SUMO-1 Ubiquitin

Figure 3. Comparaison entre les protéines SUMO et ’ubiquitine. (A) L’alignements des séquences d'acides
aminés entre les isoformes SUMO et I’'ubiquitine chez I’homme révéle des similitudes fortes entre ces séquences.
(B) Les protéines SUMO1 et I’ubiquitine présentent une trés forte similitude de structure tridimensionnelle. La
protéine SUMOI1 se distingue de 1’ubiquitine par la présence d’une queue N-terminale d’une vingtaine d’acide
aminés (Gill, 2004).

Tableau 2. Tableau récapitulatif des différentes isoformes de SUMO (Bohren et al., 2004 ; Liang et al.,
2016 ; Chang et Yeh, 2020).

SUMOL1

SUMO2

SUMO3

SUMO4

SUMOS

% homologie
avec ubiquitine

18

16

16

18

15

Taille

101 acides
aminés

103 acides
aminés

95 acides
aminés

95 acides
aminés

101 acides
aminés

Spécificité

-Structure tridimensionnelle homologue a I’ubiquitine.
-Similarité de : 48% avec SUMO 2

46% avec SUMO 3
-Absence de site consensus SUMO : ne forme pas de chaine
-Participe a la SUMOylation « constitutive » des protéines cellulaires
-Exprimée dans tous les types cellulaires de 1’organisme

-Homologie de séquence de 97% entre ces 2 isoformes

-Exprimées dans tous les types cellulaires

-Supposées étre fonctionnellement identique

-Présence d’un site interne de conjugaison de SUMO permettant la
formation de chaines poly-SUMOylées

-Forme libre plus abondante dans les cellules que celle de SUMO1
-Participe a la SUMOylation « inductible » des protéines cellulaires, en
réponse a des stress

-Exprimées dans tous les types cellulaires de 1’organisme

-Homologie de 87% avec SUMO2
-Exprimé dans le rein, la rate, le placenta et les ganglions lymphatiques
-Pseudogeéne non fonctionnel ?

-Homologie de 88% avec SUMOI1
-Exprimé seulement dans les testicules et les leucocytes périphériques.
-Impliqués dans la formation et la stabilité des corps nucléaires PML
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- Enfin, SUMO a ¢ét¢é identifi¢ par 1’équipe Boddy et al. qui I’ont appelé PIC1 et I’ont désigné
comme la premiére protéine associ€e aux corps nucléaires (NB) formés par la protéine PML
(ProMyelocytic Leukemia protein) (Boddy et al., 1996 ; Lallemand-Breitenbach et deThé,
2018).

1. Les isoformes de SUMO

Contrairement a l'ubiquitine, le génome humain code pour plusieurs polypeptides SUMO
différents (aussi appelés isoformes). A ce jour, on dénombre 5 isoformes SUMO chez I’homme,

nommées SUMO1, SUMO2, SUMO3, SUMO4, et SUMOS (Figure 3) (Tableau 2).

Les isoformes les plus étudiées a I’heure actuelle sont SUMO1, SUMO2 et SUMO3. SUMO2
et SUMOZ3 présentent 97% d’identité de s€quence. Du fait de cette forte similitude, ces deux
isoformes sont généralement dénommées SUMO2/3 (la plupart des anticorps dirigés contre
I’une de ces isoformes reconnait a la fois SUMO2 et SUMO3). Les isoformes SUMO2/3 sont
en revanche bien distinctes de SUMOL1 et ne partagent qu’environ 50% d’identité avec cette

derniere (Saitoh et Hinchey, 2000 ; Celen et Sahin., 2020).
Les isoformes SUMO4 et SUMOS sont beaucoup moins bien caractérisées :

- SUMO4 partage 87% d’homologie de séquence avec SUMO3 et est plutdt considérée

comme ¢étant un pseudogene non fonctionnel (Hay, 2005 ; Bohren ef al., 2004). En effet,
cette isoforme n’est pas maturée par les déSUMOylases et ne peut donc théoriquement
pas étre conjuguée sur des protéines cibles (Owerbach et al. 2005). Alors que SUMOI,
2 et 3 sont largement exprimées dans tous les types cellulaires de I’organisme,
I'expression de SUMO4 est limitée aux reins, a la rate, au placenta et aux ganglions
lymphatiques (Celen et Sahin, 2020).
- Récemment, une 5™ isoforme de SUMO a été identifiée. L’isoforme SUMOS n’est
exprimée qu’au niveau de tissus spécifiques tels que les testicules et les leucocytes du
sang périphérique, ou elle peut réguler la formation et la stabilité des corps nucléaires
PML (Liang et al., 2016). Le role spécifique de cette isoforme par rapport a SUMO1 et
SUMO2/3 reste cependant a préciser.

De fagon analogue a I’ubiquitination, 1’ajout d’un peptide SUMO peut se faire sur un peptide
SUMO déja conjugué a une protéine cible, induisant ainsi la formation de chaines de SUMO
(polySUMOylation). Ce mécanisme n’est possible que s’il existe un site de SUMOylation sur
le peptide SUMO déja fixé (Cf 1.3), ce qui est le cas uniquement pour les isoformes SUMO2
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Figure 4. Spécificité de conjugaison d’une protéine cible a SUMO1 ou SUMO2/3. Représentation graphique
du pourcentage relatif de conjugaison a SUMO1 ou a SUMO2/3 de 232 protéines SUMOylées chez I’Homme
(Becker et al., 2013). Certaines proté€ines sont exclusivement modifiées par SUMO1 ou par SUMO2/3 alors que
d’autres peuvent étre modifiées indifféremment par ces 2 isoformes.
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et SUMOZ3. En effet, ces isoformes permettent la formation de chaines polySUMOylées
impliquant la lysine K11. D’autres lysines, comme K5 ou K7, peuvent également étre
impliquées dans la formation de chaines polySUMOylées (Tatham et al., 2001). L’utilisation
de ces différentes sites internes n’étant pas exclusive, il est possible d’observer des chaines

SUMO2/3 formant des ramifications (Tammsalu et al., 2014).

D'un point de vue fonctionnel, ces 5 isoformes SUMO ne sont pas redondantes. Par exemple,
une étude a montré un retard de développement sévére et un taux élevé de mortalité
embryonnaire chez des souris génétiquement invalidées pour SUMO2 (knock-out SUMO?2)
comparées a des souris génétiquement invalidées pour SUMO3 (knock-out SUMO3). Ces
résultats suggerent soit que I’expression de SUMO2 est beaucoup plus ¢élevée que celle de
SUMO3 soit que ces 2 isoformes ont des fonctions différentes, du moins pendant la phase du

développement (Wang et al., 2014).

L’identification des cibles conjuguées aux différentes isoformes de SUMO a également révélé
certaines spécificités. Certaines cibles peuvent indifféremment étre modifiées par 1’'une ou
I’autre des isoformes, alors que d’autres cibles ne sont modifiées que par des isoformes

spécifiques (Becker et al., 2013) (Figure 4)

Malgré cette spécificité, il a été montré que SUMQO2/3 peut compenser partiellement la perte
de SUMO1 dans un mode¢le de souris génétiquement invalidées pour SUMO1 (Zhang et al.,
2008 ; Evdokimov et al., 2008).

Il existe également des différences de « taux » de conjugaison de ces différentes isoformes.
SUMOTL se trouve en général sous forme conjuguée. En conséquence, la quantité de SUMOI1
libres dans la cellule est faible. Au contraire, il existe une fraction importante de SUMO2/3 non
conjuguée dans les cellules, pouvant étre mobilisée massivement en réponse a différents stress
cellulaires comme 1’exposition a un stress oxydant ou un choc thermique (Saitoh et Hinchey,
2000). La conjugaison par I’isoforme SUMOI des protéines cellulaires est donc considérée

comme « constitutive », alors que la modification par SUMO?2/3 serait plut6t « inductible ».

2. La machinerie de SUMOQOylation

Comme I’ubiquitination, la SUMOylation est une modification impliquant une cascade

enzymatique composée de 3 classes d’enzymes (E1, E2 et E3) spécifiques de SUMO.

14| Page



ATP AMP + PP,

2
@cc- —— @cc \J Dce @ — Qe — @
. .

| Mono-SUMO

009

®

SENP

r
»

§

Multi-SUMO

G
: G
D
\
!
:

Poly-SUMO |

E Branched-SUMO E

...................

Figure 5. La machinerie de SUMOQylation. Les peptides SUMO, une fois synthétisés, sont d’abord maturés par
des protéase spécifique (SENP1, SENP2 et SENP5) qui permettent 1’exposition d’un motif GG C-terminal
essentiel pour la conjugaison de SUMO sur des lysines de protéines cibles. Les peptides SUMO matures sont
ensuite activés par I’enzyme SUMO E1 (SAE1/SAE2), transférés sur I’enzyme SUMO E2 (UBC9) et finalement
conjugués de maniére covalente sur des résidus Lys de protéines cibles, via I’aide potentielle de ligases SUMO
E3. SUMOIL est souvent conjugué sous forme de monomere sur une (mono-SUMOylation) ou plusieurs lysines
(multi-SUMOylation) d’une protéine cible. SUMO2/3 peut former des chaines poly-SUMOylées. La
SUMOylation est une modification réversible grace a ’action des déSUMOylases (adapté de Chang et Yeh, 2020).
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Le nombre d’enzymes impliquées dans la SUMOylation (en particulier les E2 et les E3) est
beaucoup plus limité par rapport a la machinerie d’ubiquitination. Chez ’homme, la machinerie
de SUMOylation n’est composée que d'une enzyme d’activation SUMO E1 (formée par
I’hétérodimere SAE1/SAE?2), d’une seule enzyme de conjugaison SUMO E2 (UBC9) et d’une
douzaine de ligases SUMO E3 (Ribet et Cossart, 2010) (Figure 5).

Les peptides SUMO sont initialement traduits sous formes de précurseurs. Leur prise en charge
par la machinerie de SUMOylation nécessite d’abord leur maturation par des protéases
spécifiques de SUMO, catalysant un clivage protéolytique permettant 1’exposition d’un motif
di-Glycine carboxy-terminal (-GG). Les peptides SUMO matures sont ensuite pris en charge et
activés par I’enzyme SUMO E1 (SAE1/SAE2) via la formation d'une liaison thioester entre le
motif SUMO-GG et un résidu cystéine de SAE2 (réaction ATP-dépendante). Le peptide SUMO
ainsi activé est alors transféré sur I’enzyme de conjugaison SUMO E2 (UBC9) (Gareau et Lima,

2010).

L’enzyme UBC9 est un élément clé de la machinerie de SUMOylation. Elle est capable de
catalyser directement le transfert de SUMO sur les protéines cibles. Ce transfert peut soit faire

intervenir une enzyme SUMO E3, soit se faire de fagon E3-indépendante (Pichler et al., 2017)

Les ligases SUMO E3 conferent une spécificité et une efficacité catalytique supplémentaire au
processus de SUMOylation. En se liant directement a ’enzyme UBC9 et aux substrats SUMO
a modifier, les enzymes SUMO E3 favorisent la capacité de décharge de SUMO de 1'E2 vers le
substrat et augmentent 1’efficacité de conjugaison de SUMO sur sa cible (Hay, 2005).

Méme s’il existe un nombre limit¢ de SUMO E3 par rapport a la machinerie d’ubiquitination,

on peut distinguer plusieurs familles.

La famille des ligases SUMO E3 la mieux caractérisée regroupe les protéines inhibitrices de la
voie STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription), aussi appelées PIAS (Protein

Inhibitor of Activated STAT).

La famille PIAS est constituée de : PIAS1, PIAS2 (PIASx), PIAS3, PIAS4 (PIASy) qui
servent de ligases pour un grand nombre de substrats SUMO, notamment des facteurs de

transcription.

Les PIAS possedent une structure de type RING essentielle a leur fonction E3 (Chang et Yeh.,
2020). Elles se lient a UBC9 ou SUMO via deux domaines spécifiques (SP-RING et SP-CTD),
respectivement (Wang et Dasso, 2009).
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Chaque PIAS pourrait avoir un substrat unique ainsi qu’une fonction spécifique. Par exemple,
PIASI joue un role essentiel dans la I’inhibition de 1’expression de génes pro-inflammatoires
(Tahk et al., 2007). D’autre part, PIAS1 et PIAS4 sont ¢galement impliquées dans la réparation
de 'ADN (Wang et al., 2007 ; Galanty et al., 2009).

La deuxieme famille de SUMO E3 ligases est représentée par la protéine RanBP2 (Ran Binding
Protein 2) qui appartient au complexe des pores nucléaires. Cette protéine se lie
préférentiellement a I’isoforme SUMO1, mais pas a I’isoforme SUMO?2/3 (Tatham et al., 2005).
RanBP2 interagit spécifiquement avec les complexes UBC9-RanGAP1-SUMOLI et régule le
niveau de SUMOylation de RanGAP1 (Zhu et al., 2009). La SUMOylation de RanGAP1,
premicre cible identifice de SUMO, est indispensable pour le trafic nucléocytoplasmique.
RanBP2 est donc impliquée dans la régulation du transport des protéines a travers I’enveloppe

nucléaire (Chang et Yeh., 2020).

La troisiéme famille de SUMO E3 ligase est constituée de la protéine Polycomb Pc2, aussi
nommée CBX4, qui est impliquée dans la SUMOylation du corépresseur CtBP. Elle participe
a la formation de complexes multimériques impliqués dans la méthylation des histones (Kagey

et al.,2003).

3. Les DéSUMOylases

La SUMOylation est une modification réversible. Les peptides SUMO conjugués sur leurs
cibles peuvent étre €liminés par des protéases spécifiques appelées déSUMOylases. Les
déSUMOylases catalysent le clivage de la liaison isopeptidique entre le polypeptide SUMO et

la chaine latérale de la lysine sur laquelle il est fixé.

Les principales déSUMOylases caractérisées a 1’heure actuelle sont les protéases de type
Sentrin (Sentrin Proteases) ou SENP. Il existe six SENP possédant une activité¢ d¢éSUMOylase
: SENP1, SENP2, SENP3, SENPS, SENP6 ¢t SENP7. Les SENP se localisent principalement
dans le noyau (Mukhopadhyay et Dasso, 2007)

Les enzymes SENP1, SENP2 et SENPS sont en parall¢le responsables de la maturation des
précurseurs de SUMO, avant leur prise en charge par la machinerie de SUMOylation (Hanoun

etal.,2010).

16| Page



A . consensus motif
18% [FILMV] K x [DE]
. I other KxD/E motifs
48% B 12% 1 no [FILMV] K x [DE]
sites
B inv. consensus motif
229, [DE] xK x no [DE]
B others
B Kx[DE] motif inv. consensus motif other sites
A (216 sites) A (42 sites) A (74 sites)
_100+ * % 1004 * % 1004 +
8
o
2’
g 50 50- 50
2 |
E
P P

¢ N OFF Eece  hveebh Il i ootE. SVl . v.e
& . 87654321012345678  876:543-2-1012345678 0 3185432:1012345678
© - L - = L
R®

25

Figure 6. Sites consensus de conjugaison a SUMO1 et SUMQ?2/3. (A) Fréquence des différents « motifs » de
conjugaison 2 SUMO1 et SUMO?2 identifiés parmi 332 sites de SUMOylation. (B) Représentations des acides
aminés les plus fréquemment observés entourant le résidu lysine modifié par SUMO dans différents types de motifs
(Impens et al., 2014).
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Les enzymes SENP6 et 7 sont les seules a pouvoir « éditer » les chaines polySUMOylées, c’est-
a-dire a cliver la liaison entre deux SUMO a ’intérieur des chaines. Ces SENP sont essentielles

au maintien d'une réserve cellulaire de SUMO libre au sein de la cellule (Siyaun et al., 2020).

Les SENP ont des spécificités de reconnaissance pour les différentes isoformes de SUMO.
SENP1 et SENP2 peuvent cliver tous les précurseurs SUMO lors de 1’étape de maturation grace
a leur activité protéolytique, cependant, elles clivent préférentiellement SUMO1. De plus,
SENP3 et SENPS sont principalement impliqués dans la déSUMOylation de SUMQ2/3, tandis
que SENP6 et SENP7, semblent avoir une préférence pour les chaines polySUMO2/3 ou des
chaines mixtes SUMO1/SUMO2/3 (Hattersley et al., 2011 ; Hickey et al., 2012).

Deux autres classes de déSUMOylases, distinctes des SENPs, ont également été identifiées

chez les mammiferes : les « deSUMOylating isopeptidases » (DeSI 1 et 2) et les USPL1 :
- DeSI-1 possede une faible activité d'édition des chaines polySUMOylées.
- DeSI 2 reste a I’heure actuelle mal caractérisée.

- USPL1 possede une forte activité¢ d¢éSUMOylase et une forte capacitée d'édition des chaines
polySUMOylées (Schulz et al., 2012 ; Shin et al., 2012).

4. Les motifs consensus SUMO

La reconnaissance du substrat par la machinerie de SUMOylation se fait majoritairement via
les enzymes E2 et E3 et, contrairement a [’ubiquitine, peut impliquer un motif consensus de
conjugaison. La caractérisation des premiers sites de modification par SUMO a permis de
mettre en évidence 1’existence de ce motif consensus autour de la lysine modifiée. Ce motif
possede la structure wKxD/E, ou y est un acide aminé hydrophobe, K est la lysine conjuguée
a SUMO, x correspond a n'importe quel un acide aminé, et D/E est soit un acide aspartique soit
un acide glutamique (Rodriguez et al., 2001) (Figure 6). Ce motif consensus interagit
directement avec I’enzyme de conjugaison E2 UBC9 et renforcerait 1’affinité de cette derniere

pour la protéine cible (Bernier-Villamor et al., 2021).

Ce type de motif est en particulier présent dans les isoformes SUMO2/3, expliquant ainsi la

propension des ces peptides a former des chaines polySUMOylées (Rodriguez et al., 2001).

L’identification de plusieurs centaines de sites par des approches de protéomique a haut-débit

a permis de montrer que la SUMOylation ne se faisait pas uniquement sur ces motifs consensus
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l'interaction entre la cible et son partenaire. (b) la SUMOylation peut fournir un nouveau site de liaison pour un
partenaire (par exemple via un motif d'interaction SIM). (c¢) la SUMOylation peut entrainer un changement
conformationnel de la cible modifiée. (d) Le polypeptide SUMO peut entrer en compétition avec d’autres
modifications post-traductionnelles, comme 1’ubiquitination, modifiant ainsi 1’équilibre entre les différentes
formes modifiées des protéines cibles (Adapté de Geiss-Friedlander et Melchior, 2007).
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mais pouvait se faire sur des motifs dits « inversés » (DExK) ou sur des lysines ne présentant

aucun environnement particulier (Impens et al., 2014) (Figure 6).

5. Conséquences de la SUMOylation

La SUMOylation joue un rdle important dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires.
La fixation de SUMO sur une protéine cible peut modifier la stabilité, la localisation ou I'activité
de cette derniére, via la modification des interactions inter- ou intramoléculaires du substrat
modifié. En général, les conséquences moléculaires de la SUMOylation sont divisées en trois

catégories principales (Girdwood et al.,2003; Geiss-Friedlander et Melchior, 2007)(Figure 7):

(1) la protéine SUMO peut masquer un site de liaison d'une protéine menant a une perturbation

de I’interaction du substrat avec d’autres molécules (protéines ou ADN, par exemple).

(i1) la protéine SUMO conjuguée peut créer de nouveaux motifs d’interaction avec un nouveau
partenaire.

En effet, certains motifs protéiques sont capables d’interagir de fagon non covalente avec les
peptides SUMO. Ces motifs, nommés SIM (SUMO Interacting Motif) ou SBM (SUMO
Binding Motif) possédent une séquence de type (V/Dx(V/I)(V/L) (Song et al., 2004). La
SUMOylation d’une protéine permet donc de créer ou de stabiliser des interactions avec des
facteurs présentant ces motifs de liaison a SUMO (Hendriks et Vertegaal, 2016 ; Chang et Yeh,
2020).

Certaines ligases E3 spécifiques de 1’Ubiquitine possedent plusieurs motifs SIM, ce qui leur
permet de fixer avec une forte affinité les protéines polySUMOylées (Kumar et al., 2017). Ces
enzymes E3, nommées STUbL (SUMO-targeted Ubiquitin ligases), catalysent 1’ubiquitination
de protéines polySUMOylées, ce qui aboutit a la formation de chaines mixtes SUMO-ubiquitine

et a la dégradation de ces protéines par le protéasome (Hendriks et Vertegaal, 2016).

A ce jour, deux STUbL ont été identifiées chez 'homme : 1'ubiquitine ligase E3 RNF4 (Ring-
finger protein 4) (Lallemand-Breitenbach et al., 2008 ; Tatham et al., 2008) et Arkadia
(également appelé¢ RNF111) (Erker et al., 2013).

Le substrat le plus étudi¢ de RNF4 est la protéine PML. En réponse a un stress oxydant, la
protéine PML est SUMOylée, puis ubiquitinées par RNF4, et enfin dégradée par le protéasome
(Lallemand-Breitenbach et al., 2008).
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(1)) SUMO peut entrer en compétition avec d’autres MPTs, perturbant ainsi 1’équilibre entre
les différentes formes modifiées du substrat. Aujourd’hui, plus de 6700 protéines ont été
identifiées comme cibles potentielles de SUMO. La majorité sont des protéines nucléaires
associées a des roles importants dans la régulation de la transcription, la structure de la
chromatine (Wilson et Hochstrasser, 2016), le transport nucléocytoplasmique (Ptak et Wozniak,
2017) et la réparation de 'ADN (Dantuma et van Attikum, 2016) (Figure 8).

6. Exemple de fonctions de la SUMOylation

6.1 SUMO et regulation de la transcription

De nombreuses protéines impliquées dans I’expression des geénes peuvent étre SUMOylées
(facteurs de transcription, activateurs ou répresseurs, ARN polymérases Pol I, Pol 11 et Pol 111,
etc.). Ceci suggere que la SUMOylation joue un role essentiel dans la régulation de I’expression
des genes. La SUMOylation de facteurs de transcription peut mener d’une part au recrutement
de facteurs ayant une activité de remodelage de la chromatine, et d’autre part a la formation de
complexes d’inhibition de la transcription. Bien que I’effet de la SUMOylation sur la
transcription soit dépendant du contexte, elle est généralement associée a la répression de la
transcription (Rosonina et al., 2017 ; Wotton et al., 2017 ; Boulanger et al., 2021) (Figure 9).

Par exemple, il a été montré que la SUMOylation contrdle certaines réponses immunitaires
innées, notamment en réprimant I’expression du géne Ifnb1 (codant pour la cytokine antivirale
interféron-B ; IFN-B) (Decque et al., 2016). La SUMOylation inhibe en effet I'expression du

gene Ifnb1 en réponse a un stimulus comme le LPS bactérien.

D’un point de vue mécanistique, SUMO inhibe I’expression du gene Ifnb1 en se liant a 3 régions
régulatrices, situées en amont du promoteur d’ifnbl et apparentées a des « enhancers »
(nommeées S-IRE1, SIRE2 et S-IRE3 pour SUMO-Ifnb1 ‘regulatory elements’).

La présence de facteurs SUMOylés sur ces sites permettrait d’inhiber leur activité « enhancer »
et donc de diminuer I’expression du geéne Ifnbl. L’inhibition globale de la SUMOylation dans
un modele de cellules déficientes pour le gene ubc9 conduit ainsi a une transcription forte et

prolongée du géne Ifnbl et a une forte réponse inflammatoire (Decque et al., 2016).

Plusieurs études ont cartographié la distribution de SUMO au niveau de la chromatine, en
utilisant des approches de type ChIP (ImmunoPrecipitation de la Chromatine) couplées a des

analyses transcriptomiques (Rosonina et al., 2010 ; Neyret-Kahn et al. 2013 ; Liu et al. 2012).
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Ces études montrent que la SUMOylation touche des protéines distribuées sur I’ensemble du
génome. Ces protéines SUMOylées sont observées dans les régions intergéniques, dans les
exons et les introns et principalement au niveau d’éléments régulateurs tels que les promoteurs,
les enhancers, les silencers, ou les isolateurs de la chromatine. En particulier, dans le cas des
geénes transcrits par I’ARN polymérase |1, une quantité importante de protéines SUMOylées se
trouve en amont du site de démarrage de la transcription (TSS) (Boulanger et al., 2021).

L’étude de Neyret-Kahn et al., réalisée sur des fibroblastes humains, a montré que les 3
isoformes SUMO peuvent étre observées au niveau des promoteurs de genes (Neyret-Kahn et
al., 2013). Certains protéines SUMOylées sont associées a l'expression des genes des histones,
des ARNr et des ARNt et correlent avec des niveaux élevés de recrutement des ARN
polymérases. En revanche, des protéines SUMOYylées ont également été observées au niveau de
promoteurs inactifs ou peu actifs, et corrélent avec la présence de « marques H3K27me3 », une
modification d'histone associée a un état transcriptionnellement inactif de la chromatine
(Neyret-Kahn et al., 2013).

6.2 SUMOylation et réparation de ’ADN

La SUMOylation est impliquée dans plusieurs voies de la réparation d’ADN. Par exemple,
SUMO est indispensable a I’activité de 1’enzyme de réparation thymine-ADN glycosylase
(TDG). En modifiant sa conformation, SUMO réduit I’affinité de liaison de I’enzyme TDG
pour I’ADN, ce qui permet sa libération dans le nucléoplasme (Smet-Nocca et al., 2011).

De nombreuses protéines de réparation de I'ADN, comme des nucléases, sont SUMOylées en
réponse aux dommages a I'ADN chez la Levure et chez ’'Homme (Sarangi et al., 2014).

Dans ce contexte, I’exemple le plus étudié¢ est celui de PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen), une protéine auxiliaire de I’ADN polymeérase impliquée dans la réplication et la
réparation de I'ADN.

6.3 SUMOylation et réponse aux stress

La SUMOylation est importante pour la réponse cellulaire a différents types de stress. De
multiples inducteurs de stress cellulaire peuvent diminuer ou augmenter la quantité globale de
substrats SUMOylés.
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Les chocs thermiques, les dommages a I'ADN et le stress oxydant peuvent induire une
hyperSUMOylation des protéines conjuguees a SUMO2/3 (Saitoh et Hinchey, 2000). Lors d'un
choc thermique, par exemple, une grande partie des substrats hyperSUMOylés sont impliqués
dans la réponse spécifique a ce stress (Golebiowski et al., 2009). Cette hyperSUMOylation
globale pourrait étre due a la dégradation des déSUMOylases, notamment les SENP, connues
pour étre thermosensibles, conduisant ainsi a une altération de [I'équilibre de

conjugaison/déconjugaison (Pinto et al., 2012).

Le stress oxydant est défini comme une perturbation de la balance entre la production (exogéne
ou endogene) d’espéces réactives de 'oxygene (ROS) et leur élimination par les cellules.
Produits en exces, les ROS sont toxiques et peuvent endommager plusieurs composants
intracellulaires (Sies et al., 2017). Cependant, a des niveaux faibles, la production de ROS peut
¢galement étre indispensable au bon fonctionnement de I’organisme. Dans ce cas, les ROS
agissent en tant que seconds messagers essentiels et spécifiques de nombreuses voies de

signalisation cellulaire (« Redox signaling ») (Veal et al, 2007 ; Paulsen et Carroll, 2010).

Le stress oxydant peut augmenter ou diminuer les niveaux de SUMOylation de protéines
spécifiques, en fonction des concentrations de ROS présents a un instant donné (Stankovic-
Valentin et Melchior, 2018). Ces modifications de SUMOQylation jouent un réle crucial dans la
réponse cellulaire au stress oxydant et le maintien d’un équilibre rédox optimal dans la cellule
(Tempe et al., 2008).

A des concentrations faibles, le H20. peut induire une déeSUMOylation globale via

I’inactivation transitoire des enzymes SUMO E1 et E2.

En particulier, le H2O> peut induire la formation d’un pont disulfure entre les cystéines du site
catalytique des enzymes SUMO E1 (SAE2) et SUMO E2 (UBC9), ce qui blogue de maniére
réversible la machinerie de SUMOylation (Bossis et Melchior, 2006). Cette oxydation et les
déSUMOylations associées favorisaient la survie des cellules en réponse au stress oxydant
(Stankovic-Valentin et al., 2016).

Le H>O> peut également induire une déSUMOylation globale en ciblant les déSUMOylases.
L’oxydation de plusieurs cystéines de la deSUMOylase SENP3, localisées dans un domaine
sensible a I’équilibre rédox, stabilise cette derniere en inhibant sa dégradation par le protéasome
(Huang et al., 2009 ; Yan et al., 2010). SENP3 peut ainsi déSUMOQyler une plus grande quantité
de substrats (Han et al., 2010).
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Figure 10. Modulation indirecte de la SUMOylation par les ROS. Le trioxyde d’arsenic (As203) induit un
stress oxydant aboutissant d’abord a la polymérisation des protéines PML, puis a leur SUMOylation via le
recrutement d’UBC9. La SUMOylation de PML peut éventuellement étre suivie du recrutement de STUBI, comme
la protéine RNF4, induisant la dégradation de ces protéines par le protéasome (Adapté de Jeanne ef al., 2010).
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En revanche, une forte concentration de ROS peuvent induire une hyperSUMOylation massive
en inactivant les déSUMOylases (Bossis et Melchior, 2006). L’inactivation des d¢SUMOylases
par les ROS peut étre irréversible ou réversible. Le H20: inhibe I’activité de SENP2 en oxydant
irréversiblement sa cystéine catalytique. En revanche, I’inactivation de SENP1 par le H>O:
passe par une dimérisation de cette derniére, via 1’établissement d’un pont disulfure

intermoléculaire, qui est, elle, réversible (Xu et al., 2008).

Une augmentation globale de la SUMOylation peut également étre induite par une variation de
Iactivité de SUMO E3 ligases. Une étude a montré que le H2O, pouvait en effet activer
indirectement la ligase PIAS1 en induisant sa phosphorylation. Cela favorise
I’hyperSUMOylation de certains facteurs de transcription impliquées dans la réponse au stress
oxydant (Leitao et al., 2011).

La SUMOylation peut étre modulée de fagon « indirecte » par les ROS, comme dans le cas de
la protéine PML. Cette protéine constitue 1’élément de base de complexes nucléaires nommees
« corps nucléaires PML », qui sont impliqués dans de nombreux processus biologiques comme
la sénescence ou la réponse aux infections virales. En réponse a I’exposition a des agents
oxydants forts, comme le trioxide d’arsenic (As203), les protéines PML peuvent se dimériser

via la formation de ponts disulfures intermoléculaires.

Cet assemblage de protéines PML favorise le recrutement de la machinerie de SUMOylation et
la SUMOylation de PML, qui induit en retour le recrutement de nombreuses protéines
partenaires au niveau des corps nucléaires PML (Lallemand-Breitenbach et de Thé, 2018)
(Figure 10).

6.4 Implication de la SUMOylation dans les pathologies humaines

Un grand nombre de protéines impliquées dans diverses pathologies, allant de la
neurodégénérescence au cancer, peuvent étre SUMOylées. La modulation de la SUMOylation
pourrait donc constituer une cible thérapeutique potentielle pour ces pathologies (Celen et
Sahin, 2020).

6.4.1 SUMO et cancer

De nombreuses études se sont concentrées sur le lien potentiel entre la SUMOylation et la
carcinogenese. En particulier, une dérégulation de I’expression de la protéine SUMO et surtout
de la machinerie de SUMOylation a été observée dans différents types de cancer (Seeler et
Djean, 2017 ; Gatel et al., 2020).
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Figure 11. Inhibition de la SUMQylation dans les cellules tumorales de leucémie myéloide aigué (LMA). (4)
Diminution de la SUMOylation globale des protéines conjuguées a8 SUMO1 et SUMO2/3 induite par la cytarabine
(Ara-C), la daunorubicine (DNR) ou I'étoposide (VP16) dans des cellules HL60. (B) Augmentation de I’expression
du geéne DDIT3 et diminution de la fixation de SUMO dans la région du promoteur de ce géne en réponse au
traitement par Ara-C dans des cellules de LAM (Adapté de Bossis et al., 2014).



Introduction générale

Une surexpression de I’enzyme de conjugaison UBC9 a été observée dans divers cancers
humains tels que l'adénocarcinome pulmonaire, le carcinome ovarien et le mélanome
(McDoniels-Silvers et al., 2002 ; Mo et al., 2005 ; Moschos et Mo, 2006).

La surexpression d'UBC9 dans le cancer du sein est associée a une chimiorésistance et a un
mauvais pronostic (Chen et al., 2011). La diminution du niveau d’UBC9 dans ces cellules
cancéreuses pourrait étre bénéfique. 11 a été démontré qu’une sous-expression de SAE1/SAE2

réduit également l'agressivité des cancers du sein (Kessler et al., 2012).

La SUMOylation joue également un réle important dans la réponse des cellules tumorales a
certains agents de chimiothérapies comme la cytarabine (Ara-C) ou la daunorubicin (DNR).
Ces agents, utilisés contre les leucémies myéloides aigués (LMA), induisent la production de
ROS qui inactivent la machinerie de SUMOylation dans un modeéle cellulaire de leucémie et
aboutit a une déSUMOylation massive (Bossis et al., 2014). Cette déeSUMOylation est associée
a la surexpression de certains genes pro-apoptotiques, tel que le géne DDIT3, (DNA Damage-
Induced Transcript 3) et favorise la mort des cellules traitées. De fagon intéressante, certaines
lignées cellulaires déficientes dans I’axe ROS/SUMO se révelent étre insensibles a I’action de

ces agents de chimiothérapie (Bossis et al., 2014) (Figure 11).

6.4.2 SUMOylation et maladies cardiaques

Un lien entre SUMOylation et maladies cardiaques a également été proposé dans plusieurs
études. L’équilibre SUMOylation/déSUMOylation joue un role important dans la fonction
cardiaque, en particulier dans le développement du cceur, son métabolisme et sa capacité
d’adaptation au stress (Gupta et al., 2016 ; Liu et al., 2017). Une diminution de la quantité de
SUMO1 a été associée a une insuffisance cardiaque chez I’homme et dans des modeles murins
et porcins (Kho et al., 2011). La surexpression de SUMOL, elle, améliore nettement la fonction
cardiaque chez la souris (Kho et al., 2011).

L’augmentation de la SUMOylation, médiée cette fois-ci par une surexpression de I’enzyme
UBC9, diminue la fibrose, réduit I'hypertrophie et améliore la fonction cardiaque et la survie

dans des modéles de cardiomyopathie (Gupta et al., 2016 ; Liu et al., 2017).
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6.4.3 SUMOylation et maladies neurodégénératives

Le rdle de la SUMOylation dans les maladies neurodégénératives est un domaine de recherche
actif (Princz et Tavernarakis, 2020). Les maladies neurodégénératives sont caractérisées par
I’accumulation toxique de protéines sous forme d’inclusions ou d’agrégats dans le systéme
nerveux. Il a ét¢ démontré que la conjugaison de SUMO pouvait augmenter la solubilit¢ de
certaines protéines associées a la neurodégénérescence afin d’éviter la formation d'agrégats
protéiques toxiques. Par exemple, 1’a-synucléine, une protéine fortement exprimée dans le
cerveau et associée a la maladie de Parkinson, peut étre modifiée par SUMO2 ce qui augmente
sa solubilité et bloque son agrégation (Krumova et al., 2011). En revanche, sa modification par
SUMOI favorise son agrégation et inhibe sa dégradation, contribuant ainsi au développement
de la maladie (Oh et al., 2011). De facon similaire, la surexpression de SUMO1 augmente
I’agrégation et inhibe la dégradation de la protéine Tau impliquée dans le développement de la

maladie d’Alzheimer (Luo ef al., 2014).

6.4.4 SUMOylation et maladies inflammatoires

La SUMOylation est un processus de régulation essentiel de plusieurs protéines impliquées
dans I'immunité innée et dans les réponses inflammatoires. Elle est en particulier essentielle
dans la réponse immunitaire contre divers agents pathogenes intracellulaires (virus et certaines
bactéries). Plusieurs ¢études ont suggéré que la SUMOylation pouvait étre impliquée dans

certaines maladies inflammatoires chroniques, touchant notamment 1’intestin (voir ci-dessous).
III. SUMOylation et inflammation intestinale

La SUMOylation joue un réle important dans la physiologie intestinale. Elle est essentielle dans
le maintien de I’homéostasie et le renouvellement de 1’épithélium, ainsi que dans les
interactions hote-bactéries pathogenes au cours des infections intestinales. Plus récemment, une
implication de la SUMOylation dans certaines pathologies intestinales humaines a été¢ mise en

évidence, notamment dans les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI).
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Figure 12. Structure schématique d’une villosité intestinale et d’une crypte associée. (A) Coloration a
I'hématoxyline et a 1'éosine d’une villosité intestinale et d’une crypte (Adapté d’aprés Hans, 2013). (B) Au niveau
des cryptes intestinales se trouvent des cellules souches proliférant et donnant naissance a quatre types de
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Figure 13. Role de la SUMOylation dans la prolifération des cellules souches des cryptes intestinales. Coupes
représentatives de l'intestin gréle provenant de souris témoins Ubc9** CreERT?2 et de souris invalidées Ubc9™-
/ROSA26-CreERT?2 (KO inductible). (A et B) Coloration hématoxyline/€osine montrant une déformation séveére
de la muqueuse et un raccourcissement des villosités (A), accompagnée d’une forte diminution de la taille et du
nombre de crypte dans la zone proliférative (B) des souris Ube9"- /ROSA26-CreERT2. (C et D) Coloration
immunohistochimique avec un anticorps anti-Ki67 (marqueur de prolifération) montrant que I’expression de Ki67
est beaucoup plus faible chez les souris Ubc9"- /ROSA26-CreERT2 comparée aux souris témoins.
Grossissements originaux : (A) 2 ; (B, C et D) 20 ; (Demarque ef al., 2011).
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1. SUMOylation et renouvellement de I’épithélium intestinal

L'intégrité de I'épithélium intestinal est cruciale pour préserver I'homéostasie de 1’organisme.
Le maintien de la fonction de barriere dépend de plusieurs facteurs et notamment d’un
renouvellement cellulaire rapide. Chez les mammifeéres, I’épithélium intestinal est caractérisé

par un renouvellement permanent et complet tous les 4-5 jours environ (Umar, 2010).

Le renouvellement de 1’épithélium intestinal se fait au niveau des cryptes intestinales dans
lesquelles se situent des cellules souches. Chaque 12-16h, ces cellules souches se divisent, par
mitose asymétrique, pour donner une nouvelle cellule souche et une cellule destinée a se
différencier en 4 types de cellules épithéliales se distinguant par leurs fonctions: les
entérocytes, les cellules entéro-endocrines, les cellules caliciformes (cellules a mucus) et les
cellules de Paneth (Pinto et Clevers, 2005) (Figure 12). Contrairement aux cellules de Paneth
qui restent localisees au niveau des cryptes, les entérocytes, les cellules caliciformes et les
cellules entéro-endocrines migrent de fagon continue le long de I'axe villositaire et atteignent
en environ 3 jours Pextrémité des villosités ou elles sont éliminées par mort cellulaire
programmée (apoptose) ou par extrusion (Pinto et Clevers, 2005 ; Flier et Clevers, 2009 ;
Demarque et al., 2011) (Figure 12). Le renouvellement de 1’épithélium intestinal est un

processus complexe et dynamique.

Le role indispensable de la SUMOylation dans I’homéostasie intestinale, et en particulier dans
le maintien et le renouvellement de I’épithélium intestinal, a été mis en évidence pour la

premiére fois par les travaux de Demarque et al.

Ils ont démontré, grace a des souris transgéniques KO inductibles pour I’enzyme de conjugaison
E2 UBC9, qu’une perte globale de SUMOylation induisait une altération sévére et rapide des
fonctions intestinales (se traduisant par une perte de poids corporel jusqu’a 20% et une diarrhée

aigle) et aboutissait a la mort des animaux en moins de 6 jours (Demarque et al., 2011).

La perte d’'UBC9 dans ce mode¢le affecte principalement le compartiment prolifératif de
I'intestin gréle. L’altération intestinale se traduit en premier lieu par une déformation sévere de
la muqueuse de l'intestin gréle, accompagnée d’un raccourcissement des villosités chez les
souris KO inductibles comparées aux souris témoins (Figure 13). Au niveau du compartiment
prolifératif, I’hypoSUMOylation induite par la perte d’UBC9 aboutit a une diminution sévere
de la taille et du nombre des cryptes, un arrét de la prolifération des cellules souches et une

apoptose massive au niveau des cryptes (Figure 13).
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Figure 15. Impact de la diminution de la SUMOylation sur la différenciation et la polarité des entérocytes.
Coupes représentatives de l'intestin gréle provenant de souris témoins Ubc9"* CreERT2 et de souris invalidées
Ubc9"-/ROSA26-CreERT?2. (A) Expression de la phosphatase alcaline (Alk Ph), un marqueur de différenciation
spécifique des entérocytes. La phosphatase alcaline n’est plus détectable dans le tiers inférieur des villosités
contenant les entérocytes différenciés apres la délétion du géne Ubc9. (B) Images de microscopie électronique a
transmission de la bordure en brosse des entérocytes montrant un fort raccourcissement des microvillosités au
niveau des entérocytes des mutants par rapport aux témoins. (C) Coloration au DAPI montrant une désorganisation
des noyaux des entérocytes KO pour UBC9. (D) Marquage anti-actine montrant une absence d’accumulation
d’actine du coté apicale chez les entérocytes de souris invalidées et donc une désorganisation du cytosquelette de
ces cellules. Grossissements : (A) 6000 ; (B) 20 ; (C et D) 60 (Demarque et al., 2011).
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En outre, I’absence d’UBC9 conduit également a la disparition compléte et rapide des cellules
souches a longue durée de vie Lgr5", qui sont responsables du renouvellement de 1’épithélium
intestinale (Figure 14). Une forte altération de localisation cellulaire suivie par une disparition
totale des cellules de Paneth est aussi observée en absence de SUMOylation. Ces données
illustrent le role crucial de la SUMOylation dans le maintien de I’organisation des cryptes

intestinale et dans la prolifération et la survie des cellules souches de I’épithélium intestinal.

La SUMOylation joue également un réle majeur dans le contrdle de la différenciation des
cellules caliciformes. En effet, la perte globale de SUMOylation aboutit a une perte de

spécificité et de fonctionnalité des cellules caliciformes.

L hypoSUMOylation affecte enfin la différenciation des cellules entérocytaires. En effet, un
raccourcissement des microvillosités a la surface apicale des entérocytes ainsi qu’une perte de
la polarit¢ baso-apicale, marquée par une désorganisation des noyaux des cellules
entérocytaires, est observée au niveau de 1’épithélium des souris KO pour UBC9 (Figure 15).
Enfin, I'absence de SUMOylation altére profondément I'organisation du cytosquelette d'actine

des entérocytes (Demarque et al., 2011) (Figure 15).

Plus récemment, Karhausen et al. ont montré que I’enzyme UBC9 et les protéines SUMOylées
(et plus particulierement les protéines conjuguées a SUMO?2/3) étaient abondantes au niveau

des cryptes de l'intestin gréle chez la souris.

De plus, les peptides SUMO1 et SUMO2/3 libres (c’est-a-dire non conjugués) sont exprimées
de maniere différentielle le long de I'axe crypte-villosité de I’intestin gréle et du colon. Ces
données suggeérent que la SUMOylation est fortement régulée dans des conditions

physiologiques au niveau de I'épithélium intestinal (Karhausen et al., 2018).

L’ensemble de ces données montrent que la SUMOylation est un acteur clé de 1’homéostasie

intestinale et pose la question de son role potentiel dans les pathologies intestinales.

2. SUMOylation et Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin

L'inflammation est une réponse physiologique primaire a des stress potentiellement nocifs
comme une infection ou une 1ésion tissulaire. Généralement, le role de I’inflammation est
bénéfique et essentiel pour I'organisme. Toutefois, celle-ci peut devenir néfaste si elle est non
contrdlée (en intensité ou en durée) et menace directement le maintien de I’homéostasie

intestinale.
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Figure 16. Schéma récapitulatif du role de la SUMOQylation dans la voie de signalisation NF-kB. De
nombreux facteurs impliqués dans la voie de signalisation NF-kB peuvent étre SUMOylés. Ces modifications
régulent soit positivement (+) soit négativement (-) I’activation du facteur de transcription NF-kB (Adapté de
Adorisio et al., 2017).
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Dans ce cas, la réaction inflammatoire peut provoquer des Iésions tissulaires, contribuant au

développement de maladies inflammatoires aigués ou chroniques (Karhausen et al., 2021).

Diverses études ont montré I’implication de la SUMOylation dans la régulation de facteurs clés
impliqués dans les voies de signalisation de I’inflammation (Adorisio et al., 2017). La
SUMOylation controle par exemple la voie de signalisation NF-xB, un axe central de controle

de ’expression de génes pro-inflammatoires, impliqué dans I’immunité innée et adaptative.

Le facteur de transcription NF-kB est en temps normal séquestré dans le cytoplasme par la
protéine inhibitrice IkBa (NF-kappa-B Inhibitor alpha). En réponse a de nombreux stimuli
d’origine exogene (comme des ligands de TLR ou du récepteur TNFR (Tumor Necrosis Factor
Receptor), I’activation de la voie NF-kB aboutit a la phosphorylation d’IxBa par la kinase IxB
(IKK). IKK est un complexe composé de deux sous-unités catalytiques (IKKa / IKK1 et IKK[3
/ IKK2) et d'une sous-unité de régulation IKKy / NEMO (NF-kB Essential MOdulator). La
protéine IkBa, une fois phosphorylé, est ensuite ubiquitynée et finalement dégradée par le
protéasome. Ceci permet de libérer le facteur NF-xB initialement séquestré, qui est alors
transloqué dans le noyau ou il active la transcription de génes cibles spécifiques codant par
exemple pour des cytokines pro-inflammatoires. La régulation de la voie NF-kB par SUMO se
fait a plusieurs niveaux. Elle implique différentes protéines qui seront soit activées, soit inhibées

en réponse a la conjugaison de SUMO (Mabb et Miyamoto, 2007) (Figure 16).

Le facteur [kBa peut étre lui-méme modifié par SUMO. En général, la SUMOylation d’IxBa
par SUMO1 entre en compétition avec son ubiquitination. La forme SUMOylée d’IxBa ne peut
donc pas étre dégradée par le protéasome. Cette forme favorise donc le maintien de NF-xB dans
un état « inactif », séquestré dans le cytosol (Desterro et al., 1998 ; Guo et al., 2004 ; Mabb et
Miyamoto, 2007). Il a été¢ démontré que la surexpression d’un homologue humain d’UBC9 peut
retarder la dégradation d'IkBa et l'activation de NF-kB en réponse a la stimulation par le TNFa
dans les cellules HelLa (Saltzman et al., 1998). D’autres études ont cependant montré que la
conjugaison de SUMO2/3 a IxBa pouvait au contraire augmenter 1’activité de la voie NF-«xB.
En effet, la SUMOylation d’IxBa. permet la formation de chaines mixtes entre I'ubiquitine et
SUMO2/3, ce qui augmente la dégradation d’IxBa (et donc la translocation de NF-kB dans le
noyau) (Culver et al., 2010 ; Aillet et al., 2012).

La SUMOylation peut également agir sur la protéine NEMO. Cette modification est
indispensable pour activer la voie NF-xB en réponse aux dommages a I’ADN (Hay etal., 2004 ;
Adorisio et al., 2017).
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NF-xB est un facteur de transcription constitué par un dimere de protéines. Dans les cellules de
Mammiferes, le dimére de NF-kB le plus abondant est I’hétérodimeére p65 (RelA) / p50 (Mabb
et Miyamoto, 2007). En réponse au TNFa, la sous-unité p65 de NF-xB peut elle-méme étre
SUMOylée par PIAS3. La SUMOylation de p65 réprime I’activité de transcription du facteur
NF-xB (Liu et al., 2012).

Par conséquent, SUMO joue un double réle dans la voie NF-«xB : il active certains facteurs de
la voie, pour induire une réponse immunitaire innée efficace et inhibe d’autres facteurs, afin de
prévenir une activation excessive. Cette régulation de la voie NF-kB dépendante de la
SUMOQylation est extrémement importante. Une activation trop faible ou excessive de NF-xB
peut en effet compromettre la réponse de I'n6te contre des agents pathogenes ou induire une
inflammation chronique, favorisant ainsi le développement de certaines maladies auto-

immunes (Adorisio et al., 2017).

De fagon intéressante, une étude centrée sur la réponse intestinale & un modele
d’ischémie/reperfusion a montré qu’une augmentation de la SUMOylation (en particulier des
proteines conjuguées a SUMOZ2/3) chez des souris transgéniques surexprimant UBC9
protégeait les animaux contre les dommages ischémiques et atténuait 1’inflammation
(Karhausen et al., 2018). L’hyperSUMOylation observée dans ce cadre favorise le maintien de

I'intégrité de la barriere intestinal et prévient une inflammation dérégulée.

Elle corréle notamment avec une diminution de l'expression d'IL17A, une cytokine pro-
inflammatoires clé de l'inflammation intestinale, et avec une augmentation de 1’expression

d’IL22, une interleukine aux propriétés anti-inflammatoires (Karhausen et al., 2018).

Ces résultats illustrent le role potentiel de la SUMOylation dans le contrdle de I’inflammation

intestinale.

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) regroupent principalement la
maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH). Ce sont des troubles gastro-
intestinaux caractérisés par une inflammation chronique de l'intestin. La MC se caractérise par
une inflammation transmurale et discontinue de la paroi intestinale qui peut atteindre

I’ensemble du tube digestif.

En revanche, la RCH est caractérisee par une inflammation superficielle localisée
principalement au niveau colique. Ces deux maladies évoluent par poussées inflammatoires de

durée et fréquence trés variables, séparées par des phases de rémission.
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Figure 17. Modulation de la SUMOylation dans un modéle murin de colite induite par le DSS. (A)
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I’expression d’UBC9 chez les souris traitées au DSS (chaque point noir représente une souris). (E) Diminution du
niveau de protéines conjuguées a SUMO-1 ou SUMO 2/3 chez des souris traitées au DSS (les souris « Ubc9 low »
et « Ubc9 hyperlow » sont définies en fonction du facteur de diminution d’expression d’Ubc9). (F) Diminution de
la forme SUMOylée d’ Akt chez les souris traitées au DSS (Adapté de Mustfa et al., 2018).
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Figure 18. Diminution de la SUMOylation chez les patients atteints de MICI. (A). Images de coloscopie
montrant le colon de patients sains, atteints de RCH et de MC. (B ; C) Augmentation significative de I’expression
de I’IL-8 dans des biopsies de colon de patients atteints de MC (B) ou de RCH (C). L’expression de SAE2 reste
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MICI. (D) Diminution significative de la SUMOylation (SUMO1) dans des tissus issus de biopsies coliques de
patients atteints de MC ou de RCH. (E) Diminution de la forme SUMOylée d’Aktl dans des biopsies coliques de
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L'altération de 1'expression d'UBCY était observée avant méme l'apparition des symptomes de
I'inflammation. Ceci suggere que cette diminution d'UBC9 pourrait participer au

développement de l'inflammation (Mustfa et al., 2017) (Figure 17).

Le modele DSS est un modéele expérimental trés fréquemment utilisé pour étudier la colite et
mimer chez I’animal une poussée inflammatoire homologue a celles retrouvées dans les
MICI. Le DSS diminue l'intégrité de la barricre intestinale et favorise la translocation de
composés bactériens. Ceci induit une réponse inflammatoire aigilie caractérisée par
I’augmentation de divers cytokines inflammatoires (TGF-B, IL-6, IL-17, IL-1B) et une
importante infiltration de cellules immunitaires (Kiesler et al., 2015). Il a ét¢ montré que chez
les souris DSS, I’indice de sévérité de I’inflammation (reflétant une diminution de la quantité
de cellules caliciformes, ulceres, érosions €pithéliales, infiltration de neutrophiles, etc.) est
inversement corrélé a ’expression d’UBC9 (Mustfa et al., 2017). 11 a été proposé que la forte
diminution d’UBCY, observée en réponse au DSS, induit une diminution de 1’expression et de
I’activité de régulateurs de la voie NF-kB, comme Aktl, qui sont impliqués dans les MICI

(Arranz et al., 2012).

Fait intéressant, la diminution d'Akt1 et de sa forme SUMOylée diminue I'expression de génes
inflammatoires, comme RelA, c-Fos et c-Jun chez les souris traitées au DSS, ainsi que dans des

cellules épithéliales humaines en culture invalidées pour le gene UBC9 (Figure 18).

Une diminution de la SUMOylation globale, corrélée a une forte diminution d’UBC9 a
¢galement été observée chez des patients atteints de MICI. L’indice de gravité de la maladie est
notamment inversement corrélé a ’expression d’UBCY9 ou a la SUMOylation d’Aktl

SUMOylée chez les patients atteints de MC ou de RCH (Figure 18).

L’ensemble de ces données suggere qu’une altération de la machinerie de SUMOylation, en
particulier de l'enzyme SUMO E2 UBC9, pourrait étre impliquée dans le développement et la
sévérité de I’inflammation dans les MICI (Mustfa et al., 2017).

Suivant cette logique, la méme équipe a ensuite développé un systéme de thérapie génique
visant a augmenter la SUMOylation intestinale en augmentant I'expression de la SUMO E3

ligase PIAS1 (Yavvari et al., 2019).

L’enzyme PIAS1 est notamment connue pour son role répresseur de 1'activité STATI1 et de la
voie NF-«B (Shuai et Liu, 2005 ; Liu et al., 2005 ; Pascual ef al., 2005). La surexpression de

PIAS1 induite par cette méthode de thérapie génique permet d’induire des changements
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globaux dans le SUMOylome de 1'héte et d’atténuer considérablement l'inflammation
intestinale au cours de colite induite par le DSS. Cette surexpression induit notamment une
diminution significative de 1’expression du facteur p65 de NF-xB et une diminution de la
sécrétion de divers cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, ’IL8, ’'IFN-y et I’IL-1.
Cette étude montre que la machinerie de SUMOylation, en particulier la ligase E3 PIASI,
pourrait constituer une cible thérapeutique intéressante pour le traitement de 1'inflammation liée

aux MICI (Yavvari et al., 2019).

Pour compléter ces résultats, il a ét€ montré que la déSUMOylase SENP7 était également un
acteur potentiel de la physiopathologie des MICI. En effet, une diminution globale de la
SUMOylation induite par une surexpression de SENP7 a été observée dans les cellules
¢épithéliales intestinales de patients MICI et dans un modele murin de colite induite par le DSS.
Chez les patients atteints de MC ou de RCH, I’augmentation de SENP7 était fortement corrélée
a I’indice de gravité de la maladie. En revanche, I’invalidation génétique de SENP7 dans un
modele de souris est marquée par une diminution de I'inflammation au cours d’une colite induite

par le DSS (Suhail et al., 2019).

Ensemble, ces études soulevent I’importance de 1’équilibre SUMOylation / déSUMOylation
dans le contrdle de I'inflammation intestinale et I’intérét potentiel de cibler la SUMOylation

pour le traitement des MICI.
3. SUMO et bactéries entéropathogénes

Les agents pathogenes bactériens sont connus pour interférer avec de nombreuses modifications
post-traductionnelles de la cellule hote et notamment les modifications de type ubiquitine.
Plusieurs ¢études ont notamment montré qu’au cours de l'infection, certaines bactéries
intestinales pathogenes altérent fortement la SUMOylation des protéines des cellules

intestinales via différents mécanismes.

. Listeria monocytogenes

Les travaux de Ribet e al. 2010 étaient les premiers a mettre en évidence qu’un pathogéne
bactérien peut interférer avec la SUMOylation de cellules épithéliales intestinales (Ribet ef al.,
2010).

En effet, l'infection des cellules épithéliales humaines par Listeria monocytogenes, 1’agent

pathogene responsable de la listériose, induit une dégradation spécifique d’UBC9.
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Figure 19. Diminution des protéines SUMOQylées de I’hote lors d'une infection par Listeria monocytogenes.
(A) Diminution globale des protéines conjuguées 8 SUMO1 (panneau supérieur) ou SUMO2/3 (panneau inférieur)
dans des cellules HeLa infectées par Listeria monocytogenes (L.m.), par comparaison a des cellules non infectées
(-) ou incubées avec Listeria innocua (L.i.), une espéce de Listeria non pathogéne. (B) Diminution de la
SUMOylation globale des protéines de cellules incubées avec la LLO, une toxine sécrétée par L. monocytogenes.
(C) Dégradation spécifique d'UBC9 induite par la toxine LLO (Adapté de Ribet et al., 2010).
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Comme UBC9 est la seule enzyme E2 codée par le génome humain, son inhibition bloque la
SUMOylation dans les cellules infectées et conduit a une déSUMOylation globale des protéines
de I'hote. La dégradation d’UBC9 est induite par la formation de pores dans la membrane
plasmique de I'hote par la toxine bactérienne listériolysine O (LLO), qui joue un rdle

fondamental dans la virulence bactérienne.

Une hyperSUMOylation induite par la surexpression de SUMOI1 ou de SUMO2 dans des
cellules épithéliales humaines provoque une diminution de 1’efficacit¢ d’infection par L.
monocytogenes (Figure 19). Ceci suggere que la modulation de la SUMOylation par Listeria
altere 'activité de protéines clés de I'hote, comme des facteurs de transcription, afin de favoriser

la réplication ou la survie de la bactérie dans les cellules humaines (Impens et al., 2014).

De fagon intéressante, d'autres toxines bactériennes de la méme famille que LLO et sécrétées
par d’autres pathogénes extracellulaire induisent, tout comme LLO, la dégradation d’UBC9. Le
ciblage de la machinerie de SUMOylation de 1'h6te pourrait donc €tre une stratégie largement

utilisée par différentes bactéries pathogenes (Ribet et al. 2010).

e FEscherichia coli

La toxine de la colibactine, produite par une souche pathogéne d'Escherichia coli (pks™ E. coli)
associ¢e au cancer colorectal (CCR), peut également moduler la SUMOylation des cellules
intestinales de 1’hote. La bactéric pks® E. coli induit I’augmentation de l'expression du
microARN miR 20a-5p, qui cible et diminue I’expression de la déSUMOylases SENP1 de
I’héte. L’inhibition de I’expression de SENP1 induit I’augmentation de la SUMOylation du
facteur de transcription p53. Cela favorise 1'émergence de cellules sénescentes sécrétant des
facteurs de croissance favorisant la croissance tumorale et par conséquent la carcinogenese
colorectale (Dalmasso ef al., 2014).

Plus récemment, il ét¢ démontré que la SUMOylation des cellules épithéliales intestinales de
I'hote pouvait également €tre modulée en réponse a une infection par des Escherichia coli
adhérentes invasives associées a la maladie de Crohn (AIEC) (Martin et al., 2004 ; Dalmasso
et al.,2019). En effet, il a ét¢€ démontré que les bactéries AIEC entrainaient une diminution de
la SUMOylation globales des protéines des cellules épithéliales intestinales, et que cela

favorisait leur réplication intracellulaire et, par conséquent, leur efficacité d’infection.
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Cette diminution de la SUMOylation des protéines de 1’hdte est provoquée par 1’adhésion des
bactéries AIEC sur les cellules intestinales via la protéine de surface FimH. Lors de leur
adhésion, les AIEC induisent I’expression d’un miRNA (miR-18) qui cible et inhibe
spécifiquement I’expression de la SUMO E3 ligase PIAS3 dans des cellules intestinales
humaines en culture (Wu et al., 2013 ; Dalmasso et al., 2019). La déSUMOylation ainsi induite
par les AIEC inhibe la réponse autophagique des cellules infectées, pouvant expliquer

I’augmentation de la réplication intracellulaire des bactéries (Dalmasso ef al., 2019).

o Shigella flexneri

L'inhibition de la machinerie de la SUMOylation a également été observée lors de 1’infection
par Shigella flexneri, I’agent pathogene responsable de la dysenterie bacillaire. A la différence

de Listeria, les mécanismes utilisés ne reposent pas sur la sécrétion de toxines bactériennes.

Dans le cas de Shigella flexneri, Lapaquette et al. ont montré que l'infection était associée a un
influx de calcium dans la cellule hote. Ce flux calcique active les calpaines de I’hote, qui sont
des protéases qui vont cliver SAE2, l'un des deux composants de lI'enzyme SUMO El1

(Lapaquette et al., 2017).

L’inhibition de la SUMOylation qui en résulte favorise l'entrée de Shigella dans les cellules
hotes (Fritah et al., 2014 ; Lapaquette ef al., 2017). Une autre étude indépendante a proposé que
S. flexneri induisait une forte diminution des protéines conjuguées par SUMO1 et SUMO2 via
la dégradation protéasome-dépendante de 1’enzyme UBC9 (Sidik et al., 2015). Comme dans le
cas de Listeria, la surexpression de SUMO?2 in vitro dans des cellules épithéliales intestinales

diminue I’internalisation de Shigella.

D’autre part, des souris KO pour UBC9 sont plus sensibles a Shigella et présentent une
augmentation de la perméabilité intestinale accompagnée d’une forte réponse inflammatoire.
Ceci passe notamment par une diminution de la SUMOylation de facteurs transcriptionnels

connus pour promouvoir la réponse inflammatoire tels que PPARy et c-Fos (Fritah et al., 2014).

Ces données soulignent I’importance de la SUMOylation dans la réponse antibactérienne de
I’héte contre I’infection par Shigella en diminuant deux étapes clés de la shigellose : I'invasion

et la destruction inflammatoire de 1'épithélium intestinal (Fritah et al., 2014).
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e Salmonella Typhimurium

Dans le cas de ’infection par Salmonella Typhimurium, la diminution de la SUMOylation des
protéines des cellules hotes passe 1’augmentation de I’expression de deux miARN (miR30c et
miR30e) réprimant I’expression d’UBC9 (Verma et al., 2015). La déSUMOylation induite par
S. Typhimurium permet de favoriser sa réplication. La surexpression de SUMO1 conduit a la

diminution du nombre de bactéries dans la cellule infectée.

Ces différentes études indiquent que dans le cas des bactéries entériques pathogenes, la
diminution de la SUMOylation des protéines des cellules intestinales de I’hdte est cruciale pour
la survie et la réplication bactérienne. Elle joue également un rdle important dans
I’inflammation induite en réponse a I’infection au niveau de la muqueuse intestinale. Il est tres
intéressant de constater que plusieurs agents pathogeénes ciblent les enzymes de la machinerie
de SUMOylation, mais en utilisant des mécanismes distincts (Figure 20). Ceci illustre
probablement un exemple de convergence évolutive et souligne I’importance pour ces
pathogenes d’interférer avec la SUMOylation de la cellule hote pour assurer une infection

efficace.

1V. Le microbiote intestinal
1. Définition et généralité

Le microbiote désigne I’ensemble des bactéries, virus, champignons et protozoaires
commensaux, vivant dans un environnement spécifique et en symbiose avec leur hote.
Différents microbiotes existent au sein de I’organisme humain : le microbiote intestinal, le
microbiote cutané, le microbiote des voies respiratoires et le microbiote vaginal chez la femme.

(Marteau et Dore, 2017).

Le microbiote intestinal est le plus abondant. Il colonise tout le tractus gastro-intestinal humain.

Sa densité est maximale au niveau du colon.

Il se répartit entre la lumicre du tube digestif et le mucus présent a la surface de 1’épithélium
intestinal. Le microbiote intestinal contient une trés grande quantité de bactéries. On estime
qu’il existe environ 103 a 10'* bactéries au niveau intestinal, soit 1 & 10 fois le nombre de

cellules qui composent le corps humain (Sender ef al., 2016).
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La co-évolution entre I'hote et son microbiote intestinal a abouti a une relation mutuellement
bénéfique dans laquelle les bactéries intestinales apportent des contributions essentielles a la
santé¢ humaine. En effet, a I’état d’équilibre, ces bactéries jouent un rdle indispensable dans les
fonctions digestives, métaboliques, immunitaires et physiologiques de 1’hote. Le role du
microbiote intestinal dans I'homéostasie du corps humain fait qu'il est considéré comme un
organe a part entiere. En effet, ces derniéres années, le microbiote intestinal est devenu 1'objet
de recherches biologiques et médicales approfondies et la connaissance des espéces résidentes
et de leur capacité fonctionnelle ne fait qu’augmenter (Thursby et Juge, 2017). L’altération de
la composition du microbiote intestinal et/ou de son activit¢ métabolique (aussi appelé
dysbiose), est un phénomene observé dans de nombreuses pathologies. Il existe a 1’heure
actuelle de trés nombreuses études se focalisant sur le role potentiel du microbiote dans

1’étiologie de ces pathologies (Cani, 2017).

2. Composition et diversité

Une grande partie des travaux a ce jour se sont concentrés sur les especes (principalement

bactériennes) composant le microbiote intestinal.

Les techniques actuelles d’identification de ces especes, notamment le s€équencage a haut débit
des génes codant les ARN ribosomiques 16S (ARNr 16S), ont permis de dresser le catalogue
des bactéries présentes dans le microbiote intestinal et de comparer la composition du
microbiote entre des individus sains et des patients atteints de pathologies variées. L’avantage
de ces techniques est qu’elles ne nécessitent pas de cultiver les bactéries du microbiote pour les
identifier (on estime que 60-80% des bactéries du microbiote intestinal sont non cultivables

(Adak et Khan, 2019).

Aujourd’hui, nous savons qu’il existe 25 fois plus de geénes dans le microbiote intestinal que
dans le génome humain et que ce microbiote est composé d’environ 1000 especes bactériennes
différentes, regroupées en 7 phyla principaux : les Firmicutes, les Bacteroidetes, les
Actinobacteria, les Proteobacteria, les Fusobacteria, les Verrucomicrobia et les
Cyanobacteria. Les Firmicutes, les Bacteroidetes et les Actinobacteria représentent a eux-seuls

plus de 95% du microbiote intestinal chez I’Homme (Adak et Khan, 2019) (Figure 21).
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Les phyla bactériens sont distribués de maniére différentielle tout au long du tractus gastro-
intestinal. En effet, la quantité et la diversité des bactéries augmentent le long du tractus digestif
de l'estomac au colon. Le colon abrite la communauté bactérienne la plus dense (comprenant
10''-10'2 bactéries par gramme de matiéres fécales) mais aussi la plus métaboliquement active.
Ces variations qualitatives et quantitatives semblent étre dictées par certains facteurs

biochimiques comme le pH et la disponibilité en oxygene (Patterson ef al., 2016). (Figure 22)

I1 existe une grande variabilité interindividuelle de la composition du microbiote. Tout comme
les empreintes digitales, le microbiote intestinal est propre a chaque individu. Il n’existe qu’une
centaine d'espéces bactériennes partagées par tous, constituant le noyau phylogénétique du

microbiote intestinal humain (Marteau et Dor¢, 2017).

3. Développement et évolution du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal se construit progressivement durant les deux premicres années de la
vie. Vers I’age de 2 a 5 ans, il se stabilise de maniére définitive et ressemble au microbiote d’un
adulte en termes de composition et diversité. La composition de ce microbiote évoluera de

nouveau au cours de vieillissement (Rodriguez et al., 2015).

Les facteurs influengant la composition du microbiote intestinal dans les premieres périodes de
la vie sont les facteurs génétiques de I’hote, 1'dge gestationnel, le mode d'accouchement, le type
d’allaitement, et les traitements médicamenteux, notamment la prise d’antibiotiques, qui a 1'un

des effets les plus significatifs sur 1'écologie microbienne intestinale (Figure 23).

Le profil du microbiote chez ’enfant semble en particulier dicté par les premieres bactéries
colonisatrices que le nouveau-né regoit de sa mere pendant 1'accouchement. En conséquence,
le mode d’accouchement est un déterminant majeur de la composition du microbiote intestinale.
Le microbiote des nourrissons nés par voies naturelles est initialement dominé par les bactéries
du microbiote vaginal de la mere, notamment les genres Bifidobacteria et les Lactobacillus,
tandis que celui des nourrissons nés par césarienne acquierent des bactéries du microbiote

cutanée, comme des Staphylococcus (Backhed et al., 2015).

De maniére générale, le microbiote intestinal des nouveau-nés est caractérisé par une faible
diversité et une dominance relative de deux phyla, les Actinobacteria et les Proteobacteria.
L’alimentation sera ensuite un déterminant majeur du développement de la composition du
microbiote. En effet, les habitudes alimentaires peuvent affecter 1'abondance de certains

groupes bactériens colonisant 1’intestin des nourrissons.
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al.,2018).
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Par exemple, le lait maternel favorise la prolifération du genre Bifidobacteria ainsi que plusieurs
espeéces de Bacteroides. En revanche, le microbiote des enfants nourris par du lait maternisé

présente une plus grande abondance d’E. coli et de Lactobacillus (Backhed et al. 2015).

La diversit¢ du microbiote intestinal augmente de fagon importante aprés le sevrage et
l'introduction d'aliments solides. Les deux phyla Bacteroidetes et Firmicutes deviennent alors

les groupes bactériens les plus abondant du microbiote

Chez un individu sain, le microbiote intestinal posséde une composition relativement stable. Ce
microbiote est résilient : il peut revenir rapidement a son état d’équilibre apres une perturbation.
Cette résilience possede cependant une limite et une perturbation trop importante peut aboutir
a un nouvel équilibre, différent de I’état initial et donc a un changement durable de la

composition du microbiote, ce qu’on appelle dysbiose (Rodriguez et al., 2015)

Cette dysbiose peut se caractériser par un exces de pathobiontes (micro-organismes
potentiellement déléteres), un manque de micro-organismes bénéfiques ou une réduction de la

biodiversité¢ (Marteau et Doré, 2017) (Figure 24).

Divers facteurs extrinséques peuvent perturber la composition du microbiote intestinal chez
I’adulte tels que le stress, le mode de vie, le régime alimentaire, 1’environnement, 1’alcool, le
tabac ou les traitement médicamenteux (notamment une antibiothérapie) (Thursby et al., 2017)
(Figure 23). Ces perturbations peuvent en retour, affecter la physiologie de 1’hote et contribuer
a la physiopathologie de plusieurs maladies tels que le syndrome métabolique, 1’obésité ou le
diabete de type 2 (Palau-Rodriguez et al., 2015). 1l a également été propos€ que ces dysbioses
puissent altérer la communication entre 1’intestin et le systéme nerveux central (axe intestin-
cerveau) et participer au développement de pathologies comme les troubles du comportement

alimentaire (Breton et al., 2019).

Pour de nombreuses pathologies, le lien de causalit¢ entre dysbiose intestinale et
développement de la maladie n’a pas ¢été mis en évidence. Il existe donc encore un gros travail
de recherche a effectuer pour démontrer le role de ces dysbioses intestinales dans ’apparition

des symptomes de la maladie ou leur maintien (Cani, 2017).

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin font partie des pathologies pour
lesquelles le microbiote intestinal pourrait jouer un réle important. Par exemple, une diminution
importante de la biodiversité des Firmicutes a ét€ observée chez des patients souffrant de MICI

(Nishida et al., 2018) (Figure 25).
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Une diminution de Faecalibacterium prausnitzii, une bactérie abondante du microbiote
intestinal ayant des propriétés de type « anti-inflammatoires », a notamment été observée chez

ces patients (Cao et al., 2014).

La démonstration du réle du microbiote dans le développement d’une pathologie est un point
essentiel car il ouvre la voie a l'utilisation de stratégies thérapeutiques visant a restaurer

1I’équilibre du microbiote intestinal et a préserver la symbiose entre le microbiote et son hote.

Les approches les plus courantes pour moduler la composition du microbiote impliquent
I’administration de prébiotiques et/ou de probiotiques. Les prébiotiques sont des oligo- ou
polysaccharides alimentaires indigestibles comme les galacto-oligosaccharides (GOS) et
fructo-oligosaccharides (FOS) qui favorisent sélectivement la croissance et/ou I’activité de

certaines bactéries bénéfiques déja présentes dans le microbiote (Chen et al., 2017).

Les probiotiques sont quant a eux des micro-organismes vivants (bactéries ou levures) qui,
lorsqu'ils sont administrés en quantités suffisantes, ont un effet bénéfique sur la physiologie de
I’hote. En pratique clinique, les probiotiques les plus utilisés sont certaines souches de
Bifidobacterium ou de Lactobacillus et la levure Saccharomyces boulardii. Ces especes sont
disponibles sous forme de médicaments, dans des aliments ou des compléments alimentaires

(Marteau et Dore, 2017).

Les probiotiques et les prébiotiques peuvent étre associés au sein d’un seul produit, on parle de
synbiotique dont 1’objectif est de bénéficier de ’effet synergique de ces deux produits et
particulierement, de potentialiser les propriétés biologiques des probiotiques. On trouve
également d’autres stratégies plus récentes comme les postbiotiques. Les postbiotiques
correspondent aux métabolites sécrétés par les micro-organismes du microbiote, qui exercent
des effets bénéfiques sur ’hote de manicre directe ou indirecte. Ils peuvent s'agir d'acides gras
a chaines courtes, d’acides organiques, de peptides, de protéines, de vitamines ou d'enzymes

(Zotkiewicz et al., 2020).

4. Les principaux roles du microbiote intestinal

Les bactéries du microbiote communiquent de facon intense avec les cellules intestinales et,

indirectement, avec tout I’organisme.
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Figure 26. Effet « barriére » direct et indirect du microbiote intestinal. (a) Exclusion compétitive de
pathogenes ; (b) Occupation des sites d’adhérence ; (c) Sécrétion de molécules antimicrobiennes comme les
bactériocines. 2. Effet indirect : (3) stimulation de la production de peptides antimicrobiens ; (4) augmentation de

1’épaisseur de la couche de mucus (Marteau et Doré, 2017).
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En effet, le microbiote intestinal agit comme un organe métabolique a part entiére contribuant
a I’homéostasie de I’hote, tout en assurant diverses fonctions, principalement la digestion et
I’extraction d'énergie des aliments, la maturation du systeme immunitaire ou encore la défense

contre les pathogenes intestinaux.

4.1 Effet barriére et protection contre les agents pathogénes

Le microbiote intestinal constitue une barriere « microbiologique » contre les bactéries
pathogenes en empéchant celles-ci de s’installer et de proliférer au niveau de 1’épithélium

intestinal.

Cet effet barriere implique plusieurs mécanismes dépendants directement ou indirectement du
microbiote intestinal. L’effet direct du microbiote est li€ principalement a la compétition entre
le microbiote résidant et les pathogenes pour les nutriments disponibles et les sites d’adhérence
(niches écologiques). Par ailleurs, certaines bactéries du microbiote sécretent des bactériocines
qui vont cibler et détruire d’autres especes du microbiote (compétition inter-spécifique) mais
également d’éventuels pathogeénes. En parallele des bactériocines, d’autres métabolites
bactériens spécifiques, comme certains acides gras, inhibent la croissance d’especes
bactériennes pathogeénes en diminuant localement le pH (Marteau et Doré, 2017). Les bactéries
du microbiote peuvent également convertir les acides biliaires primaires en acides biliaires

secondaires qui ont une activité inhibitrice sur certains pathogenes (Czepiel et al., 2019).

En paralléle, les bactéries commensales sont capables de renforcer les barrieres naturelles de

I’organisme contre les pathogénes de fagon indirecte.

En effet, les bactéries commensales sont capables de stimuler la production de peptides
antimicrobiens par les cellules épithéliales ou la sécrétion d’anticorps de classe IgA par les
lymphocytes B de la muqueuse intestinale (Jandhyala et al., 2015 ; Thursby et Juge, 2017)
(Figure 26). Certaines bactéries du microbiote peuvent ¢galement renforcer les jonctions
serrées entre les cellules épithéliales, ce qui permet de maintenir I’intégrit¢ de la barricre

intestinale (Xu J et al., 2019).

Enfin, le microbiote intestinal joue un role indispensable dans le développement et la maturation

du systéme immunitaire inné et adaptatif de I’intestin.
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Ce role essentiel a été mis en évidence par des études comparatives entre des souris axéniques
(élevées en milieu stérile et donc dépourvues de microbiote) et des souris conventionnelles
(élevées en milieu non stérile et donc possédant un microbiote). Les souris axéniques présentent
une plus grande susceptibilité aux infections et de graves déficiences immunitaires marquées
principalement par une diminution du nombre de lymphocytes intra-épithéliaux, une hypoplasie
des plaques de Peyer, mais également une réduction de 1'épaisseur du mucus et une diminution

de la sécrétion d’anticorps IgA dans la lumiere intestinale (Rooks et Garett, 2016).

Ces anomalies observées chez les souris axéniques ne se limitent pas a la muqueuse intestinale
et sont également observées au niveau de la rate et des ganglions lymphatiques présentant des

follicules lymphocytaires atrophiés.

De fagon tout a fait intéressante, la simple recolonisation de ces souris par une ou quelques
especes bactériennes permet de restaurer la plupart de ces défauts immunitaires en quelques

semaines (Mazmanian ef al., 2005).

Le microbiote intestinal permet donc de stimuler en permanence le systéme immunitaire de
I’héte et de le maintenir « en alerte ». Cependant, il est important de noter qu’il existe une
tolérance du systéme immunitaire vis-a-vis des bactéries commensales du microbiote. Il est en
effet indispensable que le systéeme immunitaire distingue les bactéries pathogenes des bactéries
commensales et qu’il n’induise pas de réponses immunitaires permanentes contre les bactéries
du microbiote. En effet, ces réponses risqueraient d’entrainer des inflammations fortes et
d’interférer avec les fonctions intestinales. Grace a cette tolérance, le systéme immunitaire
intestinal est capable de reconnaitre les antigénes propres au microbiote intestinal sans induire

de réponses inflammatoires déléteres (Rodriguez ef al., 2018)

Par conséquent, la stimulation permanente du systéme immunitaire par les bactéries du
microbiote intestinal est indispensable non seulement pour son développement et sa maturation
mais aussi pour le maintien de I’homéostasie intestinale, de la fonction de barriére de

1’épithélium ou encore de 1’équilibre entre réponses pro et anti-inflammatoires.

4.2 Role du microbiote dans I’homéostasie de la muqueuse intestinale

Le microbiote intestinal joue un role prépondérant dans le maintien de 1’organisation

structurelle de la muqueuse intestinale.
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Le microbiote intestinal est en particulier impliqué dans la sécrétion de la couche de mucus

recouvrant les cellules épithéliales du tractus digestif.

Chez les souris axéniques, le nombre de cellules caliciformes (sécrétant ce mucus) est plus
faible (Paone et Cani, 2020). Les souris axéniques présentent d’autre part une surface intestinale
réduite, une atrophie villositaire, une vascularisation de I’intestin plus faible ainsi que des
activités enzymatiques digestives réduites par rapport a des souris conventionnelles (Gérard et
Bernalier-Donadille, 2007). Le renouvellement de 1’épithélium intestinal apparait ralenti en
absence de microbiote, avec une augmentation de la durée du cycle cellulaire et une diminution
de la vitesse de génération de nouvelles cellules épithéliales au niveau des cryptes (Jandhyala

etal.,2015).

Le microbiote intestinal contribue également a I’angiogenese intestinale. Ainsi, les réseaux de
vaisseaux sanguins des villosités intestinales de souris axéniques sont beaucoup moins denses
comparés aux souris conventionnelles. Cette diminution de la vascularisation peut nuire a la
digestion et a l'absorption des nutriments (Jandhyala et al., 2015). Fait intéressant, il a été
démontré que certaines bactéries commensales comme Bacteroides thetaiotaomicron sont
impliquées dans la restauration de l'angiogenése intestinale ainsi que dans la maturation du

systeme digestif (Stappenbeck et al., 2002).

Enfin, la comparaison des profils d’expression génique de ’intestin gréle distal de souris
axéniques et conventionnelles a montré que plusieurs genes impliqués dans le métabolisme
énergétique cellulaire, le transport de nutriments (lipides, glucides...) ou encore la réponse aux

hormones était modulée par le microbiote (Gérard et Bernalier-Donadille, 2007).

4.3 Fonctions métaboliques du microbiote

L’une des activités métaboliques majeure du microbiote intestinal est la synthese de vitamines.
Ces vitamines sont importantes pour la survie et la prolifération des bactéries, mais elles jouent
¢galement un réle crucial dans le métabolisme et la physiologie de 1’hote, qui est incapable de

les produire seul.

Les Mammiferes sont par exemple dépendants du microbiote pour I’acquisition de la vitamine
K, un cofacteur essentiel dans la synthese de divers facteurs de coagulation. En effet, des rats
axéniques non supplémentés en vitamine K montrent une faible activité de coagulation et
développent par conséquent des hémorragies plus fréquemment que des rats conventionnels

(Rowland et al., 2018).
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Les vitamines du groupe B sont également principalement produites par le microbiote : I’acide
folique (vitamine B9), impliqué dans la synthése et la réparation de 1'ADN, ainsi que la
cobalamine (vitamine B12) sont principalement produite par les Bifidobacteria (Degnan et al.,

2014).

La biotine (vitamine BS), la riboflavine (vitamine B2) et la thiamine (vitamine B1) sont

produites par les Bacteroidetes (Rowland et al., 2018).

Le microbiote intestinal est également indispensable au contrdle de 1'homéostasie énergétique
de 1'hdte et en particulier dans le maintien du poids corporel. Des études comparatives entre la
prise alimentaire des souris axéniques et conventionnelles ont démontré qu’en absence du
microbiote, les souris nécessitaient jusqu’a 30 % d’apport calorique supplémentaire pour
maintenir leur masse corporelle par rapport a des animaux conventionnels (Gérard et Bernalier-
Donadille, 2007). Les souris axéniques développent également moins de graisse corporelle par
rapport aux souris conventionnelles. La recolonisation de souris axéniques avec un microbiote
intestinal standard aboutit a une augmentation de leur masse grasse, malgré une réduction de

leur prise alimentaire de 30 % (Backhed et al., 2004).

L’effet du microbiote sur le métabolisme énergétique de 1’hdte et son poids corporel passe par
des mécanismes tres variés régulant la capacité de métabolisation des lipides et des glucides de
I’alimentation (Patterson et al., 2016) et le transport des lipides dans la circulation sanguine
(Rabot et al., 2010). Le microbiote joue d’autre part un role important dans la régulation du
comportement alimentaire, via I’axe de communication microbiote-intestin-cerveau (Wang et

Wang, 2019).

Une fonction métabolique majeure du microbiote intestinal est sa capacité a dégrader certains
nutriments non digestibles par 1’hote. Au niveau colique, la dégradation de ces différents
nutriments permet aux bactéries de récupérer 1’énergie nécessaire a leur croissance et au
maintien de leurs fonctions cellulaires. Les produits de ces dégradations peuvent d’autre part

étre libérés par les bactéries et utilisés par I’organisme hote (Ramakrishna, 2013).

Les polysaccharides complexes issus des fibres alimentaires non digestibles font partie de ces
nutriments utilisables uniquement par les bactéries du microbiote (principalement des membres
des phyla Bacteroidetes et Firmicutes). En effet, les cellules humaines ne possedent pas les

enzymes nécessaires a leur dégradation.
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La fermentation de ces polysaccharides par les bactéries conduit principalement a la production
d’acides gras a chaines courtes (SCFA : Short Chain Fatty Acids) comme l'acétate, le
butyrate et le propionate, et, en plus faibles quantités, d’autres acides organiques (lactate,
formate et succinate) et des gaz (hydrogene, dioxyde de carbone et méthane) (Adak et Khan,
2019). En parallele des SCFA, le microbiote intestinal produit également des acides gras a
chaines ramifiées (BCFA : Branched Chain Fatty Acids) notamment I'isobutyrate,
l'isovalérate et le 2-méthylbutyrate, qui sont issus de la fermentation protéique (Portune et al.,

2016 ; Adak et Khan, 2019) (Figure 27).

5. Les SCFA

Les SCFA sont des acides gras volatils, possédant une chaine de moins de six atomes de
carbone. Ces SCFA comprennent I’acide formique, I’acide acétique, 1’acide propionique,

I’acide butyrique et ’acide valérique.

Les SCFA en solution existent soit sous forme acide (par exemple : CH3-CH2-CH2-COOH =
acide butyrique), soit sous forme basique (par exemple : CH3-CH2-CH2-COO" = butyrate). La
forme acide est non chargée alors que la forme basique est chargée négativement. La capacité
de ces deux formes a diffuser a travers la membrane plasmique des cellules intestinales sera
donc différente (voir ci-dessous). Le pKa de ces couples acide/base étant compris entre 3 et 4,

la forme majoritaire des SCFAs a pH neutre est la forme basique (Hamer et al., 2007).

Les principaux SCFA produits au niveau intestinal sont l'acétate, le propionate et le butyrate.
Ils constituent plus de 95% des SCFA identifiés au niveau du coélon chez I’homme. Leurs
quantités respectives montrent généralement un rapport d’environ 3 : 1 : 1. Ainsi, l'acétate est
le SCFA le plus abondant et représente plus de la moiti¢ des SCFA du cbélon (Rios-Covian et
al.,2016) (Figure 28).

La production des SCFA dépend principalement du régime alimentaire et de la composition du
microbiote (Sun et al., 2017). Dans ce contexte, la consommation d’un régime a forte teneur en
protéines ou en graisse et d’un régime a faible teneur en fibres alimentaires aboutit a une

réduction de la production des SCFA (Russel et al., 2011).

L’acétate est produit par la plupart des especes prédominantes du microbiote telles que les
Bacteroides, les Clostridium, les Bifidobacterium, les Ruminococcus et les Fusobacterium. Le
propionate est principalement synthétisé par les bactéries du phylum Bacteroidetes, en

particulier par les especes du genre Bacteroides (Ramakrishna, 2013).
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Le butyrate quant a lui, est principalement produit par un petit nombre de bactéries intestinales
du phylum des Firmicutes, comme Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale,

Eubacterium hallii, Roseburia spp et Ruminococcus bromii (Gérard et Bernalier-Donadille,

2007).

Une fois produits, les SCFA peuvent €tre soit rapidement absorbés par les cellules épithéliales
du cdlon soit etre détectés par des récepteurs membranaires spécifiques couplés aux protéines

G (GPCR) appelés Free Fatty Acid Receptor (FFAR) (Sun et al., 2017).

5.1 Diffusion des SCFA dans les cellules intestinales

Le mécanisme d’entrée des SCFA dans les cellules épithéliales du colon dépend de la « forme »
des SFCA (forme acide, protonée et non chargée (R-COOH) ou forme basique, non protonée
et chargée négativement (R-COO") (Gasaly ef al., 2021). A pH faible, la majorité¢ des SCFA se
trouve sous forme acide (non chargés et partiellement hydrophobes) et peut traverser la
membrane plasmique des cellules épithéliales de 1’intestin par diffusion passive (Stein ef al.,
2000). A pH>6, les SCFA sont majoritairement sous forme basique (partiellement hydrophobes
mais chargés négativement) et ne peuvent pas traverser les membranes plasmiques

spontanément. Un transport facilité est donc indispensable (Tazoe et al., 2008).

La diffusion facilitée des SCFA est assurée par 2 transporteurs membranaires : MCT1/Slc16al
et SMCT1/Slc5a8. MCT1/SLC16al est un transporteur de faible affinité pour les SCFA couplé
a D’export d’ions H'. Il est principalement impliqué dans l'entrée de SCFA au niveau de
1’épithélium colique dans le cas d’une alimentation standard caractérisée par des concentrations
luminales de SCFA ¢levées. Slc5a8, est un transporteur de haute affinité, en particulier pour le

butyrate, couplé a I’export d’ions Na™.

Ce transporteur est essentiel dans le cas d’une alimentation pauvre en fibres, entrainant de
faibles concentrations en SCFA. Les bactéries du microbiote et le butyrate luminal favorisent

I'expression de MCT1 et de SMCT 1 dans le colon (Sun et al., 2017 ; Sivaprakasam et al., 2018).

Le pH du contenu luminal du tractus digestif peut varier de facon trés importante en fonction
du segment considéré. Le pH est voisin de 2 au niveau de I’estomac, puis il se neutralise
progressivement pour atteindre 6,5 dans I’intestin gréle proximal et 7,5 dans I’intestin gréle
distal. Il rediminue a 6,2 au niveau du colon droit (possiblement di a la présence de SCFA) puis

réaugmente a 6,8 au niveau du colon gauche/rectum (Nugent ef al., 2001).
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Figure 30. Absorption et transport des SCFA. Les SCFA peuvent pénétrer dans les entérocytes par diffusion
passive ou par diffusion facilitée (via les transporteurs MCT1 et SMCT1). Une fois absorbés, les SCFA peuvent
étre transportés dans la circulation sanguine via différentes voies, et libérés dans les tissus périphériques cibles tels
que le muscle squelettique, le foie et le tissu adipeux. Les SCFA peuvent aussi étre détectés par les entérocytes et
des cellules immunitaires spécifiques de la lamina propria et du tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale
via les récepteurs GPR41, GPR43 et GPR109a et induire différentes cascades de signalisation (Adapté de Van der

Hee et M.Walls, 2021).
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Bien que la forme majoritaire des SCFA dans I’intestin et le colon reste la forme basique, la
proportion relative de forme acide peut atteindre 1-5% dans les segments intestinaux présentant
un pH entre 6 et 6,5 (Hamer et al., 2007).

Au niveau intestinal, les SCFA constituent une ressource énergétique importante et participent

au maintien des fonctions de la barriere épithéliale.

Ces SCFA représenteraient 5 a 10% des besoins énergétiques humains (Royall et al., 1990 ;
Duncan et al., 2007). Le butyrate est en particulier considéré comme la principale source

d'énergie des colonocytes.

Les SCFA ayant pénétré dans les cellules intestinales peuvent ensuite atteindre la circulation
sanguine pour étre distribué dans différents organes périphériques. Fait intéressant, chacun des
trois principaux SCFA semble agir de maniere différente sur le métabolisme et la fonction de
plusieurs tissus périphériques, y compris, le tissu adipeux, le foie et le muscle squelettique
(Figure 29) (Sunetal., 2017). Par exemple, les SCFA semblent réguler I'homéostasie hépatique
des lipides et du glucose. L’acétate et le propionate sont métabolisés dans le foie, ou ils servent
de sources d’énergie (Thursby et Juge, 2017). L'acetate est le principal substrat de la lipogenese
hépatique, ainsi que de la biosynthése du cholestérol, contribuant ainsi a des taux sériques
élevés de cholestérol, tandis que le propionate semble étre un inhibiteur efficace de ces deux

processus (Yu et al., 2019).

5.2 Voies de signalisation induites par les SCFA

Les SCFA peuvent réguler I’appétit et I’apport énergétique en agissant comme des molécules

de signalisation.

Les récepteurs GPR41 (FFAR3), GPR43 (FFAR2) et GPR109a sont des récepteurs couplés aux
protéines G spécifiquement actives par les SCFA. Fait intéressant, chaque SCFA semble avoir
des degrés d’affinité différent pour ces récepteurs: le récepteur GPR41 est activé
principalement par le propionate tandis que le récepteur GPR109a est spécifiquement activé par
le butyrate. Le récepteur GPR43 est lui principalement activé par l'acétate et le propionate et a
un niveau moins important par le butyrate. Ces récepteurs sont fortement exprimés au niveau
de la muqueuse gastro-intestinale. Cependant, on les trouve également au niveau d’autres types
cellulaires comme les cellules immunitaires ou les adipocytes (Priyadarshini et al., 2018)
(Figure 30).
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Au niveau colique, I’activation des récepteurs GPR43 et GPR41 présents sur les cellules L
entéroendocrines par les SCFA stimule la sécrétion d’hormones clés du métabolisme comme le

peptide YY (PYY) et le peptide GLP-1 (Glucagon-like Peptide 1) dans la circulation sanguine.

Le PYY ralentit le transit gastro-intestinal et donc améliore 1’absorption des nutriments tandis
que le GLP-1 est une hormone hypoglycémiante favorisant la sécrétion d’insuline (Lin et al.,
2012 ; Yu et al., 2019).

Une signalisation accrue par les récepteurs GPR43 et GPR41 en réponse a une supplémentation
en acétate, propionate et butyrate (ou un mélange des trois) semble prévenir la prise de poids,
augmenter la satiété, améliorer la sensibilité a I'insuline et diminuer l'adipogenése (Heimann et
al., 2016 ; Holmes et al., 2020).

Il a d’autre part été montré que I’activation de GPR41 par les SCFA au niveau des adipocytes

induit I'expression de la leptine, une hormone de la satiéte (Zaibi et al., 2010).

Les SCFAs contribuent également au renouvellement de I’épithélium intestinal. Le butyrate,
par exemple, est impliqué dans le renforcement de l'intégrité de la barriere intestinale via
I’augmentation de I’expression des protéines de jonctions serrées et la synthese de la mucine
(Maetal., 2012 ; Thurshy et Juge, 2017).

5.3 SCFA et régulation de ’inflammation

Les SCFA jouent un réle essentiel dans la régulation du systeme immunitaire et la réponse
inflammatoire (Koh et al., 2016). lls semblent en particulier étre des facteurs importants dans
I’apparition ou le maintien des MICI (Silva et al., 2018 ; Parada Venegas et al., 2019 ; Lavelle
et Sokol, 2020 ; Gasaly et al., 2021).

L’importance des SCFA dans la régulation de I’inflammation intestinale peut étre illustrée par
I’effet de I’inactivation des récepteurs des SCFA dans divers modéles expérimentaux des MICI
(Kim et al., 2013). 1l a été montré que des souris invalidées pour le récepteur GPR43 et le
récepteur GPR109a présentaient une sensibilité accrue a la colite induite par le DSS (Maslowski
et al., 2009 ; Masui et al., 2013 ; Singh et al., 2014 ; Macia et al., 2015). En revanche,
I’administration d’un agoniste du GPR43 protége les souris conventionnelles contre
I’inflammation (Agus et al., 2016). De méme, une augmentation de la production de SCFA
induite par une supplémentation en fibres dans I’alimentation diminue I’inflammation dans un
modeéle de colite induite par le DSS ou le TNBS chez la souris (Macia et al., 2015 ; Oppong et
al., 2015).
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Chez ’homme, une diminution de I'expression du récepteur GPR43 a été observée chez les
patients atteints de la maladie de Crohn (MC) en phase aigué/active ou en phase de
repos/rémission (Agus et al., 2016). La fréquence et I’intensité des 1ésions inflammatoires
observées dans la rectocolite hémorragique (RH) est d’autre part inversement proportionnelle

a la concentration locale en SCFA (Cotran et al., 1999).

De nombreuses études ont rapporté une diminution des concentrations fécales de SCFA et en
particulier de la quantité des bactéries productrices de butyrate chez les patients atteints de MICI
(Vernia, 1988 ; Takaishi et al., 2008 ; Huda-Faujan et al., 2010 ; Machiels et al., 2014 ;
DeGruttola et al., 2016).

Cette diminution de SCFA est corrélée a I’« activité » de la maladie. En particulier, les patients
en rémission présentent des taux de butyrate plus élevés que les patients en phase « active »

sévére (Kumari et al., 2013).

L’abondance de Faecalibacterium prausnitzii, ’une des principales bactéries commensales
productrices de butyrate, est inversement corrélée a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires au niveau intestinal. La perte de F. prausnitzii est un facteur prédictif de la
récidive de la MC (Marteau et Doré, 2017). Il a été montré que F. prausnitzii réduit la sévérité
de I’inflammation chronique, aigué, a bas grade ou encore I’inflammation induite par le DSS
dans des modéles murins (Sokol et al., 2008 ; Martin et al., 2014 ; Martin et al., 2015 ; Lopez-
Siles et al., 2017).

Les effets « anti-inflammatoire » des SCFA sont principalement médiés par l'inhibition de
cibles intracellulaires, notamment les histones désacétylases (HDAC), ou par l'activation des
récepteurs GPR41, GPR43 et GPR109a (Bhutia et al.,2015) (Figure 31).

Ces métabolites agissent sur de nombreux types cellulaires comme les colonocytes, les cellules

dendritiques (DC), les macrophages et les lymphocytes T (Gasaly et al., 2021).

o Effet des SCFA sur la différenciation des lymphocytes T CD4*
Les SCFA, principalement le butyrate et le propionate, peuvent induire la différenciation des

cellules T CD4" naives en cellules T régulatrices Treg FOXP3" sécrétrices de cytokine anti-
inflammatoires, comme 1’IL-10 (Smith et al., 2013 ; Furusawa et al., 2013 ; Beek et al., 2017).
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Ces lymphocytes Tre Foxp3™ jouent un rdle essentiel dans le maintien de 1’homéostasie
immunitaire et dans 1’inhibition de l'inflammation intestinale. Cette sous-population
lymphocytaire est diminuée chez les patients atteints de MICI (Khalili ef al., 2018). De fagcon
logique, des souris invalidées pour GPR109a présentent une sensibilité¢ accrue a la colite,
associée a une inhibition de la différenciation des cellules T naives en Treg €t @ une diminution

des taux d’IL-10 dans le célon (Singh ef al.,2014).

De méme, I’administration d’acétate diminue 1I’inflammation en augmentant I’expression d'IL-
10 dans un modele de colite au DSS chez des souris sauvages mais pas chez des souris

invalidées pour le récepteur GPR43 (Masui et al., 2013).

o Effet des SCFA sur linflammasome

L’activation des récepteurs GPR43 et GRP109A par les SCFA (acétate et butyrate) permet
¢galement de maintenir I’intégrité de I’épithélium intestinal via I’activation de I’inflammasome
(Singh et al., 2014 ; Macia et al., 2015). Des souris invalidées pour NLRP3, un constituant
essentiel de I’inflammasome, présentent une colite exacerbée en réponse au DSS (Zaki ef al.,
2010 ; Macia et al., 2015). L’activation de I’inflammasome permet la sécrétion d'IL-18, une
interleukine impliquée dans le maintien de I'intégrité de 1’épithélium intestinal et qui contribue
a I'homéostasie intestinale et a la protection contre la colite (Nowarski et al., 2015 ; Shao et al.,

2015).

e Effet des SCFA sur la voie NF-kB

Un autre mécanisme proposé pour expliquer 1’effet « anti-inflammatoire » des SCFA est que
ces derniers modulent la voie de signalisation NF-kB (Rooks ef al., 2016 ; Prada Venegas et
al., 2019). En effet, le blocage de cette voie par les SCFAs dans des cellules épithéliales
intestinales humaines comme les T84, les HT-29 ou les Caco-2 permet de diminuer la
production de cytokines pro-inflammatoires (Tedelind ef al., 2007 ; Asarat et al., 2015 ; Prada
Venegas et al., 2019). Par exemple, un prétraitement de cellules Caco-2 avec du butyrate, du
propionate ou de l'acétate bloque la sécrétion d'IL-8 et d'IL-6 en réponse au TNFa (Hang et al.,
2018). Il est important de noter que 1’IL-8 est surexprimée par les cellules intestinales des

patients atteints de rectocolite hémorragique ou de maladie de Crohn (Koétken ef al., 2016).
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Une étude clinique a montré que le traitement de biopsies coliques de patients atteints de MC
avec du butyrate diminuait 1’expression du TNFa en bloquant la voie NF-kB (Segain et al.,
2000).

Les SCFA, et en particulier le butyrate, peuvent inhiber la voie NF-kB en ciblant une
modification de type ubiquitine nommée Neddylation (Kumar et al., 2007). Une des étapes

essentielles de la voie NF-«xB est la dégradation de la protéine IxB-a par le protéasome.

Cette dégradation fait suite a I’ubiquitination d’TkBa par un complexe ubiquitine ligase appelé
E3-SCFPTCP,

L'activité de cette ubiquitine ligase est régulée par la Neddylation, qui correspond a la
conjugaison du polypeptide NEDDS sur la sous-unité Cullin-1 (Cul-1) de ce complexe (Parry
et al., 2004).

Le blocage de la Neddylation de Cul-1 entraine une inactivation du complexe ubiquitine ligase
E3-SCFPTCP et donc bloque la dégradation d’IkBa et ’activation de la voie NF-kB. De fagon
tout a fait intéressante, Kumar et al., ont montré que le butyrate pouvait induire la perte de
neddylation de Cul-1 en inactivant I’enzyme impliquée dans la conjugaison de NEDDS. Cette
inactivation repose sur l'induction d’un stress oxydant dans les cellules intestinales et la
génération transitoire d'especes reactives de I'oxygene (ROS), entrainant une inactivation par
oxydation du résidu cystéine catalytique de I’enzyme de conjugaison NEDD8 UBC12 (Kumar
et al., 2009).

e Effet des SCFA dans le traitement des MICI

L’ensemble de ces données suggerent que les SCFA pourrait étre utilisés pour traiter

I’inflammation incontrdlée observée durant les phases actives des MICI.

De nombreuses études ont évalué l'effet de ’administration du butyrate ou d’autres SCFA
(acétate et propionate) chez les patients atteints de MICI (Thibault et al., 2007 ; Silva et al.,
2018). Bien que certaines études aient rapporté des effets bénéfiques des SCFA (Scheppach et
al., 1992 ; Vernia et al., 1995 ; Luhrs et al 2002 ; Vernia et al., 2003 ; Hallert et al., 2003 ; Di
Sabatino et al., 2005), d’autres ont décrit des résultats contradictoires (Breuer et al., 1997 ;
Hamer et al., 2008 ; Hamer et al., 2010 ; Tominaga et al., 2018 ; Kaczmarek et al., 2020).

Par exemple, I’administration orale de butyrate a permis de réduire I’inflammation intestinale

chez des patients atteints de la maladie de Crohn (Di Sabatino et al., 2005).
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L’administration de comprimés de butyrate a également amélioré les aspects histologique et

endoscopiques chez les patients atteints de RCH (Vernia et al., 2000).

Chez les patients atteints de RCH, des lavements au butyrate permettent de diminuer Il'indice
d'activité de la maladie en inhibant ’activation de la voie NF-kB dans la muqueuse colique
(Luhrs et al., 2002). Enfin, le traitement des patients atteints de RCH avec des lavements
contenant un mélange de SCFA (acétate, propionate et butyrate) augmente le taux de rémission

chez ces patients (Patz et al., 1996).

L utilisation de lavements contenant un mélange de SCFA en complément d’autres molécules
comme l'acide 5-aminosalicylique ou la corticothérapie chez des patients RCH a également

permis d’augmenter le taux de succes de ces traitements (Vernia et al., 2003).

A Tinverse, certaines études n’ont décrit aucune efficacité pour des traitements avec SCFA
chez les patients atteints de MICI (Scheppach et al., 1996 ; Breuer et al., 1997 ; Hamer et al.,
2008 ; Hamer et al., 2010 ; Tominaga et al., 2018 ; Kaczmarek et al., 2020). L’étude de Hamer
et al. n’a indiqué aucun bénéfice des lavements de butyrate chez des patients atteints de RCH
en rémission (Hamer et al., 2010), tandis que des lavements contenant un mélange de SCFA

n’ont abouti a une rémission clinique que dans un petit nombre de patients (Breuer et al., 1997).

Certains facteurs peuvent expliquer les résultats contradictoires de ces etudes cliniques sur les
effets des SCFA. La plupart des études implique des groupes de patients relativement restreints
(Kaczmarek et al., 2020). Il existe également de nombreuses variations entre les études : par
exemple, les patients difféerent par leur origine ethnique, leur age, leur sexe. La sévérité de la
maladie pourrait bien sdr également jouer un réle dans I'efficacité des SCFA (Kaczmarek et al.,
2020).

L’utilisation des SCFA dans le traitement des MICI reste donc potentiellement intéressante
mais leur mode d’administration, les doses utilisées et les contextes pathologiques précis dans

lesquels ils présentent un réel intérét restent a définir précisément.

6. Les BCFA

Les BCFA sont une classe d'acides gras possédant un ou plusieurs groupements « méthyl » sur
leur chaine carbonée. Les trois BCFA les plus abondants dans I’intestin sont 1’isobutyrate,
I’isovalérate et le 2-méthylbutyrate. Ils sont produits a partir de la fermentation d’acides aminés
branchés (BCAA) comme la valine, I’isoleucine et la leucine par les bactéries du microbiote

intestinal (Figure 32).
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Le role biologique des BCFA a ét¢ beaucoup moins étudi¢ que celui des SCFA (Cummings et
al., 1987). Les bactéries intestinales productrices de BCFA sont en particulier peu caractérisées
(Rios-Covian et al., 2016). Elles regroupent des bactéries possédant une grande diversité de
protéases principalement des genres Bacteroides et Clostridium (Rios-Covian et al., 2020). Plus
récemment, la bactérie Clostridium sporogenes a ¢t¢ identifié¢e comme productrice majeure

d’isobutyrate, d’isovalérate et de 2-méthylbutyrate (Dodd et al., 2017).

La concentration locale de BCFA augmente progressivement du colon proximal vers le cdlon

distal (Macfarlane and Cummings, 1991 ; Macfarlane ef al., 1992).

La production de ces métabolites semble dépendre de la source d’énergie disponible ainsi que
du pH du milieu. Une étude in vitro a montré que les bactéries protéolytiques du microbiote
intestinal produisaient des BCFA lorsqu’elles étaient cultivées avec des peptides comme
principale source de carbone a un pH de 6,8, alors que 1’ajout de glucides a pH 5,5 a ces cultures
réduisait la formation de BCFA (Smith et Macfarlane, 1998). Un régime alimentaire riche en
protéines va, lui, favoriser un basculement de la fermentation glucidique vers la fermentation
des protéines par les bactéries intestinales, aboutissant a une augmentation de la concentration
en BCFA (Pieper et al., 2012 ; Aguirre et al., 2016 ; Hald et al., 2016). De la méme facon, des
compléments alimentaires composés de glucides complexes provoquent une diminution des
taux fécaux de BCFA (Francois ef al., 2014) alors que la supplémentation protéique induit une
production plus élevée de ces métabolites par le microbiote intestinal (Russell ef al., 2011). La
production de BCFA dans la lumiére intestinale est donc dépendante du régime alimentaire (en
particulier de la disponibilité en acides aminés branchés), mais aussi, bien stir, des préférences

métaboliques des especes bactériennes présentes.

L’age est également un facteur majeur affectant la synthése des BCFA chez I’homme. En effet,
la quantité de BCFA semble étre corrélée positivement avec 1'age. Il a été montré notamment
que le rapport SCFA / BCFA ¢tait diminué¢ de maniére significative chez des personnes agées

de 66 a 95 ans par rapport a des nouveau-nés (Rios-Covian et al., 2020).

A ce jour, on en sait trés peu sur le devenir et le métabolisme des BCFA chez I'homme en
particulier au niveau des cellules épithéliales intestinales. Tout comme les SCFA, ces
métabolites peuvent exister sous forme acide (non chargée) ou basique (chargée négativement)
(Chu and Montrose, 1995). Leur diffusion dans les cellules intestinales se fera donc soit de

facon passive, soit de fagon facilitée par des transporteurs.
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La spécificité des transporteurs prenant en charge les BCFA reste mal caractérisee (en

particulier leur capacité a « distinguer » les BCFA des SCFA).
Les colonocytes semble avoir la capacité de métaboliser I'isobutyrate (plus que les entérocytes).

Le butyrate peut, lui, inhiber de maniére compétitive le catabolisme de I'isobutyrate dans ces
cellules, ce qui suggere que 1'isobutyrate puisse servir de source d’énergie alternative dans les

colonocytes dans le cas d’une faible disponibilité du butyrate (Jaskiewicz et al., 1996).

Les BCFA ont été identifiés comme étant des ligands potentiels des récepteurs GPR41 et
GPR43. L’isobutyrate et 'isovalérate se fixent préférentiellement sur le récepteur GPR41 (Le
poul et al., 2003 ; Schmidt et al., 2011).

L’isobutyrate semble posséder une affinité plus importante pour ces deux récepteurs que
I’isovalérate (Le poul et al., 2003). Les effets médiés par ’activation de ces récepteurs par les
BCFA dans la physiologie de I'hdte restent mal caractérises (Krautkramer et al., 2021). Fait
intéressant, l'isovalérate s’est récemment révélé étre un ligand d'OIfr558, un récepteur exprime
par les cellules entérochromaffines qui contrélent la sécrétion de seérotonine (un
neurotransmetteur impliqué dans la régulation du comportement, de la perception de la douleur
et de I’anxiété) (Bellono et al., 2017). Par ailleurs, certaines études indiquent que les MICI
pourraient étre (en partie) liés a une modification de la signalisation sérotoninergique des cellule
entérochromaffine (Meijerink, 2021). Ces données pourraient suggérer un réle potentiel de
I'isovalérate médié par I’activation du récepteur Olfr558 dans la régulation de I’axe microbiote-

intestin-cerveau au cours des MICI.

Les BCFAs pourraient jouer un rdle dans les mouvements ioniques a travers 1’épithélium
intestinal. Zaharia et al. (2001) ont démontré que I’isobutyrate stimule 1'absorption colique de
Na* dans un modele in vitro de colonocytes. En outre, Diener et al. (1993) ont montré que
I'incubation de cryptes coliques avec de l'isobutyrate active un échangeur Na*/ H* (NHE3) situé
sur la membrane apicale des entérocytes, facilitant ainsi I'absorption de NaCl. Fait intéressant,
une étude récente a montré qu’une réduction d’activité de NHE3 chez ’homme induit le
développement de diarrhées. De méme, la déplétion de NH3 chez la souris induit des diarrhées
et entraine un gonflement de I’intestin gréle, du caecum et du colon (Xue et al., 2020). Ces
résultats suggerent donc que les BCFA jouent un role important dans la physiologie intestinale
en ciblant le NHE3.
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D'autre part, certaines publications ont établi des corrélations entre les quantités de BCFA et
certaines maladies comme I’anorexie mentale et la dépression. En effet, une augmentation des
quantités d’isovalérate dans les selles de patients souffrant de dépression a été observeée,

corrélant avec une augmentation du taux de cortisol (Szczesniak et al., 2016).

De méme, une augmentation des quantités de BCFA a été observée dans les selles des patientes

anorexiques (Mack et al., 2016).

Ces observations ne permettent cependant pas de déterminer si I’altération des quantités de
BCFA joue un role dans I’étiologie de la pathologie ou si elle est simplement la conséquence
indirecte d’une altération de la composition du microbiote ou de I’alimentation des patients

dans le cas de I’anorexie.

Fait intéressant, une diminution des niveaux d’isobutyrate, de 2-méthylbutyrate et d’isovalérate
a éte observée chez des patients atteints de rectocolite hémorragique par rapport a des temoins
sains (Le Gall et al., 2011). Chez ces patients, aucune différence dans les niveaux de BCAA
n’a été observée suggérant que cette diminution des BCFA soit due a une diminution de
I'abondance des bactéries productrices de BCFA (Le Gall et al., 2011). Les bactéries
commensales productrices de BCFA pourraient donc avoir un effet bénéfique dans certaines
pathologies intestinales comme les MICI. Il a d’autre part été montré que, tout comme les
SCFA, les BCFA pouvaient moduler la réponse immunitaire en particulier en ciblant les

lymphocytes B sécréteurs d’IgA (Guo et al., 2019).

En plus de I’isobutyrate, de I’isovalérate et du 2-methyl butyrate, les BCFA incluent des acides
gras a longue chaine carbonée (et ramifiée) nommées LC-BCFA (Long-Chain BCFA). Les LC-
BCFA sont présents en grande quantité au niveau de la peau et dans le vernix caseosa (une
substance cireuse qui recouvre la peau du feetus) (Nicolaides et al., 1972). lls sont également
retrouvés dans les membranes lipidiques de nombreuses espéces bactériennes (Ran-Ressler et
al., 2013). Les LC-BCFA peuvent enfin étre directement apportés par I’alimentation (Taormina
et al., 2020).

Les LC-BCFA semblent avoir des effets bénéfiques sur la santé de ’homme. Ils possedent
notamment un effet anti-inflammatoire. Ces LC-BCFA peuvent en particulier diminuer
I'expression de I'lL-8 (une cytokine pro-inflammatoire) en réponse a du LPS bactérien dans un
modeéle de cellules épithéliales intestinales humaines. Comme indiqué précédemment, I'lL-8 est
un médiateur inflammatoire important au cours de la rectocolite hémorragique et de la maladie
de Crohn.
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Ainsi, les LC-BCFA pourraient jouer un role dans la modulation des réponses inflammatoires
induites par les MICI. Par ailleurs, Ran-Ressler et al. ont montré qu’un régime compos¢ d’un
mélange de LC-BCFA pouvait diminuer I’inflammation dans un modele d'entérocolite

nécrosante (ECN) chez le rat (Ran-Ressler ef al., 2011).

Cette ¢tude a également montré que l'administration orale de LC-BCFA pouvait modifier la
composition du microbiote en augmentant 1’abondance relative de bactéries possédant des taux

importants de LC-BCFA dans leurs membranes.
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Objectifs de la theése

Les objectifs de ce travail de theése sont :

(1) d’étudier ’'impact de métabolites produits par les bactéries commensales du
microbiote intestinal, notamment les BCFA et les SCFA, sur la SUMOylation des

protéines intestinales.

(2) de déterminer les conséquences de ces changements de SUMOylation sur ’activité des

cellules et sur la physiologie de ’intestin.

Dans un premier temps, nous avons évalué 1’effet des BCFA et des SCFA sur le profil global
de SUMOylation des protéines de deux lignées de cellules épithéliales intestinales (cellules
Caco-2 et T84). Nous avons en particulier déterminé les conditions optimales d’action de ces

métabolites (concentration, temps d’incubation, dépendance au pH).

Dans un second temps, nous avons caractérisé les mécanismes par lesquels ces métabolites

agissent sur la SUMOylation des cellules intestinales.

Enfin, nous avons étudié¢ les conséquences fonctionnelles des variations de SUMOylation
induites par ces métabolites sur la physiologie des cellules intestinales, et plus particulierement

sur la voie NF-xB.
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Abstract

The gut microbiota produces a wide variety of metabolites, which interact with intestinal cells
and participate to host physiology. These metabolites regulate intestinal cell activities by
modulating either gene transcription or post-translational modifications of gut proteins. The
effect of gut commensal bacteria on SUMOylation, an essential ubiquitin-like modification in
intestinal physiology, remains however unknown. Here, we show that short chain fatty acids
(SCFAs) and branched chain fatty acids (BCFAs) increase protein SUMOylation in different
intestinal cell lines. We demonstrate that the hyperSUMOylation induced by SCFAs/BCFAs is
pH-dependent and results from the passive diffusion of these fatty acids through intestinal cell
plasma membrane. Once inside cells, SCFAs/BCFAs trigger the inactivation of
deSUMOylases, which are enzymes involved in the deconjugation of SUMO, via the induction
of an oxidative stress. This inactivation favors SUMO-conjugation reactions and promote the
hyperSUMOylation of chromatin-bound proteins. In order to determine the impact of these
modifications on intestinal physiology, we focused on the NF-kB signaling pathway, a key
player in inflammation known to be regulated by SUMOylation. We demonstrated that the
hyperSUMOylation induced by SCFAs/BCFAs inhibits the activation of the NF-kB pathway
by blocking the degradation of the inhibitory factor IkBa in response to TNFa. This results in
a decrease in pro-inflammatory cytokines expression such as IL8 or CCL20, as well as a
decrease in intestinal epithelial permeability in response to TNFa.

Together, our results reveal that fatty acids produced by gut commensal bacteria regulate
intestinal physiology by modulating SUMOylation and illustrate a new mechanism of
dampening of host inflammatory responses by the gut microbiota.

Keywords

Gut microbiota, Short Chain Fatty Acids (SCFAs), Branched Chain Fatty Acids (BCFAs),
SUMOylation, intestinal inflammation, post-translational modifications, host-bacteria
interactions.
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Introduction

The gut microbiota produces a wide variety of metabolites diffusing to the intestinal mucosa
and modulating intestinal cell activities (Gasaly et al., 2021). Some of these metabolites may
even cross the intestinal barrier and reach distant organs via the bloodstream or via nerve
communications. Fatty acids constitute a major class of metabolites produced by intestinal
bacteria. They include the so-called Short Chain Fatty Acids (SCFAs), which are carboxylic
acids with aliphatic tails of 1 to 6 carbons (Koh et al., 2016). Acetate, butyrate and propionate
are the main SCFAs produced in the human colon and derive from the anaerobic catabolism of
dietary fibers and proteins by intestinal bacteria (Parada Venegas et al., 2019; Blaak et al.,
2020). Branched Chain Fatty Acids (BCFAs), such as isobutyrate, isovalerate or 2-
methylbutyrate, constitute another class of bacteria-derived fatty acids with one or more methyl
branches on the carbon chain. BCFA mostly derive from the breakdown of proteins by intestinal
bacteria, and more particularly from the catabolism of branched-chain amino-acids (valine,
leucine and isoleucine, producing isobutyrate, isovalerate or 2-methylbutyrate, respectively)

(Blachier et al., 2007).

Fatty acids regulate intestinal cell activities by various mechanisms. They may bind to specific
receptors expressed on intestinal cells, such as GPR41/FFAR3, GPR43/FFAR2 and GPR109A,
and activate various signaling pathways (Kimura et al., 2020). Fatty acids may also directly
enter into intestinal cells by passive diffusion or by facilitated transport. Once in intestinal cells,
they participate to the cell metabolism. For example, colonocytes were shown to use butyrate
as a major energy source or, alternatively, isobutyrate when butyrate availability is low
(Roediger, 1980; Jaskiewicz et al., 1996). Finally, fatty acids may regulate intestinal cells
activity by interfering with post-translational modification such as neddylation (Kumar et al.,
2007; Kumar et al., 2009). The impact of fatty acids on other ubiquitin-like modifications in

intestinal cells has not been described yet.
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SUMOylation is an ubiquitin-like modifications consisting in the covalent addition of SUMO
(Small Ubiquitin-like MOdifier) peptides to target proteins. Five SUMO paralogs have been
identified in humans that share 45-97% sequence identity. SUMO1, SUMO2 and SUMO3,
which are the most studied paralogs, can be conjugated to both overlapping and distinct sets of
proteins (Flotho and Melchior, 2013). The conjugation of SUMO to lysine residues of target
proteins is catalysed by an enzymatic machinery composed of one E1 enzyme (SAE1/SAE2),
one E2 enzyme (UBCY) and several E3 enzymes (Cappadocia and Lima, 2018). SUMOQylation
is a reversible modification as the isopeptide bond between SUMO and its target can be cleaved
by specific proteases called deSUMOylases (Kunz et al., 2018). The consequences of SUMO
conjugation on target proteins are very diverse and include changes in protein localization,
stability, activity or interactions with other cellular components (Flotho and Melchior, 2013;

Zhao, 2018; Chang and Yeh, 2020).

SUMOylation plays essential roles in intestinal physiology as it limits detrimental inflammation
while participating to tissue integrity maintenance (Demarque et al., 2011; Karhausen et al.,
2021). Interestingly, several intestinal bacterial pathogens were shown to interfere with
epithelial cell SUMOylation (Ribet and Cossart, 2018). Listeria monocytogenes, for example,
secretes a pore-forming toxin triggering the degradation of the host cell E2 SUMO enzyme and
the rapid loss of SUMO-conjugated proteins (Ribet et al., 2010; Impens et al., 2014).
Salmonella enterica serovar Typhimurium also targets the host E2 SUMO enzymes during
infection by inhibiting its translation via miRNA-based mechanisms (Verma et al., 2015).
Shigella flexneri, finally, similarly switches off the SUMOylation machinery by triggering a
calpain-dependent cleavage of the SUMO E1 enzyme SAE2 in infected cells (Lapaquette et al.,
2017). In contrast to these examples of pathogens dampening intestinal cell SUMOylation, the

impact of gut commensal bacteria on the SUMOylation of intestinal proteins remains unknown.
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We investigate here whether bacterial metabolites derived from the gut microbiota regulate
intestinal cell activities by modulating host protein SUMOylation. We demonstrate that
bacterial fatty acids induce an hyperSUMOylation in intestinal cells, which dampens

inflammatory responses and promotes intestinal epithelial integrity.

Material and Methods

Animals

Animal care and experimentation were approved by a regional Animal Experimentation Ethics
Committee (APAFIS#21102-2019061810387832 v2) and complied with the guidelines of the
European Commission for the handling of laboratory animals (Directive 2010/63/EU). All

efforts were made to minimize suffering of animals.

Eight-weeks-old C57BlI/6JRj male mice (Janvier Labs, Le-Genest-Saint-Isle, France) were
housed at 23°C (5 animals/cage) with a 12-h light-dark cycle in regular open cages. All animals
were fed with a non-sterilized standard rodent diet (3430.PM.S10, Serlab, France). Drinking
water was not sterilized. After 1 week of acclimatization to the animal facility, animals were
split in two groups (5-10 animals/group): one group had no antibiotic treatment and were
gavaged once a day with drinking water, while the other group received antibiotics by oral
gavage once a day. For oral gavages, mice received a volume of 10 pulL/g body weight of
drinking water supplemented with 0.1 mg/mL Amphotericin-B, 10 mg/mL Ampicillin, 10
mg/mL Neomycin trisulfate salt hydrate, 10 mg/mL Metronidazole and 5 mg/mL Vancomycin
hydrochloride (Tirelle et al., 2020). This solution was delivered with a stainless steel tube
without prior sedation of the mice. To prevent fungal overgrowth in the antibiotic-treated
animals, mice were pre-treated with Amphotericin-B for 3 days before the beginning of the
protocol (Tirelle ef al., 2020).
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As for antibiotic treatment, Amphotericin-B was delivered by oral gavage (10 pL/g body weight

of drinking water supplemented with 0.1 mg/mL Amphotericin-B) (Tirelle et al., 2020).

At the end of the study, all animals were euthanized by an intraperitoneal injection of an
overdose of ketamine (200 mg/kg BW) and xylazine (20 mg/kg BW). Cessation of heartbeats
and non-responsiveness to noxious stimulus (hind paw pinch) were used as criteria to verify
death. Different intestinal segments were then removed, frozen in liquid nitrogen and stored at

-80°C.
Protein extraction from mouse intestinal tissues

Intestinal tissues were mechanically lysed using bead beating in a buffer containing 50 mM
HEPES pH 8.0, 8 M urea buffer, supplemented with 10 mM N-ethyl-maleimide (NEM; SUMO
protease inhibitor). Tissue lysates were then centrifugated for 15 min at 13,000xg at 4°C.
Supernatents were collected, mixed with one volume of Laemmli buffer (125 mm Tris-HCI [pH
6.8], 4% SDS, 20% glycerol, 100 mm dithiothreitol [DTT], 0.02% bromphenol blue) and

anlyzed by immunoblotting.
Cell culture

CACO2 (American Type Culture Collection (ATCC)-HTB-37), HeLa (ATCC-CCL2) and T84
(ATCC CCL- 248) cells were cultivated at 37°C in a 5% CO; atmosphere. CACO2 and HeLa
cells were cultivated in Minimum Essential Medium (MEM) (Eurobio) supplemented with 2
mM L-Glutamine (Invitrogen), 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Eurobio), non-essential
aminoacids (Sigma), 1| mM sodium pyruvate (Gibco) and a mixture of penicillin (10000U/mL)
and streptomycin (10mg/mL). T84 cells were cultivated in DMEM/F12 (Dulbecco's Modified

Eagle Medium F-12) (Eurobio) supplemented with 10% FBS and 2.5 mM L-Glutamine.

CACO2 and T84 cells were seeded in wells at a density of 1.1x10° cells/cm? and 1.7x10°

cells/cm?, respectively, the day before incubation with BCFAs or SCFAs.
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Before treatments, cell culture medium was replaced by HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution;
Sigma). Cells were then treated as indicated in the text and directly lysed with Laemmli buffer.
For BCFAs and SCFAs treatments, 100 mM stock solutions in water were first prepared from
the corresponding acidic form (e.g. isobutyric acid) or from the sodium salt of the corresponding
basic form (e.g. sodium isobutyrate) and then further diluted in cell culture media (HBSS).
When needed, the pH of cell culture medium was set using either 0.1 M NaOH or 0.1 M HCl
solution. For treatments with ROS inhibitors, CACO?2 cells were pre-incubated for 30 min with
5 mM N-acetyl-cysteine (NAC) or 10 uM Diphenyleneiodonium (DPI) and then incubated for
1 h with 5 mM isobutyric acid or isovaleric acid. For TNFa treatments, CACO2 cells were first
incubated with BCFAs or SCFAs for 1 hour and then incubated with 100 ng/mL TNFa. For
immunoblotting and qRT-PCR analyses, cells were lysed after 30 min or 1h of incubation with
TNFa, respectively. For Transepithelial electrical resistance (TEER) measurements, cells were

incubated for 24h with TNFa.

Immunoblot analyses

Cell lysates and protein extracts from intestinal tissues in Laemmli buffer were boiled for 5
min, sonicated and protein content was resolved using SDS-polyacrylamide gel electrophoresis.
Proteins were then transferred on PVDF membranes (GE Healthcare) and detected after
incubation with specific antibodies using ECL Clarity Western blotting Substrate (BioRad).
Primary and secondary antibodies used for immunoblot analyses are described in
Supplementary Table S1. All displayed immunoblots are representative of at least three
independent experiments. Quantifications of proteins were performed on a ChemiDoc Imaging

System (Bio-rad).
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Detection of Reactive Oxygen Species

Detection of ROS was adapted from (Kim et al., 2019). Luminol was dissolved in NaOH 0.1
M to obtain a 50 mM stock solution. A stock solution of 1000 U/mL HRP (HorseRadish

Peroxidase) was prepared in parallel in PBS (Phosphate-Buffered Saline).

After treatment with BCFAs or SCFAs, CACO2 and HeLa culture media were collected and
centrifugated for 5 min at 13,000xg at room temperature. The pH of these culture media was
then buffered to 7.5 to avoid pH-dependent interferences with luminol activity. Luminol (1 mM
final concentration) and HRP (4 U/mL) were finally added to each culture media and

luminescence was quantified immediately on a luminometer (Tecan).

DeSUMOpylase activity

DeSUMOylase activity assays were adapted from (Kunz et al., 2019). CACO2 and T84 cells
grown in 12-well plates were scraped in 100 pL lysis buffer (Tris HCI pH 8.0 50 mM, EDTA
5 mM, NaCl 200 mM, Glycerol 10%, NP40 0,5%). Negative controls were prepared by adding
10 mM N-ethymaleimide (NEM; Sigma-Aldrich) to cell lysates. Recombinant human SUMO1-
AMC and SUMO2-AMC proteins (R&D Systems) were diluted in parallel to 500 nM in Assay
buffer (Tris HCI pH 8.0 50 mM, Bovine Serum Albumin (BSA) 100 pg/mL, Dithiothreitol
(DTT) 10 mM). For each measurement, 10 pL of cell lysate were mixed with 40 uLL of SUMO-
AMC containing Assay buffer and fluorescence (Aex=380 nm; Agm=460 nm) was recorded for
30 min at 37°C on a Flexstation 3 microplate reader (Molecular Devices). Measurement were
performed in duplicate. DeSUMOylase activities were determined by calculating the initial rate
of fluorescence emission in each lysate and by normalizing by the quantity of proteins in the
corresponding sample, determined in parallel using BCA assays (Pierce™ BCA Protein Assay

Kit).
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Cell fractionation

CACO?2 cells incubated or not with 5 mM isobutyric, isovaleric or butyric acids for 5 h were
washed once at room temperature in PBS, collected by scraping in ice-cold PBS, and then

centrifugated at 130xg at 4°C for 3 min.

Cell pellets were then lysed in 5 volumes of ice-cold E1 buffer (50 mM HEPES-KOH pH 7.5;
140 mM NaCl; I1mM EDTA; 10% glycerol; 0.5% NP-40; 0.25% Triton X-100; 1 mM DTT;
protease inhibitors [complete protease inhibitor cocktail tablets; Roche]) and centrifugated at
1,100xg at 4°C for 2 min. The supernatants (corresponding to cytosolic fractions) were then
collected. Pellets were additionally washed twice in 5 volumes of E1 buffer. After 10 min of
incubation on ice, pellets were centrifugated again at 1,100xg at 4°C for 2 min and resuspended
in 2 volumes of ice-cold E2 buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0.5
mM EGTA,; protease inhibitors). These suspensions were centrifugated immediately at 1,100xg
at 4°C for 2min and supernatants (corresponding to nuclear soluble fractions) were collected.
Pellets were additionally washed once in 2 volumes of E2 buffer. After 10 min of incubation
on ice, pellets were centrifugated again at 1,100xg at 4°C for 2 min and then resuspended in 5
volumes of ice-cold E3 buffer (500 mM Tris-HCI pH 6.8; 500 mM NaCl; protease inhibitors)
and sonicated (chromatin-bound fractions). All fractions were then centrifugated at 16,000xg

at 4°C for 10 min and then mixed with Laemmli buffer.

Quantification of proinflammatory cytokines expression

Total RNAs were extracted from CACO?2 cells using RNeasy Plus Mini kit (Qiagen) following
manufacturer’s instructions. For each condition, 1 pg of total RNAs was reverse transcribed
using random hexamers and M-MLYV reverse transcriptase (Invitrogen). Specific cDNAs were
then quantified by qPCR using Itaq Universal SYBR Green Supermix (BioRad) on a

Mastercycler ep Realplex system (Eppendorf, Hamburg, Germany).
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GAPDH was used as an internal reference for normalization. Primers used in this study are
hGAPDH F (5’-TGCCATCAATGACCCCTTCA-3’), hGAPDH R (5°-
TGACCTTGCCCACAGCCTTG-3’), hIL8 F (5’-TGGCAGCCTTCCTGATTT-3"), hIL§ R
(5’-AACTTCTCCACAACCCTCTG-3’), hCCL20 F (5’-TTTGCTCCTGGCTGCTTTGA-3’)
and hCCL20 R (5’-GCAAGTGAAACCTCCAACCC-3’). Serial dilution of target cDNAs
were included on each plate to generate a relative curve and to integrate primer efficiency in

the calculations.

Evaluation of intestinal epithelial permeability

CACO?2 cells were seeded in Transwell inserts and cultivated for 21 days. Monolayer formation
and differenciation was monitored by daily evaluation of transepithelial electrical resistance
(TEER) measurement, performed with an EVOM epithelial voltohm meter equipped with
“‘chopstick’ electrodes. After three weeks, cell culture media were replaced by HBSS. Cells
were then preincubated or not with isobutyric or isovaleric acids for 1 hour. 100 ng/mL TNFa
was then added to both apical and basolateral compartments. TEER was evaluated after 24h of

incubation.

Results

Gut microbiota depletion decreases intestinal protein SUMOylation.

In order to evaluate the potential impact of the gut microbiota on intestinal SUMOylation, we
compared the global SUMOylation patterns of different intestinal segments either from
conventional mice or from mice with a depleted gut microbiota. Depletion of mice intestinal
bacteria was performed via the oral gavage of a cocktail of antibiotics during 7 days (Tirelle et
al., 2020). The global SUMOylation pattern of caecum and colon segments were analyzed by

immunoblotting using anti-SUMO2/3 and anti-GAPDH antibodies (Fig. 1A).
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The level of SUMO2/3-conjugated proteins (above 50 kDa) and unconjugated SUMO2/3 was
quantified in each sample (Fig. 1B). We observed that mice with a depleted gut microbiota
exhibit a significant decrease in the level of SUMO2/3-conjugated proteins in the caecum, and
a significant increase in the level of free SUMO2/3. These results are consistent with a global
deSUMOylation of intestinal proteins in response to gut microbiota depletion. These alterations
in SUMO-conjugated protein levels were not observed in the colon (Fig. 1B). Together, these

results suggest that the gut microbiota regulates protein SUMOylation in the caecum.

BCFAs trigger hyperSUMOylation in intestinal cell in vitro.

As fatty acids such as SCFAs and BCFAs are important mediators of the interactions between
host and gut bacteria, we assessed whether these metabolites modulate host intestinal cell
SUMOylation. We first monitored the effect of BCFAs on intestinal cell SUMOylation in vitro
by incubating CACO?2 cells for 1h or 5h with isobutyric, isovaleric or 2-methyl-butyric acids
(1 mM or 5 mM final concentrations) (Fig. 2). Interestingly, we observed that all BCFAs
induced an increase in the level of proteins conjugated to SUMO?2/3 after 1h or 5h of incubation

(at 5 mM concentration).

This hyperSUMOylation correlates with a decrease in the level of free SUMO2/3, suggesting
that free SUMO?2/3 moieties are de novo conjugated to intestinal proteins in response to BCFAs
(Fig. 2). We observed similar results in another intestinal cell line, T84 cells, after incubation

with isobutyric, isovaleric acids or 2-methyl-butyric acids (Fig. S1).
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The effect of BCFAs on intestinal SUMOylation is pH dependent.

BCFAs are weak organic acids, which exist in solution either as acidic (R-COOH) or basic (R-

COO) forms.

For example, addition of 5 mM isobutyric acid in HBSS medium leads to a pH of ~5.2 with

approximatively 30% (i.e. ~1.5 mM) of isobutyric acid and 70% (i.e. ~3.5 mM) of isobutyrate.

In contrast, addition of 5 mM sodium isobutyrate in HBSS medium leads to a solution with a
pH of ~7.5 containing approximatively 0.2% (i.e. ~0.01 mM) of isobutyric acid and 99.8% (i.e.
~4.99 mM) of isobutyrate. To decipher whether both acidic and basic forms of BCFAs can
trigger hyperSUMOylation in intestinal cells, we added 5 mM isovaleric acid to CACO2 cells
and increased gradually the cell culture medium pH from 5.2 to 7.0 (thereby decreasing the
relative concentration of isovaleric acid and increasing those of isovalerate) (Fig. 3A). We did
not observe any hyperSUMOylation when cells were incubated at pH 6.0 or 7.0, in contrast to
cells incubated at pH 5.2. This suggests that only isovaleric acid (and not isovalerate) promotes

SUMO-conjugation on intestinal proteins.

To rule out that the observed hyperSUMOylation was triggered only by the acidic pH of the
extracellular medium obtained by the addition of fatty acids, we incubated CACO?2 cells in
HBSS with pH set from 5.0 to 7.0. We observed a slight increase in the level of SUMO-
conjugated proteins for pH below 5.2 (Fig. 3B). This increase remains however lower than the

hyperSUMOylation induced by isobutyric acid (Fig. 3B).

This result shows that although acidic pH may increase intracellular SUMOylation, it does not

fully recapitulate the effect of BCFAs.

To confirm these results, we added increasing amounts of isovaleric acid to CACO2 cell culture

media and set the pH between 5.2 and 7.0.

69 |Page



Résultats-article

For each pH, the amount added to cells was calculated to maintain the final concentration of
isovaleric acid in the cell culture medium to ~1.5 mM. We observed that this increase in BCFAs
concentration restores the hyperSUMOylation observed in CACO?2 cells (Fig. 3A). This result
demonstrates that the acidic form of BCFAs, when present in high concentration, can trigger

hyperSUMOylation even if the cell culture medium pH is neutral.

Together, these results demonstrates that the acidic forms of BCFAs can trigger intestinal cell
hyperSUMOylation in a pH-dependent manner. Of note, the acidic forms of fatty acids are
uncharged and freely diffusible across cellular membranes, in contrast to the basic forms, which
are negatively charged and can only cross membranes thanks to specific transporters. Thus, our
results suggest that the observed hyperSUMOylation depends on the passive diffusion of fatty

acids across the cell membrane, which may then act intracellularly.

SCFAs also affect intestinal SUMOylation.

To complete our results obtained with BCFAs, we then determined whether SCFAs similarly
impact intestinal cell SUMOylation. We incubated CACO2 cells with acetic, butyric and
propionic acid for 5h (pH~5.2; 5 mM final concentration). Interestingly, we observed that
SCFAs also induce an increase in the level of SUMO2/3-conjugated proteins. In contrast,
incubation of cells with sodium acetate, butyrate or propionate (pH~7.5; 5 mM final
concentration) did not trigger any changes in the SUMOylation pattern of CACO2 cells.
Together, these results indicate that SCFAs, as observed with BCFAs, modulate intestinal

protein SUMOylation in a pH-dependent manner (Fig. 3C).
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BCFAs-induced hyperSUMOylation is dependent of ROS production.

Butyric acid was previously reported to induce ROS (Reactive Oxygen Species) production in
both IEC-6 intestinal epithelial cells and HeLa cells (Kumar et al., 2009). We thus tested
whether SCFAs and BCFAs similarly induce ROS production in CACO2 and HeLa cells. For

this, we used a sensitive luminol-based ROS detection assay (Kim ef al., 2019).

We observed that the addition of isobutyric, isovaleric or butyric acid induce ROS production
in both CACO2 and HeLa cells after 1h of incubation (Fig. 4A). This oxidative stress is transient

as the level of ROS was less important after Sh of incubation (Fig. 4A).

Interestingly, the oxidative stress induced by BCFAs and SCFAs is pH-dependent as no ROS
were detected after incubation with sodium isobutyrate, isovalerate or butyrate (Fig. 4A). This
suggests that ROS are produced only in response to the diffusion of the acidic form of BCFAs

and SCFAs inside CACO2 cells.

To determine whether ROS production was responsible for the previously observed
hyperSUMOylation triggered by fatty acids, we pre-incubated CACO2 cells with two ROS
scavengers, N-acetyl cysteine (NAC) and Diphenyleneiodonium (DPI). These cells were then
incubated with isobutyric or isovaleric acids for Sh. We observed that preincubation with these
oxidative stress inhibitors block BCFAs-induced hyperSUMOylation (Fig. 4B). Together, these
results demonstrate that the acidic forms of SCFAs and BCFAs trigger the production of ROS

in intestinal cells, which in turn promotes SUMO-conjugation of intestinal proteins.

BCFAs inhibit intestinal cells deSUMOQylases.

Global increase in SUMOylation could result either from an increase in the SUMOylation

machinery’s activity or from an inhibition of cellular deSUMOylases.
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As deSUMOylases were reported to be sensitive to oxidative stress (Stankovic-Valentin and
Melchior, 2018; Xu et al., 2008), we evaluated whether BCFAs could inhibit SUMO-
deconjugation in intestinal cells. For this, CACO2 and T84 cells were incubated with isobutyric
or isovaleric acids and lysed. Cell lysates were then mixed with SUMO1 or SUMO2 peptides

covalently linked to AMC (7-amido-4-methylcoumarin).

The activity of deSUMOylases was then quantified in these cell lysates by measuring the
fluorescence intensity of AMC released after the deSUMOylase-dependent cleavage of the
amide bond between AMC and SUMO (Fig. 5). Samples in which N-ethylmaleimide (NEM)
was added were used as negative controls (Kunz et al., 2019). We demonstrated that incubation
with 5 mM isobutyric or isovaleric acids for 5 h significantly decrease the initial rate of SUMO
deconjugation reactions in cell lysates, both for SUMO1- and SUMO2-AMC substrates (Fig.

5). These results indicate that deSUMOylases are inhibited in response to BCFAs exposure.

Of note, we quantified in parallel the expression levels of E1 and E2 SUMO enzymes in CACO2
cells treated with BCFAs using immunoblotting experiments. We observed that isobutyric and

isovaleric acids do not alter the level of SAE1/SAE2 or UBC9 (Fig. S2).

Together, these results suggest that the hyperSUMOylation induced by BCFAs result from the

inhibition of intestinal cell deSUMOylases.

BCFAs-induced ROS does not affect Cullin-1 neddylation in CACO2 cells.

In addition to SUMOylation, other Ubiquitin-like proteins such as NEDDS8 were reported to be
sensitive to oxidative stress. Previous reports established that ROS produced in response to
butyric acid exposure inactivate the NEDD8-conjugating enzyme Ubc12 and trigger the loss of
cullin-1 neddylation in HeLa cells (Kumar et al., 2007; Kumar et al., 2009). We thus assessed

whether BCFAs also decrease cullin-1 neddylation in CACO2 or HeLa cells.
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Interestingly, we observed that isobutyric and isovaleric acid triggers cullin-1 deneddylation
after 5h of incubation in HeLa, cells but not in CACO2 cells (Fig. S3). This suggests that the
consequences of SCFAs/BCFAs-induced ROS are cell-type dependent and that BCFAs/SCFAs

do not affect neddylation in CACO?2 cells.

BCFAs promotes SUMOylation of chromatin-bound proteins.

In order to decipher whether all SUMO targets are similarly affected by fatty acids-induced
hyperSUMOylation, we focused on RanGAP1, one of the main SUMO targets in human cells.
We observed that the SUMOylation level of this specific target was not affected by BCFAs
(Fig. S3), which suggests that only a subset of intestinal proteins are hyperSUMOylated. In
order to characterize whether proteins conjugated to SUMO in response to BCFAs have a
specific cellular location, we performed cell fractionation assays. Very interestingly, we
observed that the level of SUMO-conjugated proteins was strongly increased only in chromatin-
bound fractions (Fig. 6). This suggests that BCFAs promote the SUMOylation of chromatin-

bound factors.

BCFAs and SCFAs-induced hyperSUMOylation impair NF-xB inflammatory responses.

As chromatin-bound factors are mainly involved in transcription regulation and as
SUMOylation is known to regulate inflammatory responses (Boulanger et al., 2021; Karhausen
et al., 2021), we determined whether BCFAs/SCFAs-induced hyperSUMOylation modulate
inflammatory responses in intestinal cells. To do so, we incubated CACO2 cells with TNFa in

the presence or absence of BCFAs.

73| Page



Résultats-article

We then quantified the expression levels of the pro-inflammatory IL8 and CCL20 cytokines by
gRT-PCR. We observed that both isobutyric and isovaleric acids downregulate the transcription
of IL8 and CCL20 in response to TNFa (Fig. 7A). We then compared the respective effect of
the acidic or basic forms of BCFAs and SCFAs on the expression of these cytokines. We
observed that the basic form of BCFAs and SCFAs partially decrease expression of IL8 and
CCL20. Interestingly, we show that the acidic forms of BCFAs and SCFAs further decrease the
expression of IL8 and CCL20 to the level observed in cells unstimulated by TNFa (Fig. 7A).
As acidic forms are triggering hyperSUMOylation in contrast to basic forms of SCFAs/BCFAs
(Fig. 3), this result strongly suggest that hyperSUMOylation contributes to pro-inflammatory

cytokines downregulation in intestinal cells.

As IL8 and CCL20 expression is regulated by the NF-kB transcription factor, we tested whether
BCFAs could interfere with the NF-xB signaling pathway. To do so, we focused on the
degradation of the IkBa inhibitor, which is a key step in the activation of NF-kB and a pre-
requisite for NF-kB translocation into the nucleus. We quantified using immunoblotting
experiments the level of [ikBa in CACO?2 cells incubated with TNFa in the presence or absence
of BCFAs and SCFAs. We observed that isobutyric, isovaleric and butyric acids block the
TNFa-triggered degradation of IkBa (Fig. 7B and 7C). This inhibition was not observed with
sodium isobutyrate, isovalerate and butyrate, again indicating that the hyperSUMOylation
induced by the acidic forms of SCFAs/BCFAs dampen the NF-kB signaling pathway (Fig. 7B
and 7C). Of note, decreasing the pH of cell culture medium to 5.2 is not sufficient to block
IkBa degradation (Fig. 7B and 7C). This result is consistent with our previous observation that

a decrease in the extracellular medium pH does not fully recapitulate the effect of

BCFASs/SCFAs (Fig. 3B).
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BCFAs and SCFAs-induced hyperSUMOylation promote intestinal epithelial integrity.

We finally determined whether BCF As/SCFAs-induced hyperSUMOylation regulate intestinal
permeability. To do so, CACO2 cells were grown for 3 weeks in Transwell systems in order to
reconstitute an in vitro model of differentiated intestinal epithelium. Cells were then incubated
with TNFa and the permeability of the obtained epithelium was monitored by measuring the

transepithelial electrical resistance (TEER) between the apical and basal compartments.

Treatment of these epithelia with TNFa for 24h induce a significant decrease in TEER, which
corresponds to an increase in epithelial permeability, as previously described (Fig. 7D).
Interestingly, we show that co-incubation of CACO2 cells with isobutyric and isovaleric acids
block this TNFa-induced increase in epithelial permeability. This result show that BCFAs

promote epithelial integrity in response to inflammatory stimuli.

Discussion

Post-translational modifications are widely used by eukaryotic cells to modulate rapidly, locally
and specifically the interactions or activities of key proteins. SUMOylation plays an essential
role in intestinal physiology and more particularly in epithelial integrity maintenance, by
controlling cell renewal and differentiation, as well as mechanic stability of the epithelium
(Demarque et al., 2011; Karhausen et al., 2021). Not surprisingly, several pathogens were
shown to manipulate intestinal SUMOylation in order to interfere with the activity of key host
factors involved in infection (Ribet and Cossart, 2018). Most of these pathogens are decreasing
SUMOylation, using independent mechanisms, which illustrates a nice example of evolutive
convergence. In contrast to pathogens, the potential impact of gut commensal bacteria on
SUMOylation has not been investigated. Here, we show that bacterial metabolites upregulate

intestinal SUMOylation by controlling the activity of host deSUMOylases.
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As the SUMOylation level of a given target results from the dynamic equilibrium between
conjugation and deconjugation reactions, the inactivation of deSUMOylases result in the
increase in protein SUMOylation levels. Interestingly, we identified that the proteins
SUMOylated in response to BCFAs/SCFAs are mainly chromatin-bound proteins. As many
SUMO targets are transcription factors, we can hypothesize that BCFAs/SCFAs-induced

SUMOylation modify intestinal cell gene expression (Zhao, 2018; Boulanger et al., 2021).

Our result show that BCFAs/SCFAs dampen inflammatory responses of intestinal cells by
upregulating SUMOylation. SCFAs, and more particularly butyrate, has already been shown to
have an effect on intestinal inflammation (Parada Venegas et al., 2019). The potential effect of
BCFAs on inflammation remain in contrast poorly documented. Interestingly, long-chain
BCFAs (with more than 14 carbons) were shown to decrease the expression of IL8 in response
to LPS in CACO2 cells and to decrease the incidence of necrotizing enterocolitis in a neonatal

rat model (Yan et al., 2017; Ran-Ressler et al., 2011).

Whether these effects are triggered by the acidic form of these long-chain BFCAs, once
translocated inside intestinal cells, remain to be determined. Of note, lactic acid, which is
abundantely produced by the vaginal microbiota, also elicits anti-inflammatory responses on
human cervicovaginal epithelial cells (Hearps ef al., 2017). Interestingly, only lactic acid, and
not lactate, prevents pro-inflammatory cytokines expression in epithelial cells, which nicely
echoes our result on the anti-inflammatory properties of the acidic forms of BCFAs/SCFAs on
intestinal cells (Hearps et al., 2017; Delgado-Diaz et al., 2019). The vaginal pH being naturally
acid (pH<4), lactic acid is the predominant form in this environment. In the case of BCFAs and
SCFAs produced by gut microbiota, the intraluminal pH is varying depending on the intestinal
segment. This pH ranges from 5.5-7.5 in the caecum/right colon and then increases in the left
colon and rectum to 6.1-7.5 (Nugent et al., 2001). Eventhough the acidic forms of

SCFAs/BCFAs are not predominant in these conditions, the physiological high concentrations
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of SCFAs/BCFAs (i.e. ~100 mM for SCFAs) may be high enough to have a concentration of

protonated fatty acids sufficient to modulate intestinal SUMOylation.

SUMOylation has been involved in intestinal diseases such as Inflammatory Bowel Diseases
(IBD). Indeed, patients with IBD show a downregulation of the UBC9 enzyme and a decrease
in SUMOylated protein levels in the colon, which correlates with disease severity (Mustfa et

al., 2017).

These SUMO alterations, which can also be observed in a mouse model of colitis, were
proposed to contribute to intestinal immune responses deregulation (Mustfa et al., 2017). This
hypothesis is supported by the partial inhibition of gut inflammation observed in response to
PIAS1 E3 ligase overexpression in the intestine and the associated increase in SUMOQylation
(Yavvari et al., 2019). Our results suggest that BCFAs/SCFAs may similarly limit inflammation

in this context, by restoring SUMOylation in intestinal cells.

In conclusion, this work unveils a new mechanism used by the gut microbiota to modulate
intestinal cell activies and dampen inflammation. It highlights in addition the therapeutic

potential of SUMOylation targeting in inflammatory diseases such as IBD.

Acknowledgements

This work was supported by INSERM, Rouen University, the iXcore Foundation for Research,
the Microbiome Foundation, Janssen Horizon, the European Union and Normandie Regional
Council. Europe gets involved in Normandie with European Regional Development Fund

(ERDF).

77| Page



Résultats-article
Figure Legends
Figure 1: Gut microbiota depletion decreases intestinal protein SUMOQylation.

A, Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and GAPDH levels
in the caecum of mice treated or not with antibiotics (ATB). B, Quantification of SUMO2/3-
conjugated proteins (above 50 kDa) and free SUMO2/3 levels, after normalization by GAPDH
levels, in the caecum and colon of mice treated or not with antibiotics (ATB). Values are
expressed as fold-change versus untreated mice (mean =+ s.d.; n=4-5; *, P<0.05; **, P<0.01;

NS, not significant; Student’s t-test).
Figure 2: BCFAs trigger hyperSUMOylation of intestinal proteins in vitro

Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in
CACO2 cells incubated for 1 or 5 h with 1 or 5 mM isobutyric acid (IB'), isovaleric acid (IV°)

or 2-methyl-butyric acid (2mBut®).

Figure 3: BCFAs and SCFAs trigger hyperSUMOylation of intestinal proteins in a pH-
dependent manner.

A, Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in
CACO?2 cells incubated for 5 h with various concentrations of isovaleric acid (IV®) or sodium
isovalerate (IV*®) in HBSS with pH set from 5.2 to 7.5. B, Immunoblot analysis of SUMO2/3-
conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in CACO2 cells incubated with HBSS with
pH set from 5.2 to 7.0 in the presence or absence of isobutyric acid (IB°). C, Immunoblot
analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in CACO2 cells
incubated for 5 h with 5 mM acetic acid (Ac'®), sodium acetate (Ac®®), butyric acid (But'®),

sodium butyrate (But®®), propionic acid (Prop'®) or sodium propionate (Prop?c).
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Figure 4: BCFAs and SCFAs induce hyperSUMOQylation in intestinal cells via ROS
production.

A, Quantification of luminol activity in CACO2 (top) or HeLa cells (bottom) treated with
isobutyric acid (IB'), sodium isobutyrate (IB*°), isovaleric acid (IV), sodium isovalerate
(IVa®), butyric acid (But®) or sodium butyrate (But®) for 1 or 5 h. Values are expressed as fold-
change of untreated cells (mean * s.d.; n=3; *, P<0.05 versus untreated; **, P<0.01; ***,
P<0.001; One-way ANOVA, with Holm-Sidak’s correction). B, Immunoblot analysis of
SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in CACO?2 cells pre-incubated
or not for 30 min with 5 mM N-acetyl-cysteine (NAC) or 10 uM Diphenyleneiodonium (DPI)

and then incubated for 1 h with isobutyric acid (IB') or isovaleric acid (IV).
Figure 5: BCFAs inhibit intestinal cell deSUMOylases.

DeSUMOylase activities, expressed as percentage of untreated cells, in CACO2 (top) and T84
cells (bottom), treated or not with isobutyric acid (IB') or isovaleric acid (IV®), for 1h (left)
or 5h (right) (mean * s.e.m.; n=4-5; *, P<0.05 versus CTRL; **  P<0.01; *** P<0.001; One-

way ANOVA, with Dunnett’s correction).
Figure 6: BCFAs and SCFAs trigger hyperSUMOylation of chromatin-bound proteins.

Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and Lamin B1 levels in
cytosolic, nuclear soluble and nuclear insoluble fractions of CACO2 cells incubated for 5 h

with isobutyric acid (IB¥), isovaleric acid (IV®) or butyric acid (But™).

Figure 7: BCFAs and SCFAs dampen responses to TNFa in intestinal cells.

A, Quantification of IL8 and CCL20 mRNA levels in CACO?2 cells pre-treated or not for 1 hour
with BCFAs or SCFAs and then incubated for 1 hour with 100 ng/mL TNFa. Values are

expressed as fold change versus untreated cells (mean =+ s.d.; n=3-4; *, P<0.05 vs TNFa alone;

¥k P<0.01; *** P<0.001; One-way ANOVA, with Dunnett’s correction). B, Immunoblot
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analysis of IkBa and actin levels in CACO2 cells pre-incubated for 1 hour with 5 mM BCFAs
or SCFAs, or incubated at a pH set to 5.2, and then stimulated for 30 min with 100 ng/mL
TNFa. C, Quantification of IkBa levels, expressed as percentage of IkBa levels in untreated
cells (mean £ s.d.; n=3; *, P<0.05 vs TNFa alone; **, P<0.01; One-way ANOVA, with
Dunnett’s correction) (IB', isobutyric acid; IB*, sodium isobutyrate; IV, isovaleric acid; IV?,
sodium isovalerate; But'®, butyric acid; But®®, sodium butyrate). D, TEER in CACO2 cells
grown to confluence and pre-treated or not for 1 hour with BCFAs and then incubated for 24
hours with 100 ng/mL TNFa. Values are expressed as TEER percent variations compared with
cells before TNFa treatment (mean * s.e.m.; n=9; **, P<0.01; NS, not significant; Student’s t-

test).
Supplementary Figures
Figure S1: BCFAs trigger hyperSUMOylation of intestinal proteins in T84 cells

Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in T84
cells incubated for 1 or 5 h with 1 or 5 mM isobutyric acid (IB), isovaleric acid (IV®) or 2-

methyl-butyric acid (2mBut®).
Figure S2: BCFAs do not alter the expression levels of E1 and E2 SUMO enzymes

Immunoblot analysis of UBC9, SAE1, SAE2 and actin levels in CACO?2 cells incubated for 1

or 5 h with 1 or 5 mM isobutyric acid (IB) or isovaleric acid (IV®).

Figure S3: BCFAs do not affect Cullin-1 neddylation or RanGAP1 SUMOylation in

CACO?2 cells

A, Immunoblot analysis of Cullin-1 and actin levels in CACO2 and HeLa cells incubated with
5 mM BCFAs or SCFAs. B, Quantification of the percentage of Cullin-1 being neddylated in

each condition (mean + s.d.; n=3; NS, not significant; **, P<0.01; One-way ANOVA, with
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Dunnett’s correction). C, Immunoblot analysis of RanGAP1 and actin levels in CACO2 cells
incubated with 1 or 5 mM BCFAs. D, Quantification of the percentage of RanGAP1 being
SUMOylated in each condition (mean * s.d.; n=3; NS, not significant; One-way ANOVA, with

Dunnett’s correction) (IB', isobutyric acid; IV, isovaleric acid; But'®, butyric acid).

Table S1 : Primary and secondary antibody information
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Figure 1: Gut microbiota depletion decreases intestinal protein SUMOylation

A, Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and GAPDH levels in the
caecum of mice treated or not with antibiotics (ATB). B, Quantification of SUMO2/3-conjugated
proteins (above 50 kDa) and free SUMO2/3 levels, after normalization by GAPDH levels, in the
caecum and colon of mice treated or not with antibiotics (ATB). Values are expressed as fold-change
versus untreated mice (mean +s.d.; n=4-5; *, P<0.05; **, P<0.01; NS, not significant; Student’s t-test).
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Figure 2: BCFAs trigger hyperSUMOQylation of intestinal proteins in vitro

Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in CACO2
cells incubated for 1 or 5 h with 1 or 5 mM isobutyric acid (IB!), isovaleric acid(IVI®) or 2-methyl-
butyric acid (2mBut!©).
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Figure 3: BCFAs and SCFAs trigger hyperSUMOylation of intestinal proteins in a pH-dependent
manner

A, Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in CACO2 cells
incubated for 5 h with various concentrations of isovaleric acid (IVIC) or sodium isovalerate (V&%) in HBSS with
pHset from 5.2 to 7.5. B, Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels
in CACO?2 cells incubated with HBSS with pH set from 5.2 to 7.0 in the presence or absence of isobutyric acid
(IBIC) C, Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in CACO?2 cells
incubated for 5 h with 5 mM acetic acid (Ac'®), sodium acetate (Ac3!®), butyric acid (Buti®), sodium butyrate
(Butt®), propionic acid (Propi€) or sodium propionate (Propt®).

84| Page



>

CACO2 cells

Hela cells

Résultats-article

X **:** B 1h B
10
5 o O5h +NAC +DPI
£ 1 BCFA - B IV - B Ve - B V¢
S |
5 57 - kDa
= J T "
3 9 S “ -250
] 2 » * ' . ~150
5 2o i =
83 75
- |B\c IB&'.E IViL’ Ivnle Butlt Butall.‘ ‘J) ‘6
10+ q a -50
] .o S ==
g. ] S —— - G
= o W ?
3] ] r20
S ] Free s wm> T
2 °] sumo ” P REDES - o=
E | *
3 |
1 - i AACLIN | — . s— — —— — —
0_

- 1B IB* IV IVas Bute Bute

Figure 4: BCFAs and SCFAs induce hyperSUMOylation in intestinal cells via ROS
production

A, Quantification of luminol activity in CACO2 (top) or HeLa cells (bottom) treated with isobutyric
acid(IBI€), sodium isobutyrate (IBt®), isovaleric acid (IVIC), sodium isovalerate (IV3€), butyric
acid (Butl®) or sodium butyrate (But2®) for 1 or 5 h. Values are expressed as fold-change of
untreated cells (mean £s.d.; n=3; *, P<0.05 versus untreated; **, P<0.01; *** P<0.001; One-way
ANOVA, with Holm-Sidak’s correction). B, Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated
proteins, free SUMO2/3 and actin levelsin CACO2 cells pre-incubated or not for 30 min with 5
mM N-acetyl-cysteine (NAC) or 10 pM Diphenyleneiodonium (DPI) and then incubated for 1 h
with isobutyric acid (IBI€) or isovaleric acid (IV'C).
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Figure 5: BCFAs inhibit intestinal cell deSUMOylases

1

200

150 -

100+

50

5 (mM)

1

Ve

5 (mM)

1B*

|Vic

Résultats-article

B suMO1-AMC
@ SuMO2-AMC

*%

1B* Ve

5 (mM)

1B* W

DeSUMOylase activities, expressed as percentage of untreated cells, in CACO2 (top) and T84 cells

(bottom), treated or not with isobutyric acid (IBiC) or isovaleric acid (IViC), for 1h (left) or 5h (right)
(mean + s.e.m.; n=4-5; *, P<0.05 versus CTRL; **, P<0.01; *** P<0.001; One-way ANOVA, with

Dunnett’s correction).
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Figure 6: BCFAs and SCFAs trigger hyperSUMOylation of chromatin-bound

proteins

Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and Lamin Bl
levels in cytosolic, nuclear soluble and chromatin-bound fractions of CACO2 cells
incubated for 5h with isobutyric acid (IBI®), isovaleric acid (IVI€) or butyric acid (Buti®).
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Figure 7: BCFAs and SCFAs dampen responses to TNFa in intestinal cells

A, Quantification of IL8 and CCL20 mRNA levels in CACO?2 cells pre-treated or not for 1 hour with BCFAsor
SCFAs and then incubated for 1 hour with 100 ng/mL TNFa. Values are expressed as fold change versus untreated
cells (mean =+ s.d.; n=3-4; *, P<0.05 vs TNFa alone; **, P<0.01; *** P<0.001; One-way ANOVA, with Dunnett’s
correction). B, Immunoblot analysis of IkBa and actin levels in CACO2 cells pre-incubated for 1 hour with 5 mM
BCFAs or SCFAs, or incubated at a pH set to 5.2, and then stimulatedfor 30 min with 100 ng/mL TNFa. C,
Quantification of IxBa levels, expressed as percentage of IkBa levels in untreated cells (mean + s.d.; n=3; *, P<0.05 vs
TNFa alone; **, P<0.01; One-way ANOVA, with Dunnett’s correction) (IB!€, isobutyric acid; B sodium
isobutyrate; IVIC, isovaleric acid; IV3€ sodium isovalerate; But!®, butyric acid; But2®, sodium butyrate). D, TEER
in CACO?2 cells grown to confluence andpre-treated or not for 1 hour with BCFAs and then incubated for 24 hours
with 100 ng/mL TNFa. Valuesare expressed as TEER percent variations compared with cells before TNFo treatment
(mean + s.e.m.; n=9; **  P<0.01; NS, not significant; Student’s t-test).
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Figure S1: BCFAs trigger hyperSUMOQylation of intestinal proteins in T84 cells

Immunoblot analysis of SUMO2/3-conjugated proteins, free SUMO2/3 and actin levels in T84 cells
incubated for 1 or 5 h with 1 or 5 mM isobutyric acid (IBIC), isovaleric acid (IVI€) or 2- -methyl-

butyric acid (2mButic).
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Figure S2: BCFAs do not alter the expression levels of E1 and E2 SUMO enzymes

Immunoblot analysis of UBC9, SAE1, SAE2 and actin levels in CACO2 cells incubated for 1 or 5 h with 1 or 5
mM isobutyric acid (IBI) or isovaleric acid (IV'©).
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Figure S3: BCFAs do not affect Cullin-1 neddylation or RanGAP1 SUMOylation in
CACO?2 cells

A, Immunoblot analysis of Cullin-1 and actin levels in CACO2 and HeLa cells incubated with 5 mM
BCFAs or SCFAs. B, Quantification of the percentage of Cullin-1 being neddylated in each
condition (mean =+ s.d.; n=3; NS, not significant; **, P<0.01; One-way ANOVA, with Dunnett’s
correction). C, Immunoblot analysis of RanGAP1 and actin levels in CACO2 cells incubated with 1
or 5 mM BCFAs. D, Quantification of the percentage of RanGAP1 being SUMOylated in each
condition (mean +s.d.;n=3; NS, not significant; One-way ANOVA, with Dunnett’s correction) (IB'C,
isobutyric acid; IVIC, isovaleric acid; But!®, butyric acid).
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Supplementary Table S1: Primary and secondary antibody information.

Résultats-article

Targeted Protein Assay (dilution) Species Source Reference
Actin WB (1:10,000) Mouse Sigma-Aldrich R5441
GAPDH WB (1:10,000) Goat Sigma-Aldrich SAB2500451
SUMO3 WB (1:5,000) Rabbit Home-made R205 (is2) ; {Ribet,
2017 #20}
UBC9 WB (1:1,000) Mouse BD Biosciences 610749
SAE1 WB (1:1,000) Rabbit Cell Signaling #13585
Technology
SAE2 WB (1:1,000) Rabbit Cell Signaling D15Cl11
Technology
RanGAPI WB (1:1,000) Rabbit Sigma-Aldrich RO155
Cullin-1 WB (1:1,000) Rabbit Cell Signaling #4995
Technology
IxBa WB (1:1,000) Rabbit Cell Signaling #9242
Technology
Lamin B1 WB (1:1,000) Rabbit Cell Signaling D4Q4Z; #12586
Technology
Rabbit IgG (H+L) WB (1:5,000) Goat Abliance HRP-conjugated;
BI 2407
Mouse IgG (H+L) WB (1:5,000) Goat Abliance HRP-conjugated;
BI 2413C
Goat IgG (H+L) WB (1:5,000) Rabbit Dakocytomation HRP-conjugated;

P0160
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Discussion

Discussion et perspectives :

Mes travaux de recherche de doctorat se sont intéressés a un aspect encore inconnu de
I’interaction microbiote/cellules intestinales, a savoir I’impact des bactéries commensales sur

la SUMOylation des protéines intestinales.

e Mise en évidence de I’impact du microbiote intestinal sur la SUMOylation intestinale

Dans notre étude, nous avons caractérisé, dans un premier temps, les modifications du profil de
SUMOylation de différents segments intestinaux de souris en réponse a une déplétion du
microbiote par antibiothérapie. Nous avons montré que la déplétion du microbiote induisait une
diminution de la SUMOylation globale et une augmentation des formes non conjuguées de
SUMO2/3 dans le caecum des souris. A notre connaissance, aucune étude n’avait encore évalué
I’effet potentiel du microbiote intestinal sur la SUMOylation des cellules intestinales. Nos
résultats suggérent donc pour la premicre fois que les bactéries commensales du microbiote

modulent la SUMOylation des protéines intestinales.

Pour compléter ces résultats, il serait intéressant de comparer le profil de SUMOylation entre
des souris conventionnelles et des souris axéniques. Ceci permettrait de confirmer I’effet
spécifique du microbiote sur la régulation de la SUMOQylation des protéines intestinales. Il serait
alors possible de recoloniser ces souris axéniques avec des bactéries produisant ou non des
BCFA/SCFA afin de confirmer I’effet de ces métabolites sur la SUMOylation des protéines

intestinales dans un modéle in vivo.

e Les BCFA induisent une hyperSUMOpylation des cellules intestinales

Les SCFA et les BCFA, qui font partie des métabolites principaux produits par les bactéries
commensales du tractus digestif, sont d’importants médiateurs des interactions hote-microbiote
intestinal. Contrairement aux SCFA, I’impact des BCFA sur la physiologie intestinale et sur

I’homéostasie de I’hote en général est peu connu (Rios-Covian et al., 2020).

Dans le cadre de mon projet de doctorat, nous avons montré que les BCFA, et notamment

I’acide isovalérique, I’acide 2-methyl-butyrique et 1’acide isobutyrique, augmentent la

97 | Page



Discussion

SUMOylation des protéines conjuguées a SUMO2/3 dans deux lignées différentes de cellules
épithéliales de I’intestin (Caco-2 et T84).

Ces résultats mettent en évidence, pour la premiere fois, la capacité de métabolites du
microbiote intestinal a modifier 1'équilibre SUMOylation/déSUMOylation des protéines de

I’intestin chez I’homme.

o L'effet des BCFA sur la SUMOylation intestinale est dépendant du pH

De fagon intéressante, nous avons ensuite montré que cet effet était aussi induit par des SCFA
comme ’acide acétique, 1’acide butyrique ou I’acide propionique. Les points communs de ces
différents métabolites sont (1) la présence d’un groupement acide carboxylique (pouvant donc
exister en solution soit sous forme « acide » -COOH soit sous forme « base » -COO") et (2) la

présence d’une chaine carbonée hydrophobe (de longueur variable).

Nous avons fait I’hypothese que 1’effet de ces métabolites sur la SUMOylation ¢était dépendant
du pH du milieu. Nous avons comparé¢ I’effet soit des formes « acides » soit des formes
« bases » des BCFA et des SCFA sur la SUMOylation des cellules intestinales. L ajout de 5
mM d’acide isobutyrique ((CHz).-CH-COOH), par exemple, dans le milieu de culture des
cellules induit un pH de 5,2, alors que I’ajout de 5 mM d’isobutyrate ((CH3)-CH-COQO") induit
un pH de 7,5. Nous avons pu montrer que 1’hyperSUMOylation induite par les BCFA et les
SCFA n’était observée que si le pH du milieu de culture des cellules était acide (pH~S,2).
L’effet sur la SUMOylation est en fait dépendant de la concentration de la forme « acide »
présente dans le milieu. L’ importance du pH du milieu sur I’effet des BCFA/SCFA peut alors
s’expliquer par le fait que I’acidification du milieu permet d’augmenter la part relative de la
forme « acide » par rapport a la forme « base » selon la formule : [acide]/[base]=10PXaPH Par
exemple, pour le couple acide isobutyrique/isobutyrate (pKa=4,86), ce rapport est de 0,46 a

pH=5,2 et seulement de 0,002 a pH=7,5 (forme acide trés minoritaire dans ce dernier cas).

De facon intéressante, il a ét¢ démontré que la forme « acide » des SCFA (et probablement des
BCFA) est liposoluble et perméable aux membranes cellulaires (Charney ef al., 1998 ; Stein et
al.,2000). La forme « base », au contraire, ne peut pas diffuser a travers la membrane plasmique

du fait de sa charge négative.
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Notre hypothése est que la modulation de la SUMOylation par les SCFA/BCFA dans les
cellules intestinales depend de la diffusion passive de la forme « acide » a travers la membrane
plasmique des cellules (et ne nécessite donc pas, a priori, de récepteurs spécifiques ou de
transports actifs). Une fois a I’intérieur des cellules intestinales, ces métabolites vont agir sur la
SUMOylation. Certaines études ont démontré que la diffusion passive de formes acides de
SCFA et de BCFA dans les cellules de 1’épithélium colique pourrait induire une diminution du
pH intracellulaire (pHi). Ceci activerait en retour des mécanismes de régulations de
I’homéostasie acido-basique dans les cellules (DeSoignie et Sellin, 1994 ; Chu et Montrose,
1995 ; Sellin, 1999). Les BCFA/SCFA pourraient donc induire une diminution du pH
intracellulaire  aboutissant en retour a un déséquilibre des réactions de
SUMOylation/déSUMOylation. 1l serait donc intéressant de mettre en évidence cette
diminution du pHi, par exemple en utilisant des sondes fluorescentes dependantes des

changements de pH (Yue et al., 2016).

L’existence de transporteurs spécifiques des formes acides des BCFA/SCFA reste inconnue a
I’heure actuelle. La plupart des transporteurs identifiés impliquent les SCFA sous leur forme
« base » (chargée négativement). La capacité de ces transporteurs a prendre en charge
également les formes « acides » est mal caractérisée. Cette caractérisation constituerait une
étape importante et nécessaire pour discriminer les différentes voies d’action des BCFA/SCFA
(signalisation via des récepteurs, impact intracellulaire sur le métabolisme, inducteur de ROS,

etc).

e Variations du pH intestinal

Chez I’homme, le pH du tractus digestif varie en fonction du segment considéré. Ces variations
sont dépendantes des concentrations locales de métabolites acides dérivés du microbiote,
comme les SCFAs et les BCFAs (Blachier et al., 2017). Le c6lon ascendant contient les
concentrations les plus élevées de SCFAs et des BCFAs, et, de fait, un pH luminal légérement
acide, allant de 5,5 a 6,5. Les concentrations en SCFA/BCFA diminuent progressivement dans
les autres segments du c6lon, ce qui corréle avec une augmentation du pH de ces segments
jusqu’a des valeurs de 6,1 a 7,5 dans le colon descendant et le rectum (Wachtershauser et Stein,
2000 ; Nugent et al., 2001).
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Sachant que la proportion de formes « acides » des SCFA/BCFA est dépendante du pH, comme
mentionné précédemment, cette variation de pH le long du tractus digestif suggere que la
« biodisponibilité » des formes « acides » de ces métabolites est variable. Il existe donc des
segments intestinaux (avec un pH faible et des concentrations locales en SCFA/BCFA) qui sont

potentiellement exposés a des quantités importantes des formes « acides » d’acides gras.

o L'hyperSUMOylation induite par les acides gras dépend de la production de ROS

Nous avons pu démontrer que les SCFA et les BCFA induisent une production transitoire de
ROS dans les cellules Caco-2 et les cellules HeLa. Cette production de ROS est pH-dépendante,
suggérant qu’il s’agit d’un effet de la forme « acide » des SCFA et BCFA. Cette production de
ROS pourrait donc résulter de ’acidification intracellulaire induite par les BCFA/SCFA.

Des études récentes ont montré que plusieurs bactéries commensales du microbiote intestinal
humain avaient la capacité d’induire un stress oxydant via la production de ROS (Kumar ef al.,
2007). Les surnageants de culture de plusieurs bactéries commensales comme Lactobacillus
rhamnosus ou Bacteroides thetaiotaomicron, mais €galement I’acide butyrique, induisent la
production de ROS dans des cellules épithéliales intestinale IEC-6, ainsi que dans des cellules

HeLa (Kumar et al., 2007 ; Kumar et al., 2009).

Dans notre étude, nous avons démontré que 1I’hyperSUMOylation des protéines de Caco-2
induite par les BCFA et les SCFA ¢était dépendante de la production de ROS et du stress oxydant
associé. En effet, la préincubation de cellules Caco-2 avec des inhibiteurs du stress oxydant (N-
Acétyl Cysteine (NAC) et le Diphenyleneiodinium (DPI)) bloque I’hyperSUMOylation induite
par les SCFA et BCFA.

Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre ROS et augmentation de la quantité de
protéines SUMOYylées dans les cellules de Mammiferes (Saitoh et Hinchey, 2000 ; Manza et
al., 2004 ; Bossis et Melchior, 2006 ; Zhou et al., 2004 ; Leitao et al, 2011).
Cette « hyperSUMOylation » est essentielle pour une réponse adéquate de la cellule au stress

oxydant et pour le maintien d’un équilibre rédox optimal dans la cellule (Tempe ef al., 2008).

Les ROS, produits en quantité faible, peuvent également jouer le réle de seconds messagers
clés dans la signalisation cellulaire (« signalisation redox ») chez les Mammiferes (Yun et

Finkel, 2014 ; Stankovic-Valentin et Melchior, 2018 ; Ballard et Towarniki, 2020).
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De faibles niveaux de ROS semblent nécessaires pour de nombreuses fonctions cellulaires

(Buchon et al., 2009 ; Jones et al., 2014).

La génération de ROS peut se faire par les mitochondries, par des enzymes homologues a la
NADPH oxydase des cellules phagocytaires (NOX) ou par la 5'-lipoxygénase (Ballard et
Towarniki, 2020). Dans notre étude, 1’utilisation du DPI, qui est un inhibiteur de ROS
mitochondriaux, bloque I’effet des BCFA sur la SUMOylation, suggérant que les ROS produits
en réponse a ces métabolites sont, au moins en partie, générés par les mitochondries (Fedoseeva
et al., 2017). D’autre part, il a ét€ montré que 1’ajout de butyrate pouvait induire la libération

de ROS mitochondriaux, ce qui confirme nos résultats (Kumar et al., 2009).

o Les BCFA inhibent les déSUMOylases dans les cellules intestinales

Etant donné que les enzymes régulatrices de la SUMOylation sont sensibles au stress oxydant
et aux ROS (Stankovic-Valentin et Melchior, 2018), I’hyperSUMOylation induite par les
BCFA/SCFA pourrait donc résulter soit d’une augmentation de 1’activit¢ de la machinerie de
SUMOylation, soit d’une diminution de 1’activit¢ des d¢éSUMOylases. Dans notre étude, nous
avons montré que les BCFA inhibaient ’activit¢ des d¢éSUMOylases mais n’avaient aucun effet
sur I’expression des enzymes de la machinerie SUMO E1 (SAE1/SAE2) et SUMO E2 (Ubc9).
Nos résultats suggerent que 1’hyperSUMOylation observée est due a une altération de

I’équilibre conjugaison/déconjugaison de SUMO.

Il a été déja montré qu’une forte concentration de ROS (10 mM H»0O») pouvait induire une
hyperSUMOylation massive en inactivant les déSUMOylases (Bossis et Melchior, 2006 ; Xu
et al., 2008). Les d¢SUMOylases peuvent étre modifiées soit de fagon réversible, soit de facon
irréversible lors de l'exposition a divers degrés de stress oxydant. Le H>O> peut inhiber
irréversiblement 1’activité de SENP2 en oxydant sa cystéine catalytique. En outre, I’activité de
déconjugaison de SENP1 peut étre inhibé réversiblement par le H>O», via 1’établissement d’un
pont disulfure intermoléculaire (Xu et al., 2008 ; Stankovic-Valentin et Melchior, 2018). Les
ROS peuvent agir sur SENP3 au niveau de deux résidus cystéines distincts. Un léger stress
oxydant augmente ’activit¢ de SENP3 alors qu’un fort stress oxydant la réduit (Wang et al.,

2012).
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D’autre part, il a été démontré que des concentrations de ROS modérées (1 mM de H>O»)
diminuaient la SUMOylation en inactivant de facon réversible les enzymes de la machinerie de
SUMOylation comme SAE2 ou UBC9Y, via la formation de ponts disulfure entre leurs cystéines
catalytiques (Bossis et Melchior, 2006). Les BCFA induisant une hyperSUMOylation, ce

mécanisme n’est probablement pas impliqué ici.

e Effet de BCFA sur la Neddylation

Il a été montré que 1’induction de ROS par I’acide butyrique pouvait induire une inhibition de
la neddylation de la Cullin-1 dans les cellules HeLLa. Le mécanisme impliqué passe par une
inactivation réversible d’UBC12, I’enzyme de conjugaison de NEDDS. Le blocage de la
neddylation de la Cullin-1 aboutit a une inhibition de la voie de signalisation NF-xB (Kumar et
al., 2009). Nous avons donc évalué si les BCFA diminuaient également la neddylation de la
Cullin-1 dans les cellules Caco-2 et HeLa. Nos résultats ont montré que les ROS induits par les
BCFA inhibaient la neddylation de la Cullin-1 dans les cellules HelLa, comme observé dans

I’é¢tude de Kumar et al., mais pas dans les cellules Caco-2.

Cela suggere que les conséquences des ROS induites par les BCFA dépendent du type
cellulaire. La spécificité des réponses aux ROS est en effet modulée par le type de ROS produit,
leur concentration, la durée de leur production ou leur lieu de production (Jones et al., 2012).
Ces différents paramétres pourraient expliquer les variations d’effets des ROS produits en

réponse aux BCFA en fonction des types cellulaires.

o Les BCFA favorisent la SUMOylation des protéines liées a la chromatine

Pour comprendre 1’impact potentielle d’une hyperSUMOylation sur la physiologie cellulaire, il
est important de caractériser la nature des protéines SUMOylées. L’augmentation de la
SUMOylation induite par les BCFA est majoritairement observée au niveau des protéines de
haut poids moléculaire. Nous avons montré que les BCFA n’avaient pas d’effet sur la
SUMOylation de RanGAP1, qui est une des principales cibles de SUMO chez I’Homme. Ceci
suggere que seules certaines protéines spécifiques sont affectées par cette hyperSUMOylation.
Fait intéressant, nous avons montré¢ que la majorité des protéines hyperSUMOylées étaient

localisés dans le noyau, en particulier dans la fraction chromatinienne.
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Ceci suggere que les BCFA stimulent la SUMOylation de facteurs de liaison a I'ADN, et donc
probablement des protéines impliquées dans la régulation de I’expression des génes des cellules

intestinales.

SUMO peut étre considéré comme un composant intégral de la chromatine régulant divers
programmes transcriptionnels (Neyret-Kahn et al., 2013). Diverses protéines associées a la

chromatine telles que des facteurs de transcription peuvent étre SUMOylées.

La SUMOylation est généralement associée a une inhibition de la transcription, méme si
plusieurs exemples d’activation de la transcription ont également été décrits (Boulanger ef al.,
2021). L’hyperSUMOylation induite par les BCFA pourrait donc moduler I'expression de génes
impliqués par exemple dans la régulation de la réponse inflammatoire (voie NF-xB) ou dans le

maintien de l'intégrité de la barriere épithéliale intestinale (protéines de jonction serrées).

De fagon intéressante, certaines SENP sont associées a la chromatine, comme SENP7 (Garvin
et al., 2013), SENP1 (Rodriguez-Castafieda et al., 2018), SENP6 (Wagner et al., 2019) et
SENP3 (Wang et al., 2013). Ces SENP régulent notamment le niveau de SUMOylation de
facteurs chromatiniens. Une hypothese serait que les SENP inactivées en réponse aux BCFA
soient préférentiellement les SENP associées a la chromatine, ce qui expliquerait

I’accumulation observée de protéines SUMOylées dans ce « compartiment » treés spécifique.

Afin de compléter nos résultats, nous pourrions a 1’aide des techniques de ChIPseq
(ImmunoPrecipitation de la Chromatine couplées a des analyses transcriptomiques) identifier
les régions du génome ou s’accumulent les protéines hyperSUMOylées en réponse aux BCFA
et étudier Daltération de I’expression des génes dans ces zones. L’analyse de la présence de
protéines SUMOYylées au niveau du promoteur de geénes spécifiques comme 1’IL8 ou CCL20,

dont I’expression est altérée en réponse aux BCFA, serait également intéressante.

Une autre approche serait de caractériser les protéines dont le niveau de SUMOylation est
modifi¢ en réponse aux BCFA par des techniques de protéomique quantitative (Impens et al.,
2012). Ceci permettrait d’identifier de potentielles voies de signalisation ou des réseaux de
protéines impliquées dans des fonctions cellulaires spécifiques, qui seraient régulés par la
SUMOylation induite par les BCFA. Ces identifications seront indispensables pour comprendre

comment les BCFA peuvent, via la SUMOylation, modifier la physiologie intestinale.
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o Les BCFA altérent les réponses inflammatoires et la voie NF-xB

Afin de mieux comprendre quelles sont les conséquences de 1I’hyperSUMOylation sur la
physiologie des cellules intestinales, nous nous sommes focalisés sur la voie de signalisation
NF-«B, qui joue un role essentiel dans I’inflammation intestinale.

Cette voie est en effet connue pour €tre régulée par la SUMOylation (Mab et Miyamoto, 2007 ;
Andrisio et al., 2017 ; Liu et al., 2017).

Nous avons montré qu’en présence de BCFAs, les cellules intestinales présentaient une
diminution importante de 1I’expression de I’ARNm d’IL8 et de CCL20 en réponse au TNFa.
En temps normal, le facteur NF-xB est séquestré dans le cytoplasme par sa protéine inhibitrice
IkBa. En en réponse au TNFa, IkBa est ubiquityné et dégradé par le protéasome. NF-xB est
alors « libéré » et transloqué dans le noyau ou il active la transcription de genes cibles
spécifiques, en particulier ceux codants pour des cytokines pro-inflammatoires comme 1’ILS.
Dans certains cas, IxkBa peut étre SUMOylé ce qui bloque sa capacité¢ a étre ubiquityné
(compétition pour la méme lysine). La SUMOylation d’IkBa inhibe sa dégradation et favorise
donc le maintien de NF-kB dans un état « inactif », séquestré dans le cytosol (Desterro ef al.,
1998 ; Mab et Miyamoto, 2007). Nous avons, dans notre étude, démontré que les BCFAs
bloquaient la dégradation d’IkBa induite par le TNFa, de fagon pH-dépendante (ce blocage est
uniquement observé pour les formes « acides » des BCFA et pas pour les formes « bases »).
Ceci suggere fortement que cette inhibition est dépendante de I’hyperSUMOylation induite par
les BCFA sous leur forme « acide ». Ces résultats suggerent donc que le facteur NF-kB reste
séquestré dans le cytoplasme des cellules en réponse aux BCFA. De fagon surprenante, nous
avons obtenu des données préliminaires montrant que le facteur IkBa, ainsi que le facteur NF-
kB ¢étaient en fait transloqués dans le noyau en réponse aux BCFA. La translocation nucléaire
d’IkBa a ¢été observé dans quelques études (Cressman et Taub, 1993 ; Zabel et al., 1993 ;
Arenzena-Seisdedos, 1995). Il s’agirait d’un mécanisme d’inhibition supplémentaire du facteur
NF-«kB dans le compartiment nucléaire et donc de I'expression des génes régulés par ce dernier.
La présence d’IkBa dans le noyau et sa fixation a NF-xB inhiberait la capacité de liaison a
I'ADN de NF-kB et son activité transcriptionnelle (Arenzena-Seisdedos et al., 1995 ; Arenzena-
Seisdedos et al., 1997). Les mécanismes par lesquels les BCFA induisent la translocation
d’IxkBa dans le noyau et les conséquences exactes de cette translocation sur ’activité
transcriptionnelle de NF-xB et le programme transcriptionnel de la cellule restent maintenant a

déterminer.
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e Les BCFA bloquent I’augmentation de la perméabilité de l'épithélium intestinal

En parall¢le de notre ¢tude de la voie de signalisation NF-kB, nous avons étudi¢ 1’impact de
I’hyperSUMOylation induite par les BCFA sur la perméabilité de la barriere intestinale en
réponse au TNFa dans un modele in vitro de monocouche des cellules épithéliales intestinales.
Ce systeme est 1'un des modeles in vitro les plus utilisés dans 1’étude de la perméabilité
intestinale (Hidalgo ef al., 1989). L’altération de la barriére intestinale dans ce modele par le
TNFa est bien documentée et se caractérise par une augmentation de la perméabilité intestinale

(Mashukuva et al., 2011 ; Al-Sadi et al., 2016).

L’augmentation de la perméabilité intestinale en réponse au TNFa a également été observé in
vivo (Gibson, 2004). Nous avons observé que le traitement des cellules Caco-2 par le TNFa
induisait une augmentation de la perméabilité intestinale, comme attendu. En revanche, I’ajout
des acides isobutyrique et isovalérique bloque I’augmentation de perméabilité¢ induite par le
TNFa. Ce résultat suggere que les BCFA pourraient renforcer I’intégrité de la barriére

intestinale dans des contexte d’inflammation intestinale.

De facon intéressante, des concentrations physiologiques de SCFA améliorent la fonction de la
barriere intestinale en augmentant la résistance trans-épithéliale (TEER) dans des monocouches
des cellules T84 et Caco-2. Cet effet protecteur des SCFA sur les cellules épithéliales
intestinales est pH-dépendant, et médi¢e spécifiquement par les formes « acides » des SCFA
diffusant librement a travers la membrane plasmique (Suzuki et al., 2008). Ces données sont
tout a fait en accord avec nos résultats et pourraient impliquer une modification de la

SUMOylation de certaines protéines de ces cellules.

e La modulation de la SUMOylation par les BCFA : un intérét potentiel dans le
traitement des MICI ?

L’ensemble de nos travaux montrent pour la premiere fois que les BCFA produits par les
bactéries du microbiote intestinal peuvent réguler I’activité des cellules intestinales en modulant
la SUMOylation de leurs protéines. Ces résultats illustrent un nouveau mécanisme de régulation
de la physiologie intestinal par le microbiote et ouvrent la voie a une potentielle utilisation de

ces métabolites dans le traitement de I’inflammation intestinale.
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Les MICI constituent un cadre trés intéressant pour une application potentielle de I’effet anti-

inflammatoire des SCFA/BCFA.

Il est intéressant de noter que les gradients de concentrations locales en SCFA sont inversement
proportionnels a la distribution anatomique et I’intensité des 1ésions inflammatoires observées
dans les MICI (notamment dans la rectocolite hémorragique ; Cotran et al., 1999). De plus, le
pH luminal est plus bas chez les patients atteints de RH par rapport aux volontaires sains. Chez
les patients atteints de RH « active », le pH du colon proximal peut diminuer a moins de 5,5
(Nugent et al., 2000), et atteindre méme une valeur extrémement acide (entre 2,3 et 3,4) chez
les patients atteints de RH de gravité sévere (Fallingborg et al., 1989). Ce pH serait donc
particuliérement favorable a I’activité des SCFA/BCFA sous forme « acide », dans le cas d’une

administration de ces molécules aux patients.

Certains essais cliniques basés sur ’utilisation du butyrate ont déja montré un certain succes
(Thibault et al., 2007 ; Silva et al., 2018 ; Vernero et al., 2020). Les lavements au butyrate
semblent notamment fournir un traitement efficace pour améliorer 1’état de santé et accélérer le
processus de guérison chez les patients atteints de RCH (Scheppach et al., 1992 ; Vernia et al.,
1995 ; Scheppach et al., 1997 ; Vernia et al., 2003). Par exemple, ces lavements locaux
diminuent l'inflammation du célon chez des patients atteints de RCH et améliorent les
symptomes histologiques et cliniques chez certains patients atteints de MICI qui n'avaient pas
répondu a la corticothérapie (Scheppach et al., 1992 ; Scheppach et al., 1996). L’administration
orale de butyrate est apparue ¢galement comme un complément thérapeutique efficace dans le
maintien de la rémission chez les patients atteints de RCH (Vernia et al., 2000 ; Vernero et al.,
2020) ainsi que dans la diminution de I’inflammation chez les patients atteints de la maladie de
Crohn (Di Sabatino et al., 2005). Fait intéressant, la co-administration orale ou rectale
(lavement) de butyrate avec des anti-inflammatoires ou des immunosuppresseurs actuellement
utilisés dans le traitement des MICI, notamment la mésalazine (Acide 5-aminosalicylique(5-
ASA)) et la cortisone, présente une efficacité supérieure a celle des monothérapies par ces
traitements chez les patients atteints de RCH active (Vernero ef al., 2020 ; Vernia et al., 2003).
Enfin, Facchin ef al., ont démontré que 1'administration orale de butyrate microencapsulé
augmentait le nombre des bactéries productrices de butyrate, qui a leur tour augmentaient la
production endogeéne de butyrate, contribuant ainsi a 'homéostasie intestinale (Facchin et al.,

2020).
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Cependant, certains facteurs pourraient diminuer I’efficacité du traitement par le butyrate. Par
exemple, il a ét¢ démontré que l'inflammation de I’épithélium intestinal induisait une
diminution de 1’expression du transporteur MCT-1, responsable de transport du butyrate dans
les cellules épithéliales coliques. En effet, dans la muqueuse intestinale des patients atteints de
MICI, la diminution de ’expression de MCT-1, et donc de I’absorption du butyrate, est
étroitement dépendante de I’intensité de 1’inflammation colique, ce qui pourrait expliquer
I’absence d’effet de butyrate dans certaines études cliniques (Hamer et al., 2010 ; Kaczmarek
et al., 2020). I1 s’avere que le butyrate n’est efficace que dans les formes légeres a modérées de
RH ou de MC ou I’expression de MCT-1 serait suffisamment €élevée pour assurer son transport
dans 1’épithélium (Thibault ef al., 2007). Cette diminution de MCT-1 ne devrait cependant pas
affecter le passage des formes « acides » de BCFA/SCFA qui pourraient donc, malgré tout,

conserver leur intérét thérapeutique.

Le mode d’administration des BCFA reste un probleme majeur dans 1’utilisation potentielle de
ces métabolites chez ’homme. Ces molécules sont tres odorantes ce qui rend difficile leur
absorption par voie orale, et la réalisation de lavements est techniquement contraignante pour
les patients. Une des approches envisageables est 'utilisation de probiotiques produisant des
BCFA. Ceux-ci pourraient coloniser le microbiote des patients atteints de MICI et fournir in
situ des quantités importantes de BCFA. Il sera donc intéressant de cribler différentes espéces
bactériennes productrices des BCFA afin d’identifier des candidats probiotiques potentiels
capables de moduler la SUMOylation intestinale in vivo apres ingestion. L’utilisation de
bactéries génétiquement modifiées surexprimant les voies métaboliques de production des
BCFA pourrait également présenter un intérét (du moins pour la validation in vivo de nos
approches car ce type de probiotique est difficilement applicable a ’homme d’un point de vue
1égislatif). L’utilisation de gélules gastrorésistantes/entérosolubles ou d’autres moyens de
délivrer ces métabolites directement au niveau colique est également envisageable. Ces
différentes approches permettraient de garantir une biodisponibilité maximale des BCFA au

niveau de la muqueuse intestinale des patients atteints de MICI, afin de limiter I’inflammation.

Un autre axe de développement thérapeutique utilisant nos résultats serait de cibler directement
la SUMOylation des protéines des cellules intestinales en inhibant spécifiquement I’activité des
SENP par des inhibiteurs chimiques. Il existe a I’heure actuelle différents inhibiteurs de SENP,
comme des composés a base de peptides synthétiques, des inhibiteurs de petit poids moléculaire
ou des composés naturels extraits de plantes. Ces composés sont difficilement applicables a

I’heure actuelle en clinique en raison de leur faible spécificité.
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L’identification de nouveaux inhibiteurs spécifiques constitueraient des candidats

thérapeutiques intéressants (Kumar et Zhang, 2015 ; Tokarz et al., 2021).

Deux études ont tenté de développer des approches ciblant la SUMOylation des protéines
intestinales afin de lutter contre I’inflammation intestinale. La premicre approche consiste en
un systéeme de thérapie génique visant a augmenter la SUMOylation intestinale en augmentant
I'expression de la SUMO E3 ligase PIAS1 (Yavvari et al., 2019). Cette surexpression de PIAS1
atténue l'inflammation intestinale dans un modele de colite induite par le DSS, en diminuant la
sécrétion de diverses cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a ou I’'IL8 (Yavvari ef al.,
2019). Quant a la deuxieme approche, I’induction de ’hyperSUMOylation a été réalisé par une
invalidation génétique de la protéase SENP7 dans un modele murin. Ces souris SENP7 KO

montrent ¢galement une diminution de l'inflammation en réponse au DSS (Suhail et al., 2019).

Pris ensemble, ces études indiquent que la machinerie de SUMOylation/déSUMOylation
pourrait constituer une cible thérapeutique prometteuse pour le traitement de l'inflammation
liée aux MICI. L’identification des voies de signalisation induites par les BCFA/SCFA et
aboutissant a la SUMOylation de protéines de la chromatine, ainsi que la caractérisation des
facteurs nucléaires SUMOYylés, pourrait fournir de nouveaux candidats thérapeutiques

potentiels pour « mimer » I’effet des BCFA/SCFA et diminuer I’inflammation intestinale.

e  SUMOylation et autres pathologies

SUMO et infections bactériennes

En parallele de son role potentiel dans I’inflammation intestinale, la SUMOylation est
impliquée dans diverses infections par des pathogenes de I’intestin (Ribet ef al., 2010 ; Fritah
etal.,2014 ; Verma et al., 2015 ; Sidik et al., 2015). Certaines bactéries entériques pathogenes
bloquent la SUMOylation de protéines essentielles dans les cellules infectées en ciblant la
machinerie de SUMOylation. La déSUMOylation qui en résulte favorise la survie et la
réplication intracellulaire des bactéries. L’identification de métabolites produits par les
bactéries commensales du microbiote antagonisant 1’effet de ces pathogeénes pourrait donc

constituer un nouveau mécanisme de défense utilisé par le microbiote pour protéger son hote.
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SUMO et enterocolite nécrosante

L’impact potentiel de certains BCFA a été analysé dans un modé¢le d'entérocolite nécrosante
(ECN) chez le rat. L’ECN est une maladie grave qui affecte I’intestin chez les prématurés et les
nouveaux-nés (Ran-Ressler et al., 2011). Les BCFA étudiés dans ce cadre possédaient une
longue chaine carbonée (d’au moins 14C ; Long-chain BCFA ou LC-BCFA). Les LC-BCFA
sont naturellement présents au niveau de la peau, dans la membrane de certaines bactéries
intestinales ou peuvent étre directement apportés par I’alimentation (Toarmina ef al., 2020). En
adéquation avec nos résultats sur les BCFA a courte chaine, les LC-BCFA diminuent
I’expression de I’IL8 dans les cellules Caco-2. De plus, une supplémentation de 1’alimentation
avec un mélange de LC-BCFA diminue I’inflammation intestinale chez le rat et augmente

I’expression de la cytokine anti-inflammatoire IL10 (Ran-Ressler et al., 2011).

Nous pouvons faire I’hypothese que si I’effet anti-inflammatoire des LC-BCFA dépend de leur
forme « acide », il est probable que ces composés agissent en fait sur la SUMOylation des
protéines intestinales, de maniére identique a celle des BCFA. Il serait donc intéressant

d’étudier I’effet de ces LC-BCFA sur la SUMOylation intestinale.
SUMO et inflammation des voies respiratoires

En dehors du contexte intestinal, une étude a d’autre part montré qu’un environnement
faiblement acide (pHS5.5) était capable d’inhiber les réponses inflammatoires induites par le
LPS dans des cellules épithéliales des voies respiratoires (Hackett et al., 2016). Encore une fois,
cette modification du pH de I’environnement cellulaire pourrait avoir des répercussions sur la
SUMOylation des cellules de 1’épithélium respiratoire aboutissant a cette inhibition de

I’inflammation.
SUMO et microbiote vaginal

Enfin, il a ét¢ démontré que des acides organiques comme 1’acide lactique, produit cette fois-ci
par les bactéries du microbiote vaginal, bloquent la réponse inflammatoire dans les cellules
épithéliales cervico-vaginales humaines (Hearps et al.,, 2017). Cette inhibition de
I’inflammation n’est observée qu’a pH acide (pH<4) (Hearps et al., 2017 ; Delgado-Diaz et al.,
2020).

Les propriétés anti-inflammatoires uniques de I’acide lactique contribuent de fagon notable a
I’effet protecteur du microbiote vaginal contre l'infection par le VIH (Hearps et al., 2017 ;

Delgado-Diaz et al., 2020).
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Nous pouvons faire comme hypothése que 1’acide lactique agit sur les cellules cervico-
vaginales de facon identique aux BCFA sur les cellules intestinales, ¢’est-a-dire en induisant
une hyperSUMOylation. Il serait donc intéressant d’étudier si 1’acide lactique change le niveau

de SUMOylation de protéines nucléaires dans les cellules épithéliales vaginales.

L’ensemble de ces résultats confortent notre hypothese que les SCFA/BCFA produits par le
microbiote (intestinal, vaginal mais aussi possiblement cutané ou respiratoire) pourrait réguler
localement I’inflammation, et ceci au niveau de différents types de muqueuses, et renforcer

I’effet de barriere des différents microbiotes de 1’organisme contre les pathogenes.
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Conclusion

Mes travaux de recherche de doctorat montrent pour la premicre fois que les bactéries
commensales du microbiote intestinal, a I’instar des bactéries pathogenes, peuvent moduler la
SUMOylation de nombreuses protéines intestinales et réguler leurs activités. Ces résultats
mettent en lumiére un nouveau type d’interaction hote/microbiote, impliqué dans la régulation
de la physiologie intestinale. Nous avons montré en particulier que 1’hyperSUMOylation
induite par les BCFA et les SCFA limitait la réponse inflammatoire des cellules intestinales, en
bloquant la voie NF-kB. Ces travaux, réalisés majoritairement in vitro, devront maintenant étre
poursuivis in vivo en étudiant I’'impact de ces métabolites sur la SUMOylation dans des modeles

murins d’inflammation intestinale.

L’ensemble de ces résultats ameneront potentiellement a évaluer 1’effet de ces BCFA dans le
traitement de pathologies inflammatoires comme les MICI. En effet, une augmentation de la
concentration en BCFA au niveau colique (via I’administration directe de ces métabolites ou
I’utilisation de probiotiques) pourrait permettre de limiter [D’apparition de poussées
inflammatoires. Ces métabolites pourraient alors compléter 1’arsenal thérapeutique
actuellement utilis¢ dans le cadre des MICI et aider a répondre au probléme de santé publique

majeur pos¢ par ces pathologies.
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Abstract

Title : Impact of the gut microbiota on the SUMOylation of intestinal proteins

The gut microbiota produces a wide variety of metabolites, which interact with intestinal cells
and modify their activity. Fatty acids such as Short Chain Fatty Acids (SCFAs) and Branched
Chain Fatty Acids (BCFAs) constitute a major class of metabolites produced by intestinal
bacteria. These fatty acids regulate intestinal cell activities either by modulating the
transcription of specific genes or by interfering with post-translational modifications of gut
proteins.

SUMOylation is an ubiquitin-like modification consisting in the reversible conjugation of
SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) peptides to target proteins. This modification plays
essential roles in intestinal physiology and homeostasis. Some pathogenic bacteria may
interfere with intestinal cell SUMOQylation. The potential impact of commensal bacteria on this
intestinal post-translational modification remains however unknown.

The objectives of this thesis work were (1) to determine whether bacterial metabolites such as
BCFAs and SCFAs could modulate intestinal protein SUMOylation and (2) to characterize the
impact of these SUMO-regulations on intestinal physiology. We showed that several BCFAS
(isobutyric acid, isovaleric acid and 2-methyl-butyric acid) and several SCFAs (acetic acid,
butyric acid and propionic acid) increase intestinal protein SUMOylation in different intestinal
cell lines.

We demonstrated that the hyperSUMOylation induced by these fatty acids is pH-dependent and
results from the passive diffusion of these acids through the plasma membrane of intestinal
cells. Once inside cells, BCFAs/SCFAs trigger the inactivation of deSUMOylases (which are
enzymes involved in the deconjugation of SUMO) via the induction of an oxidative stress. We
observed that the hyperSUMOylation induced by BCFAs/SCFAs mainly affect chromatin-
bound proteins. In order to determine the impact of these modifications on intestinal
physiology, we focused on the NF-kB signaling pathway, a key player in inflammation known
to be regulated by SUMOylation. We demonstrated that the hyperSUMOylation induced by
BCFASs/SCFAs blocks the degradation of the inhibitory factor IkBa in response to TNFa, and
thus inhibits the activation of the NFKB pathway. These results, for example, in a decrease in
pro-inflammatory cytokines expression such as IL8 or CCL20 in response to TNFa, as well as
a decrease in epithelial permeability in an in vitro model of intestinal epithelium.

In conclusion, our work shows for the first time that metabolites produced by gut commensal
bacteria can regulate intestinal cells activities by modulating SUMOylation. These results
illustrate a new mechanism of dampening of inflammatory responses by the microbiota and
pave the way for the potential use of these metabolites in the treatment of inflammatory
pathologies such as Inflammatory Bowel Diseases (IBD).

Keywords : Gut microbiota, Branched Chain Fatty Acids (BCFAs), Short Chain Fatty Acids
(SCFAs), SUMOylation, intestinal inflammation, post-translational modifications, hostbacteria
interactions.



Reésume de la these
Titre : Impact du microbiote intestinal sur la SUMOylation des protéines intestinales.

Le microbiote intestinal produit une grande variété de métabolites qui peuvent agir sur les
cellules de I’épithélium intestinal et modifier leur activité. Les acides gras, tels que les Acides
Gras a Chaines Courtes (SCFA) et les Acides Gras a Chaines Ramifiées (BCFA), constituent
une classe majeure de métabolites produits par les bactéries intestinales. Ces acides gras
peuvent réguler les activités des cellules de I’intestin soit en modulant la transcription de génes
spécifiques soit en interférant avec les modifications post-traductionnelles des protéines
intestinales.

La SUMOylation est une modification de type ubiquitine consistant en la fixation réversible de
peptides SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) sur des protéines cibles. Cette modification
joue un role essentiel dans la physiologie et ’homéostasie intestinale. Certaines bactéries
pathogenes sont capables d’altérer la SUMOylation des cellules intestinales. L’impact potentiel
des bactéries commensales du microbiote intestinal sur cette modification post-traductionnelle
reste, lui, inconnu.

L’objectif de ce travail de thése était d’étudier si des métabolites bactériens comme les BCFA
et les SCFA pouvaient moduler la SUMOylation des protéines intestinales et, le cas échéant, de
déterminer I’impact de ces modifications sur la physiologie intestinale.

Nous avons montré que plusieurs BCFA (acide isobutyrique, acide isovalérique et acide 2-
méthyl-butyrique) et plusieurs SCFA (acide acétique, acide butyrique et acide propionique)
augmentent la SUMOylation des protéines de différentes lignées de cellules intestinales. Nous
avons démontré que I’hyperSUMOylation induite par ces acides gras était dépendante du pH et
résultait de la diffusion passive de ces acides a travers la membrane plasmique des cellules
intestinales. Une fois dans les cellules, les BCFA/SCFA entrainent une inactivation des
déSUMOylases intestinales (des enzymes impliquées dans la déconjugaison de SUMO) via
I’induction d’un stress oxydant. Nous avons observé que I’hyperSUMOylation induite par les
BCFA/SCFA touche principalement des protéines associées a la chromatine. Afin de
déterminer I’impact de ces modifications sur la physiologie intestinale, nous nous sommes
focalisés sur la voie de signalisation NF-kB, qui est un acteur clé de la réponse inflammatoire
et qui est régulée par la SUMOylation. Nous avons pu montrer que I’hyperSUMOylation induite
par les BCFA/SCFA bloque la dégradation du facteur inhibiteur IxBoa en réponse au TNFa,
inhibant ainsi I’activation de la voie NF-kB. Ceci se traduit par exemple par une diminution de
I’expression de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL8 ou CCL20 en réponse au TNFa, et
par une diminution de la perméabilité épithéliale dans un modele In Vitro d’épithélium
intestinal.

En conclusion, ces travaux montrent pour la premiére fois que des meétabolites produits par les
bactéries du microbiote intestinal peuvent réguler I’activité des cellules intestinales en modulant
la SUMOylation. Ces résultats illustrent un nouveau mécanisme d’inhibition de I’inflammation
par le microbiote et ouvrent la voie a une potentielle application de ces métabolites dans le
traitement de pathologies inflammatoires comme les Maladies Inflammatoires Chroniques de
I’Intestin (MICI).

Mots clé : Microbiote intestinal, Acides Gras a Chaines Ramifiées (BCFA), Acides Gras a
Chaines Courtes (SCFA), SUMOylation, inflammation intestinale, modifications post-
traductionnelles, interactions hote-bactéries.
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