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Résumeés

La superfamille des UDP-glucuronosyltransférases (UGT) est constituée de glycoprotéines
résidant au réticulum endoplasmique et sujettes aux modifications post-traductionnelles
(PTM, post-translational modifications). L’enzyme UGT2B7 est d’un intérét particulier vu
son action sur une grande variété de médicaments. La plupart des études actuelles n’ont
pour sujet que les variants communs de cette enzyme et n’examinent donc qu’une fraction
de la diversité génétique de celle-ci. En effet, les variants rares (fréquence allélique en deca
de 1%) peuvent potentiellement avoir un effet considérable puisqu’ils sont prédits comme
étant bien plus nombreux que les variants communs au sein du génome humain. La
présente étude fait état de la découverte d’un variant rare d’UGT2B7 possédant un intérét
pharmacogénétique potentiel et encodant une substitution d’acide aminé au codon 121.
Cette variation peu fréquente, retrouvée chez deux individus au sein d’une population de
305 sujets sains, mene a la traduction d’une asparagine (Asn) plutdt qu’un acide aspartique
(Asp) au codon 121 (UGT2B7 p.D121N). Cette substitution est prédite comme créant un
motif de N-glycosylation NX(S/T) subséquemment validé par traitement a
I’endoglycosidase de fractions microsomales issues de surexpressions dans des cellules
HEK293 et par inhibition a la tunicamycine de la N-glycosylation d’UGT2B7 produites de
facon endogene dans des HEK293. De plus, la présence d’un oligosaccharide additionnel
sur ’enzyme UGT2B7, affectant potentiellement son repliement, résulte en la diminution,
respectivement par 49 et 40%, de la formation de glucuronides a partir de la zidovudine et
de I’acide mycophénolique. Une analyse de la base de données dbSNP a permis la
découverte de 32 variants rares pouvant potentiellement créer ou abolir des motifs de N-
glycosylation au sein d’enzymes UGT2B. Ensemble, ces variants ont le potentiel
d’augmenter la proportion de la variance de la voie des UGT qui est expliquée par des
modifications post-traductionnelles telles la N-glycosylation, affectant ainsi le métabolisme

des médicaments.
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The UDP-glucuronosyltransferase (UGT) superfamily consists of glycoproteins resident of
the endoplasmic reticulum membranes that undergo post-translational modifications
(PTM). UGT2B7 is of particular interest because of its action on a wide variety of drugs.
Most studies currently survey common variants and are only examining a small fraction of
the genetic diversity. However, rare variants (frequency <1%) might have significant effect
as they are predicted to greatly outnumber common variants in the human genome. Here,
we discovered a rare single nucleotide UGT2B7 variant of potential pharmacogenetic
relevance that encodes a nonconservative amino acid substitution at codon 121. This low-
frequency variation, found in two individuals of a population of 305 healthy volunteers,
leads to the translation of an asparagine (Asn) instead of an aspartic acid (Asp) (UGT2B7
p.D121N). This amino acid change was predicted to create a putative N-glycosylation motif
NX(S/T) subsequently validated upon endoglycosidase H treatment of microsomal
fractions and inhibition of N-glycosylation of endogenously produced UGT2B7 with
tunicamycin from HEK293 cells. The presence of an additional N-linked glycan on the
UGT2B7 enzyme, likely affecting proper protein folding, resulted in a significant decrease,
respectively by 49 and 40%, in the formation of zidovudine and mycophenolic acid
glucuronides. A systematic survey of the dbSNP database uncovered 32 rare and naturally
occurring missense variations predicted to create or disrupt N-glycosylation sequence
motifs in the other UGT2B enzymes. Collectively, these variants have the potential to
increase the proportion of variance explained in the UGT pathway due to changes in PTM

such as N-linked glycosylation with consequences on drug metabolism.
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Avant-propos

Ce mémoire, intitulé « Un nouveau variant rare entrainant la modification post-
traductionnelle de I’enzyme UGT2B7 et affectant son activité », est construit sous la forme
d’une insertion d’article et est présenté a la faculté des études supérieures de 1’Université

Laval en vue de I’obtention du grade de Maitres ¢s Sciences (M. Sc.).

L’article qui constitue le coeur de ce mémoire s’intitule « A rare UGT2B7 variant creates a
novel N-glycosylation site at codon 121 with impaired enzyme activity », j’en suis le
premier auteur et il a ¢été publié¢ dans journal Drug Metabolism and Disposition en octobre
2016. Ma directrice de recherche, Dre Guillemette, et Dre Benoit-Biancamano, alors
candidate au doctorat, ont conceptualisé 1’étude et contribué a I’écriture et a la révision du
manuscrit. Dre Benoit-Biancamano a établi la lignée cellulaire surexprimant la protéine
variante d’"UGT2B7 au codon 121 en collaboration avec Lyne Villeneuve, professionnelle
de recherche au laboratoire. Dre Benoit-Biancamano a aussi contribué aux essais
enzymatiques utilisant le MPA comme substrat. La professionnelle de recherche Sylvie
Desjardins a effectué les essais sur les microsomes avec ’endoglycosidase H et 1’O-
glycosidase ainsi que les traitements sur les cellules en expression transitoire avec la
tunicamycine et la thapsigargine. Pour ma part, j’ai effectué les essais enzymatiques avec
I’AZT et les immunobuvardages de type Western permettant de normaliser les activités
enzymatiques et I’ensemble des analyses de cinétiques enzymatiques. J’ai fait I’analyse des
variants ponctuels a partir de bases de données publiques et j’ai produit la figure s’y
rattachant. Enfin, j’ai rédigé I’ébauche du manuscrit. Tous les auteurs ont contribué a
I’analyse des données présentées dans 1’article et a la révision du manuscrit. J’estime a 60%

ma contribution a ce manuscrit.

Au cours de ma maitrise, j’ai également travaillé sur des variants d’épissage des geénes
UGT, particuliérement le variant UGT2B7 n4, qui possede un exon 2 supplémentaire. Mes
travaux ont été inclus dans I’article intitulé « Divergent expression and metabolic functions
of human glucuronosyltransferases through alternative splicing » publié dans le journal Cell
Reports en septembre 2016 et présenté en annexe de ce mémoire. Ma contribution porte
spécifiquement sur la réalisation des expériences de mise au point de nouveaux anticorps,

d’essais d’immunoprécipitation pour détecter la protéine variante par spectrométrie de



masse (figure S2) ainsi que par 1’analyse des données de métabolomique non ciblée dans
les modeles cellulaires HepG2 et HEK293 surexprimant ou non le variant. J’ai
conceptualisé et produit les figures et tableaux associés, soit la figure SF et le tableau S1.

J’estime ma contribution a ce manuscrit a 20% et j’en suis 3" auteur.

X1



Introduction

1. La voie enzymatique de glucuronidation

L’homéostasie est la capacité des étres vivants a stabiliser leur environnement interne suite a une
perturbation, qu’elle soit de nature endogene, telle la sécrétion d’une hormone, ou exogene, telle
I’ingestion d’une toxine ou d’un médicament. Des réactions métaboliques interviennent alors
dans le but de rendre biologiquement inactif le composé causant le débalancement et de lui
permettre d’étre excrété par 1’organisme. Parmi ces réactions, la réaction de glucuronidation, qui
d’un point de vue pharmacologique s’inscrit dans le métabolisme de phase II des médicaments.
Cette réaction est également impliquée dans le maintien des concentrations endogenes de
plusieurs composés (Bock 2015). La glucuronidation s’effectue en présence du cofacteur uridine
di-phosphate acide glucuronique (UDPGA), un sucre provenant de I’'UDP-glucose. La réaction
consiste en le transfert de 1’acide glucuronique de I’'UDPGA a un groupement nucléophile du
substrat. Les métabolites générés sont généralement inactifs, plus polaires et plus facilement
excrétés de I’organisme via la bile et I'urine. Il existe cependant quelques exceptions. C’est
notamment le cas de la morphine, dont le métabolite glucuronide sur son groupement hydroxyle
alicyclique (morphine-6-glucuronide) conserve des propriétés analgésiques s’apparentant a celles
de son composé parent, sans toutefois entrainer d’effets secondaires aussi importants (Coller et

al. 2009).
1.1. Structure et fonction des enzymes UDP-glucuronosyltransférases

Enzymes du métabolisme de phase II, les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) exercent des
fonctions de détoxification au sein d’une panoplie d’organismes : mammifgres, insectes, plantes,
bactéries (Bock 2016). Chez I’humain, les UGT sont responsables d’une réaction de conjugaison
produisant des métabolites glucurono-conjugués. Cette réaction, dite de glucuronidation,
intervient dans le métabolisme de plus de 55% des médicaments les plus prescrits (Guillemette et
al. 2014). Elle est également impliquée dans le métabolisme de molécules endogenes, telles la
bilirubine ou les hormones stéroidiennes. L’activité enzymatique de I’'UGT envers un substrat
donné¢ est influencée par son profil d’expression tissulaire et cellulaire ainsi que par la nature de

I’UGT. Chaque UGT posseéde pour chacun de ses substrats une affinité et méme une



régiosélectivité qui lui est propre (Wu et al. 2012). Certains substrats peuvent étre glucuronidés
par plusieurs UGT alors que d’autres sont spécifiques a une seule enzyme. Ces derniers s’aveérent
utiles afin d’établir quelles UGT sont actives dans un tissu donné ou envers un substrat donné,

par essais de compétition par exemple (Seo et al. 2014, Margaillan et al. 2015).

Cette activité est influencée par le positionnement du groupement nucléophile a I’intérieur de la
poche catalytique de 1’enzyme, lequel dépend de la position du groupement au sein de la
molécule et de la nature des autres groupements qui s’y trouvent (Sorich et al. 2004, Wu et al.
2012). La structure tridimensionnelle exacte de cette poche catalytique est méconnue puisque la
nature transmembranaire (au sein de la membrane du réticulum endoplasmique) de ces enzymes
les rend difficile a cristalliser a des fins de cristallographie par rayon-X. En effet, le domaine de
liaison au substrat des enzymes UGT se situe dans la portion N-terminale de la protéine, laquelle
contient aussi le peptide signal qui guide I’insertion de la protéine dans le réticulum
endoplasmique (RE) suite a sa traduction (Ouzzine et al. 1999). Ainsi, le site actif des UGT se

retrouve dans la lumiere du RE. Dans la portion C-terminale de la protéine se situent deux
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Figure 1. Organisation génomique des UGT humaines
Figure adaptée de (Guillemette et al. 2010).
2



domaines connus, le domaine de liaison au co-substrat UDPGA et un domaine transmembranaire

(Meech and Mackenzie 1997).
1.2. Organisation génomique des génes codant pour les enzymes UGT

Le géne UGTI humain situé sur le chromosome 2 permet, grace a des événements d’épissage
alternatif impliquant des promoteurs et exons 1 alternatifs, I’expression de plus de neuf enzymes
UGTI1A (Gong et al. 2001). L’¢pissage alternatif d’exons 5 terminaux mene de surcroit a
I’expressions d’autant de protéines tronquées, dites isoformes 2 ou i2, lesquelles régulent
I’activité enzymatique des UGT1A il (Girard et al. 2007, Levesque et al. 2007). Située sur le
chromosome 4, la sous-famille des UGT2B est composée de sept génes distincts, chacun d’entre
eux codant pour une enzyme UGT2B : UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15,
UGT2B17 et UGT2B28. La sous-famille des UGT2A4 est quant a elle composée de deux geénes
qui codent pour 3 enzymes (Mackenzie et al. 2005, Owens et al. 2005). L’organisation

génomique ainsi que la phylogénie de ces genes sont présentées dans la figure 1.
1.3. UGT2B7

L’enzyme UGT2B?7 est responsable de la glucuronidation de pratiquement un cinquieme de tous
les substrats connus comme étant glucuronidés (Stingl et al. (2014); Figure 2). Parmi les 200
médicaments les plus prescrits, 111 sont conjugués par les enzymes UGT. De ce nombre, 25%
sont des substrats d’UGT2B7 (Guillemette et al. (2014); Figure 2). Ces statistiques laissent
entrevoir quelques raisons qui font de cette enzyme la plus ¢étudiée des UGT de la famille 2B.
Ainsi, cette protéine est I’isoforme UGT majeure métabolisant plusieurs substrats exogenes,
entre autres, les médicaments antirétroviraux efavirenz et zidovudine (AZT) (Belanger et al.
2009), le composé anti-cancéreux épirubicine (Innocenti et al. 2001), les anti-inflammatoires
non-stéroidiens diclofénac, clonixine et ibuproféne (Sakaguchi et al. 2004), la morphine
(Gradinaru et al. 2015), le béta-bloquant propanolol (Yu et al. 2010) ainsi que 1’acide valproique,
un médicament antiépileptique (Wang et al. 2016). Elle est également impliquée dans le
métabolisme de plusieurs substrats endogenes comme 1’acide arachidonique, les prostaglandines
E2 et B1 (Little et al. 2004) et plusieurs estrogenes (Lepine et al. 2004) et androgénes (Turgeon
et al. 2001).



L’enzyme UGT2B7 est abondante au foie mais se retrouve aussi dans d’autres tissus du
métabolisme des médicaments tels les reins mais également dans tous le systeme gastro-
intestinal (a I’exception du rectum) ainsi qu’au pancréas (Court et al. 2012, Margaillan et al.
2015). Longue de 529 acides aminés, UGT2B7 apparait a une hauteur d’environ 52kDa lors

d’immunobuvardages de type Western.

Les UGT partagent une forte homologie de séquence, I’enzyme UGT2B7 possede donc les
mémes domaines protéiques que les autres membres de cette famille. Ainsi se trouvent dans la
portion N-terminale de I’enzyme le peptide signal la guidant a la membrane du RE et le domaine
de liaison au substrat. Bien que la conformation et les résidus importants de ce domaine de
liaison restent peu connus, une étude de cette région via la création de protéines chimériques
UGT2B7 et UGT2B15 met en lumicre son role sur I’activité enzymatique et la spécificité du
substrat (Lewis et al. 2007). En effet, ’'UGT2B7 chimérique, pour laquelle les résidus 61 a 194
ont ét¢ remplacés par ceux d’UGT2B15, montrait une activité envers la testostérone et la
phénolphtaléine alors qu’UGT2B7 (séquence de référence) ne présentait aucune activité pour ces
substrats. De plus, I’étude a montré que les enzymes UGT2B15 chimériques avaient un profil
enzymatique sigmoide pour la glucuronidation du 4-méthylumbelliferone s’apparentant plus a

celui d’UGT2B7 que d’UGT2B15. Enfin, ce type de profil sigmoidal laisse croire aux auteurs

Substrats connus comme étant
glucuronidés (n=107)
(Stingl et al. 2014)

Substrats glucuronidés parmi les 200
médicaments les plus prescrits
(n=111, 55%)
(Guillemette et al. 2014)

Figure 2. Diagramme de la contribution de chaque UGT

Contribution de chaque UGT a la glucuronidation de leurs substrats (cercle extérieur) et de
ceux compris dans la liste des 200 médicaments les plus prescrits (cercle intérieur).

Données issues de (Guillemette et al. 2014, Stingl et al. 2014).
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que cette région d’UGT2B7 posséderait des propriétés de dimérisation.

De telles propriétés ont été validées dans d’autres études, montrant ¢galement pour UGT2B7 une
capacité de dimérisation avec d’autres UGT, telles les UGT1A, augmentant ainsi son affinité et
sa vitesse de formation du glucuronide pour la AZT (Fujiwara et al. 2010). Une étude récente
montre I’implication des codons 71 et 268 du domaine N-terminal dans la formation des diméres
ainsi que D’effet de polymorphismes tels UGT2B7*2 (H268Y), *71S (A71S) et UGT2B7*5
(D398N) sur cette dimérisation (Yuan et al. 2015).

La portion N-terminale de ’'UGT2B7 comprend également deux motifs de N-glycosylation aux
positions 67 et 68. La position 68 fut expérimentalement validée comme N-glycosylée et comme
affectant 1’activité enzymatique (Nagaoka et al. 2012). Egalement situé dans la portion N-
terminale de I’enzyme, le variant ponctuel affectant le codon 121, dont il est question dans ce
mémoire, présente par sa proximité au site de liaison au substrat un intérét particulier puisqu’il
crée a cet endroit un nouveau site de N-glycosylation, ce qui lui confére le potentiel de modifier

’activité enzymatique d’'UGT2B7.

De son cot¢, la portion C-terminale de la protéine est mieux caractérisée, en effet il a été possible
de déterminer la structure tridimensionnelle de la portion située entre les résidus 285 et 451 par
cristallographie (Miley et al. 2007). Ces travaux ont permis d’identifier des résidus importants du
site de liaison au co-substrat UDPGA en superposant la structure de cette région avec celle d’une
glucosyl transférase végétale, VvGT1. Bien que I’homologie entre ces deux protéines soit faible

(19%), les domaines de liaison au co-substrats se superposaient aisément, laissant deviner un

Interaction du résidu :
Nucléotide

/\ Phosphate
A

Acide glucuronique

Indéterminée

Cp4 ] CB5 DQ

Figure 3. Structure secondaire de la région C-terminale d'UGT2B7

Les deux régions identifiées comme domaines de liaison au co-substrat sont encadrées en gris
et les résidus importants sont indiqués par un triangle. Figure adaptée de (Radominska-Pandya
et al. 2010).



mécanisme de liaison similaire. En combinant cette information et celle obtenue en alignant les
séquences de plusieurs UGT pour observer les résidus conservés, les résidus soupgonnés d’étre
impliqués dans la liaison au co-substrat ont été identifiés. Les interactions de ces résidus ont été
confirmés par des mutations ponctuelles et des essais enzymatiques et sont présentés dans la
figure 3. Egalement, il se trouve dans cette portion de la protéine un site de N-glycosylation
expérimentalement validé a la position 315 qui affecte également I’activit¢ de I’enzyme

(Nagaoka et al. 2012).

2. Déterminants de la variabilit¢ de glucuronidation

Plusieurs facteurs entrent en jeu dans 1’effet potentiel d’un xénobiotique sur le corps humain, tant
du point de vue de son innocuité que de son efficacité. L’expression et I’activité¢ des voies du
métabolisme des médicaments font partie de ces facteurs (Evans 2004). Parmi ces voies, la
glucuronidation, une réaction de conjugaison prise en charge par les enzymes UGT. Tel
qu’illustré a la figure 4, ou I’on peut observer une grande variabilité¢ dans 1’activité de plusieurs
UGT retrouvées au foie, il existe une différence non négligeable entre les individus en ce qui a

trait a leur capacité de glucuronidation (Court 2010).
2.1. Facteurs environnementaux

Une partie de la variabilité de glucuronidation observée entre individus est causée par des
différences de nature environnementales. En effet, des variations dans I’alimentation, la prise de
tabac, d’alcool, de produits naturels ou médicamenteux sont autant de différences pouvant

entrainer cette variabilité.

Parmi les composés retrouvés dans 1’alimentation pouvant influencer la pharmacocinétique de
substrats des UGT se retrouve la vitamine A qui agit comme un co-régulateur (avec les
hormones thyroidiennes) de I’expression de genes de la famille Ugt/a chez les rats (Haberkorn et
al. 2002). L’effet que peut avoir I’alimentation s’étend également au concept de jeline et de sous-
nutrition. Ainsi, un jeline de 36 heures induit chez le rat I’expression d’Ugtlal (de Vries et al.

2015). Chez I’homme, la prise de nourriture, comparativement au jeline, entralne une



augmentation de la concentration plasmatique maximale de 1’acide mycophénolique glucuronide
(MPAG), le métabolite actif du médicament antirejet mycophénolate mofétil (Bullingham et al.

1996).

La consommation d’alcool a elle aussi la capacité de modifier la conjugaison par les enzymes
UGT. Une ¢étude portant sur la glucuronidation du lorazépam, une benzodiazépine
principalement utilisée pour ses propriétés anxiolytiques, a en effet noté chez ’homme une
diminution de 18% de la clairance du médicament suite a une administration d’éthanol sur une
courte période (Hoyumpa et al. 1981). Une autre étude sur le médicament antiépileptique
ézogabine, dont la conjugaison dépend elle aussi des UGT, dénote une augmentation de
I’exposition et de la concentration plasmatique maximale lorsque le composé est ingéré avec de

I’alcool (Crean and Tompson 2013).

Egalement, la prise de certains produits naturels, telles des herbes médicinales, peut influencer la
glucuronidation. Par exemple, le millepertuis perforé est une herbe utilisée pour ses vertus
antidépressives mais dont le composé actif, I’hyperforine, entraine 1’activation du récepteur
nucléaire PXR (pregnane X receptor) qui a son tour est responsable d’une augmentation de
I’expression d’UGT1A1 (Moore et al. 2000, Sugatani et al. 2012). Une étude in vitro montre de
surcroit que de hautes concentrations de composés retrouvés dans le cannabis ont un impact sur
la production de 1’éthanol-glucuronide, dont 50% de la glucuronidation est faite par 'UGT1A9
et 'UGT2B7 (Al Saabi et al. 2013).

Q Estradiol-3-G Q Propofol-G
A Trifluopérazine-G A Zidovudine-G

o1 <& Sérotonine-G <& S-oxazépam-G

Activité relative a la
moyenne pour tous les foies

UGT

1A1  1A4 1A6 1A9 2B7 2B15
CV% 92 53 76 55 45 72

0.01

Figure 4. Variation dans ’activité de glucuronidation d'enzymes UGT au foie
Les substrats utilisés sont des substrats spécifiques aux UGT testées, les tests ont été
effetués dans une méme banque de microsomes de foie. Figure adaptée de (Court 2010).
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L’utilisation de produits du tabac est aussi reconnue comme ayant un impact sur I’expression de
plusieurs geénes des voies du métabolisme des médicaments. C’est le cas d’UGT2AI1 : des
cellules provenant de lavages broncho-alvéolaires de poumons de fumeurs ont une expression
significativement plus faible de ce géne comparativement a celles de poumons de non-fumeurs

(Thum et al. 2006).

Finalement, la prise de médicaments peut aussi contribuer a une variation dans la
glucuronidation. De nombreuses occurrences d’interactions entre des médicaments et les
enzymes UGT sont répertoriées. Par exemple, le diclophénac et I’acide méfénamique, deux anti-
inflammatoires nonstéroidiens, ont récemment été identifiés comme ayant un potentiel inhibiteur
sur les enzymes UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9 et UGT2B7 in vitro (Joo et
al. 2015). Egalement, les médicaments antiépileptiques oxcarbazépine et lamotrigine sont
¢liminés par glucuronidation mais lorsqu’utilisés en combinaison le premier induirait
I’expression d’UGT1A4 menant ainsi a une diminution de 29% de la concentration plasmatique

du second (Johannessen and Landmark 2010).
2.2. Facteurs physiologiques

De nombreux facteurs physiologiques doivent étre considérés lorsqu’on compare la capacité de
glucuronidation entre individus, entre autres la masse corporelle, I’age, le sexe, la fonction rénale

et hépatique.

L’expression des UGT dans les tissus humains change en effet au cours du développement.
D’une part, I’on observe une différence marquée de 1’activité de glucuronidation entre la
naissance et 1’age adulte. Plusieurs études suggerent que cette différence s’explique en grande
partie par le changement de masse corporelle au cours du développement et ces modeles
s’appliquent chez les sujets d’age pédiatrique en général. Cependant, le changement de masse
corporelle seul ne permet pas d’expliquer la différence de I’activité de glucuronidation observée
chez les nouveaux-nés (Wang et al. 2013, Mahmood 2015). 1l y a effectivement un écart dans la
capacité¢ de glucuronidation des nouveaux-nés agés de moins de 8 jours lorsque comparés aux
nouveaux-nés plus agés, lequel ne peut étre attribu¢ qu’a la différence de poids (Allegaert et al.
2008). Plusieurs UGT dont UGT2B7 et UGT1A9 ont en effet une expression et une activité qui

croissent avec 1’age du nouveau-né (Zaya et al. 2006, Miyagi et al. 2012). D’autre part, au cours
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de I’age adulte, des différences, quoique plus modestes, liées a 1’age ont été observées dans la
clairance de substrats des UGT. Une étude a récemment ¢établi un lien entre 1’age et la clairance
des antiépileptiques lamotrigine et oxcarbazépine, montrant dans une cohorte de plus de 1500
patients une augmentation de celle-ci jusqu’a la mi-trentaine, suivie d’une diminution (Wegner et

al. 2013).

La grossesse est un autre facteur physiologique influengant la glucuronidation. Une étude
antérieure du méme groupe portant sur deux femmes prenant en combinaison les médicaments
antiépileptiques mentionnés ci-haut au cours de leur grossesse a observé une augmentation des
clairances de ces composés (Wegner et al. 2010). Cet effet s’explique, du moins en partie, par la
hausse des concentrations des hormones estradiol et progestérone lesquelles activent
respectivement les récepteurs nucléaires ERa et PXR qui a leur tour entrainent une augmentation

de la transcription des génes UGT (Jeong 2010).

En outre, des différences de conjugaison par les enzymes UGT sont observées entre les sexes.
Une étude sur le propofol, un anesthésique général de courte durée administré par voie
intraveineuse, a mis au jour des différences significatives entre les quantités de trois métabolites
glucuronidés de ce composé dans le sang d’hommes et de femmes, ces derniéres ayant des

quantités de 1,7 a 2,1 fois plus élevées de glucuronides (Loryan et al. 2012).

Enfin, la fonction des tissus du métabolisme des médicaments, tels le foie et les reins, peut aussi
expliquer une différence d’élimination d’un composé. Une étude comparant 1’élimination du
médicament antiépileptique rétigabine entre des sujets jeune (18-40 ans) et agés (66-81 ans) émet
I’hypothese selon laquelle la diminution observée dans 1’élimination chez les sujets agés serait
due a un déclin de la fonction rénale et plutét qu’a une différence dans la conjugaison par les

enzymes de phase Il telles les UGT (Hermann et al. 2003).
2.3. Facteurs génétiques et génomiques

La génétique et la génomique jouent un grand role dans la variabilit¢ de réponse aux
médicaments, tel que le démontre I’importance qui est accordée a 1’origine ethnique des patients

autant la recherche que lors d’essais cliniques. La réaction de glucuronidation n’y fait pas



exception et plusieurs mécanismes, tels 1’épissage alternatif et les polymorphismes, expliquent

en partie la variabilité interindividuelle de cette voie.
2.3.1. Les polymorphismes

Les polymorphismes sont les variations génétiques les plus étudiées dans le cadre de la
variabilité du métabolisme des xénobiotiques entre les individus. En ce qui concerne les UGT, de
nombreux polymorphismes ont en effet un impact important sur la conjugaison des substrats de
ces enzymes, tel que le démontrent plusieurs études in vivo et in vitro (Stingl et al. 2014). Ces
variations incluent les insertions/délétions, les variations du nombre de copies d’un géne ainsi
que les polymorphismes ponctuels. Une attention particuliere sera apportée a décrire ces derniers

puisqu’ils sont un élément important de 1’é¢tude présentée dans la discussion de ce mémoire.

Premicrement, les insertions et délétions sont des polymorphismes caractérisés par 1’ajout ou le
retrait d’un ou plusieurs nucléotides au sein de la séquence d’ADN. Ils peuvent ainsi entrainer la
modification d’un amplificateur ou d’un promoteur, ou encore, lorsque situé¢ dans la région
codante, un décalage du cadre de lecture, un codon stop prématuré ou une modification de la
séquence peptidique. Par exemple, une publication récente relate les résultats d’une étude de
phase I ayant pour but d’évaluer la dose maximale d’irinotécan tolérée par des patients classés en
groupes selon leur génotype. L’étude montre que les patients ne possédant pas le polymorphisme
UGT1A1#*28, une insertion affectant la séquence TATA du promoteur du géne, tolérent une dose
plus de deux fois plus élevée de cet agent anticancéreux que celle que tolerent les patients

hétérozygotes pour cet allele (Innocenti et al. 2014).

Deuxiémement, les variations du nombre de copies d’un gene consistent en un nombre de copies
du géne différent d’une copie par allele. Ainsi il peut s’agir de 1’absence d’un géne sur un ou
deux alléles d’un individu ou encore de la duplication du gene menant a la présence de plus
d’une copie du gene par allele. Notamment, les génes UGT2B17 et UGT2B28 comptent parmi
les geénes humains dont la délétion est la plus fréquente (McCarroll et al. 2006, Stranger et al.
2007). Des tissus de foie d’individus possédants 0 ou 2 copies du géne UGT2B17 ont été
comparés en ce qui a trait a leur activité enzymatique envers le médicament exemestane, utilisé
dans le traitement du cancer du sein. Les résultats montrent une diminution de 14 fois de la

formation du métabolite glucuronidé pour les tissus d’individus sans copie d’UGT2BI17 en
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comparaison avec les tissus de ceux possédant 2 copies. Egalement, pour la méme comparaison,

le Vmax/Km était 36 fois moins ¢élevé (Sun et al. 2010).

Finalement, les polymorphismes ponctuels, abréviés SNP pour single nucleotide polymorphism,
sont des variations modifiant une seule paire de base du génome. Ils peuvent y modifier un
nucléotide situé dans une région codante ou non. Méme dans la région non-codante, un SNP a le
potentiel de modifier I’expression d’un gene s’il se trouve au sein d’un amplificateur ou encore
au promoteur du géne. Un de ces polymorphismes, situ¢ au promoteur d’UGTI1A49, diminue
significativement chez les patients porteurs I’exposition au MPA lors d’un traitement au
mycophénolate mofétil (Levesque et al. 2007, Levesque et al. 2008, Mazidi et al. 2013). Un autre
polymorphisme, par sa position au promoteur d’UGT2B7 (-161C>T), diminue la clairance de la
lamotrigine dans la population thailandaise ou il a été étudi¢ (Singkham et al. 2013). Ce méme
SNP a récemment été associé¢ a une meilleure survie sans récidive chez des patientes atteintes de
cancer du sein traitées avec I’épirubicine. L’étude montre en effet une meilleure survie des
patientes hétérozygotes pour cette variation (Sawyer et al. 2016). Par contre, bien que ces
résultats soient prometteurs 1’article ne décrit pas par quel mécanisme le SNP modifie la

pharmacocinétique du composé.

Les SNP qui modifient un nucléotide de la séquence codante d’un geéne et entrainent un
changement d’acide aminé dans la protéine se nomment SNP non-synonymes. Le changement
d’acide aminé a le potentiel d’affecter 1’activité¢ de I’enzyme de plusieurs fagons. Un exemple est
le variant UGT2B7*4 qui, bien qu’ayant une fréquence all¢lique de 0,4% dans la population
japonaise ou il a été étudié, a une importance certaine puisqu’il réduit 1’activité de conjugaison
de I’enzyme envers ’acide désoxycholique et le tétrachlorocathécol a respectivement 2 et 11%
de Pactivité¢ qu’a I’enzyme d’UGT2B7*1 pour ces substrats (Saeki et al. 2004, Radominska-
Pandya et al. 2010). Son influence est due au fait qu’il modifie en une asparagine 1’acide
aspartique a la position 398 de I’enzyme, résidu clé du site de liaison de la protéine avec son co-
substrat. D’autres mécanismes permettent a un SNP de modifier D’activit¢ d’une enzyme,
notamment la modification d’un site d’interaction protéique ou encore d’un site de modification

post-traductionnelle.
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D’autres variants, malgré une fréquence allé¢lique ¢levée dans la population, peuvent avoir un
effet modeste ou dépendant du substrat sur [’activit¢ enzymatique. C’est le cas du
polymorphisme UGT2B7%*2, le plus fréquent de ce geéne, dont la fréquence avoisine les 50% dans
la population caucasienne. La substitution pour une tyrosine de 1’histidine en position 268 de
I’enzyme entrainée par ce SNP ne permet pas d’expliquer la variabilité de glucuronidation de
cette enzyme pour plusieurs médicaments tels la AZT ou le mycophénolate mofétil (Djebli et al.
2007, Levesque et al. 2007, Peterkin et al. 2007, Levesque et al. 2008, Kwara et al. 2009). Ainsi,
la fréquence allélique d’un polymorphisme d’un géne UGT n’est pas systématiquement

représentative de sa contribution a la variabilité de glucuronidation.
2.3.2. L’épissage alternatif

L’épissage alternatif consiste en I’inclusion ou I’exclusion d’exons lors de la transcription des
ARN messagers. Il touche I’ensemble des génes a multiples exons (Pan et al. 2008, Wang et al.
2008, Carstens 2014). Une expansion importante du transcriptome, soit I’entiereté des ARN
messagers produits par un seul gene, découle des événements d’épissage alternatif. Cette hausse
du nombre de transcrits via [’épissage alternatif est fréquemment associée avec une
diversification du protéome, soit I’ensemble des protéines produites par ce gene (Nilsen and
Graveley 2010, Shabalina et al. 2014). Ce phénoméne permet I’expression différentielle de génes
dans diverses situations, lors du développement ou en présence de néoplasie par exemple
(Eswaran et al. 2013, Biamonti et al. 2014, Zhang et al. 2014). Tel que mentionné plus tot, ce
sont des événements d’épissage alternatif qui permettent au locus UGT1A de produire 9 enzymes
mais aussi 9 protéines enzymatiquement inactives (Gong et al. 2001, Levesque et al. 2007). Ces
derniéres influencent la glucuronidation puisqu’elles ont un effet répresseur sur I’activité des
enzymes UGT1A (Girard et al. 2007). Notre groupe a également mis au jour plusieurs
événements d’épissage alternatif des genes UGT2B. D’abord au niveau d’UGT2B7, 6 nouveaux
exons ont été identifiés menant a 22 variants d’épissage alternatif. Les protéines
enzymatiquement inactives codées par ces variants ont ét¢ mises en lien avec une régulation
négative des enzymes provenant des transcrits canoniques d’UGT2B7. Cette régulation
s’effectue via des interactions protéine-protéine et une expression différentielle des protéines
variantes est observée dans des tissus normaux, feetaux et tumoraux (Menard et al. 2011, Menard

et al. 2013, Menard et al. 2013). De plus, une étude de transcriptomique a permis d’identifier
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plus de 132 nouveaux transcrits UGT issus d’événements d’épissage alternatif de tous les génes
UGT (Tourancheau et al. 2016). Telles que présentées dans 1’annexe de ce mémoire,
I’identification et la caractérisation de protéines issues de certains de ces transcrits permet

d’entrevoir pour ces protéines des fonctions autres que la glucuronidation (Rouleau et al. 2016).

3. Les modifications post-traductionnelles

3.1. Incidence et effet sur le protéome

Les modifications post-traductionnelles consistent en 1’altération de la structure primaire d’une
protéine suite a sa traduction dans le but d’obtenir une protéine dite mature. Plusieurs de ces
modifications se font via 1’attachement de maniére covalente d’un groupement a la protéine.
Ledit groupement fonctionnel peut étre de nature variée. Les clivages de sous-unités peptidiques,
comme lors du processus de maturation de 1’insuline (Steiner and Oyer 1967), ou la dégradation
protéique font aussi partie des altérations possibles. Au niveau du protéome, ces modifications
sont ce qui permet aux quelques 100 000 transcrits issus de presque 25 000 génes humains de
produire plus d’un million de protéines distinctes. Grace aux modifications post-traductionnelles,
ces protéines different sur le plan de leur repliement, leurs propriétés physiques et chimiques,
leur conformation, leur localisation au sein de la cellule, leur stabilité et leur activit¢é (Mann and
Jensen 2003). La base de données dbSNP répertorie entre autres les modifications post-
traductionnelles validées expérimentalement. Les données qu’elle contient peuvent provenir de
d’autres bases de données plus spécifiques a un type de modification (p. ex., la phosphorylation)
ou d’articles scientifiques analysés par une méthode de text-mining (Lu et al. 2013). Les
statistiques provenant de cette base de données permettent de constater que parmi les sites de
modifications post-traductionnelles expérimentalement validés 42% sont des sites de
phosphorylation, 18% d’ubiquitination, 17% de N-glycosylation et 6% d’acétylation (Figure 5).
Chacune de ces modifications sera bri¢vement présentée puis mise en contexte avec les enzymes
UGT lorsqu’approprié, en portant une attention particuliére a la N-glycosylation. Aucune des
autres modifications post-traductionnelles présentées a la figure 5 ne sont connues comme

affectant les enzymes UGT.

13



3.2. La N-glycosylation

11 existe plusieurs types de glycosylation qui consistent tous en I’attachement par une enzyme de
type glycosyl-transférase d’un oligosaccharide a un acide aminé d’une protéine. Cette derniére se
nomme alors glycoprotéine. On parle de N-glycosylation lorsque I’oligosaccharide est attaché a
I’azote d’une asparagine. En contraste, on parle plutot d’O-glycosylation lorsque cet
oligosaccharide est attaché a une sérine ou une thréonine et de C-glycosylation lorsqu’il est
attaché a I’indole d’un tryptophane. Ces deux derniers types de glycosylation sont toutefois
moins courants que le premier, lequel correspond en effet a prés de 95% des événements de

glycosylation (Figure 5).

La N-glycosylation se produit spécifiquement sur les résidus asparagines se trouvant dans un
motif Asn-Xaa-(Ser/Thr) ou Xaa représente n’importe quel acide aminé a 1’exception de la
proline (Thomsen and Nielsen 2012). De surcroit, il semble que la position du motif au sein de la
séquence protéique ait également une influence sur la probabilité qu’il soit N-glycosylé, les

positions a proximité des extrémités N- et C-terminales seraient défavorisées. La probabilité¢ de

Nombre de sites expérimentaux répertoriés dans dbPTM
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. Sumoylation 1638
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. Sulfation
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Figure 5. Occurrence des modifications post-traductionnelles expérimentalement

validées dans la base de données dbPTM
Données acquises sur le site web de dbPTM (http://dbptm.mbc.nctu.edu.tw/statistics.php)

consulté le 5 mai 2016.
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N-glycosylation selon la position dans la séquence suivrait une distribution uni modale dont la
valeur maximale se situerait au tiers de la protéine a partir de 1’extrémité N-terminale (Nilsson
and von Heijne 2000, Gupta and Brunak 2002). La N-glycosylation est un processus essentiel,
I’absence compléte de N-glycosylation est 1étale alors qu’un fonctionnement altéré des enzymes
impliquées via des mutations entraine plusieurs problémes chez I’humain entre autres un retard
mental et des dysfonctions au niveau du foie et des intestins (Freeze and Westphal 2001).
Egalement, les mutations supprimant le motif de N-glycosylation Asn-Xaa-(Ser/Thr) sont
significativement plus abondantes dans une banque de mutations liées a des maladies que dans

une banque de mutations neutres (Li et al. 2010).

Ce processus joue en effet divers roles dans la maturation et le bon fonctionnement des protéines
qu’il affecte. Pour certaines protéines, la présence d’oligosaccharides augmente leur stabilité en
augmentant leur résistance a la protéolyse, comme dans le cas de la fibronectine (Bernard et al.
1982), ou a la dénaturation due a la chaleur, comme c’est le cas pour I’interféron-béta et
I’interleukine-5 (Kodama et al. 1993, Runkel et al. 1998). La solubilité de la protéine peut
¢galement étre augmentée selon le contenu en acide sialique des N-glycans qui y sont ajoutés
(Stowers et al. 2002). L’ajout de tels oligosaccharides est ainsi utilisée en glyco-ingénierie afin
d’augmenter la demi-vie des composés dans le sérum (Sinclair and Elliott 2005). La N-
glycosylation est aussi impliquée dans la sécrétion, la fonction de récepteurs, la spécificité
d’enzymes, la modulation de I’activité enzymatique (Skropeta 2009) ainsi que dans le repliement

et I’interaction protéique (Imperiali and O'Connor 1999).

La technique généralement utilisée pour confirmer la N-glycosylation est 1’analyse
d’immunobuvardages de type Western de 1’enzyme native et mutante (dont les asparagines des
sites de N-glycosylations a confirmer ont ét¢ mutées) que 1’on soumet ou non a un traitement a
I’endoglycosidase H (Endo H). Cette enzyme clive 1’oligosaccharide a proximité de son point
d’attache a 1’asparagine du motif de N-glycosylation. Si le site est bien un site de N-
glycosylation, on observe alors une différence due a la présence de 1’oligosaccharide entre la
hauteur a laquelle migrent les protéines mutantes et non mutantes sur le gel pour les échantillons
non-traités alors que ceux traités a ’Endo H migreront a la méme hauteur. Egalement, un
traitement a la tunicamycine de cellules dans lesquelles on surexprime la protéine investiguée

dans des cellules (dans le cas des UGT les HEK293 sont utilisées car elles n’expriment pas
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constitutivement ces enzymes) peut étre utilisé. Ce traitement empéche la N-glycosylation et est
comparé¢ au traitement avec I’Endo H dans le cadre d’essais enzymatiques. Dans le cas ou le
traitement & I’Endo H n’affecte pas I’actvité enzymatique, mais que celle-ci est affectée par la
tunicamycine cela signifie que la N-glycosylation de 1’enzyme n’est essentielle qu’au stade du
repliement et ne 1’est plus par la suite. De plus, la N-glycosylation peut aussi étre validée via une
technique d’analyse du glycoprotéome combinant la digestion multiple des enzymes et
I’extraction en phase solide par chimie hydrazide des peptides résultants (Chen et al. 2009).
Enfin, des logiciels de prédiction tel NetGlyl.0, qui analyse le contexte dans lequel se retrouvent
les motifs de N-glycosylation au sein d’une séquence donnée, peuvent prédire le potentiel de N-

glycosylation d’un motif (Gupta 2015).

Plusieurs enzymes UGT humaines sont sujettes a la N-glycosylation. La séquence de 'UGT1A6
contient deux motifs de N-glycosylation mais seule la position 345 est N-glycosylée (Ouzzine et
al. 2006). Egalement, les UGT1A4 et UGT1A9 sont aussi N-glycosylées en diverses positions et
I’on sait de surcroit grace a I’utilisation de la tunicamycine que le repliement adéquat d’UGT1A9
dépend de cette glycosylation (Nakajima et al. 2010). Les membres de la famille UGT2B
possédent de nombreux motifs de N-glycosylation, dont plusieurs ont été validés ou infirmés
expérimentalement. Ainsi, il a ét¢ démontré que malgré la présence d’un motif en position 315,
I’UGT2B4 n’est pas N-glycosylée (Barbier et al. 2000). Cependant, une étude utilisant plutdt
I’analyse du glycoprotéome de foies humains a identifié ce site comme étant glycosylé dans
I’UGT2B4 (Chen et al. 2009). Le logiciel de prédiction NetGlyl.0 n’identifie cependant pas le
site d’UGT2B4 comme potentiellement glycosylé, ce qui peut s’expliquer par le fait que le
logiciel possede une précision globale de 76% (Gupta 2015). D’autres sites de N-glycosylation
au sein d’autres UGT2B voient leur statut différer selon la méthode utilisée pour la validation du
site. Ainsi, Barbier et al. ont déterminé qu’UGT2B17 était glycosylée, sans toutefois préciser sur
lequel ou lesquels de ses trois sites potentiels, alors qu’aucun glyco-peptide n’a été observé par
Chen et al. pour cette enzyme (Barbier et al. 2000, Chen et al. 2009). Cependant, les deux études
sont en accord quant au fait que seul le site en position 65 d’UGT2B15 serait N-glycosylée alors
que les sites aux positions 316 et 483 ne le seraient pas. Ces résultats divergents selon la
technique utilisée pour la validation s’expliquent possiblement par le fait que I’environnement
cellulaire, et non la seule présence ou absence d’un motif de N-glycosylation, influence la

glycosylation d’un site.
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L’enzyme UGT2B7 possede elle aussi trois sites potentiels de N-glycosylation aux positions 67,
68 et 315. Une étude utilisant des endoglycosidases a non seulement permis de valider la N-
glycosylation des sites aux positions 68 et 315 et d’infirmer celle de la position 67, mais aussi
d’explorer I’influence distincte de la N-glycosylation sur deux substrats d’UGT2B7 (Nagaoka et
al. 2012). En effet, des essais enzymatiques ont montré que suite a une déglycosylation on
observait une diminution de 1’affinité pour I’AZT et le co-substrat UDPGA (indépendamment du
substrat utilisé) ainsi qu’une augmentation de I’affinité pour la morphine, le tout en n’affectant

pas la vitesse de formation du glucuronide ou d’utilisation du co-substrat.
3.3. La phosphorylation

La phosphorylation consiste en 1’ajout d’un groupement phosphate sur une protéine, elle est la
modification post-traductionnelle la plus courante, touchant prés du tiers des protéines cellulaires
(Cohen 2000). Le groupement phosphate est attaché a une sérine, une thréonine ou, plus
rarement, une tyrosine. Le contexte de ces acides aminés au sein de la séquence protéique joue
¢galement un role, les enzymes responsables de la phosphorylation, les kinases, reconnaissent en
effet divers motifs de phosphorylation (Wong et al. 2007). Son caractére réversible fait de cette
modification une réaction abondamment utilisée dans la signalisation cellulaire, la
phosphorylation pouvant activer ou inactiver une protéine. Quelques exemples probants sont les
protéines de la voie de signalisation Ras-Raf-MEK-MAPK avec la kinase Raf qui active MEK
via sa phosphorylation qui a son tour active MAPK de la méme facon. Cette derniére ira par la
suite phosphoryler de nombreuses autres protéines, contrélant ainsi plusieurs facteurs de
transcription. Des mutations de cette voie peuvent empécher le changement de statut de
phosphorylation de ces protéines, laissant la voie activée, ce qui se produit dans environ 30% des

cancers humains (Mandal et al. 2016).

Plusieurs séquences UGT contiennent des sites de phosphorylations potentiels, mais seuls
certains d’entre eux ont été validés expérimentalement comme étant phosphorylés, entrainant des
conséquences diverses selon le cas. Ainsi, les UGT1A7 et UGT1A10 sont phosphorylées par la
sérine-thréonine kinase PKC. La mutation des thréonines d’UGT1A7 aux positions 73 et 202
cause une perte complete de I’activité alors que la mutation de sa sérine en position 432 modifie

son pH optimal ainsi que sa spécificité de substrats. Quant a elle, UGT1A10, lorsque mutée a
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cette position, ne subit qu’un faible changement de pH optimal et aucun effet sur sa spécificité
(Basu et al. 2005, Basu et al. 2008). Dans le cas d’UGT2B7, la mutation de sites reconnus par la
kinase PKC n’entraine aucun effet sur 1’activité alors que la mutation de sites reconnus par la
tyrosine-kinase Src, aux positions 236 et 438, abolit pratiquement son activité envers les
catéchols estrogénes (Mitra et al. 2009). Egalement, la nature des tyrosines-kinases impliquées
dans cette phosphorylation influence la spécificit¢ du substrat (Mitra et al. 2011). Enfin,
I’UGT2B15 est régulée via sa phosphorylation a la fois par la kinase PKC et par la Src. Cette
régulation complexe permet entre autres aux cellules prostatiques d’effectuer un contréle fin des

niveaux de dihydrotestostérone (Chakraborty et al. 2012).
3.4. L’ubiquitination

L’ubiquitination est I’ajout d’un groupement ubiquitine a une protéine, sur les résidus lysines. Ce
groupement est lui-méme un polypeptide, long de 76 acides aminés, environ 8,5kDa, qui peut
¢galement suite a sa liaison a la protéine s’assembler a d’autres ubiquitines afin de former un
polymére (Komander 2009). Cette modification, telle la phosphorylation, est réversible et joue
un grand role dans la signalisation cellulaire, mais également dans la dégradation via le
protéasome, influencant donc la demi-vie des protéines. Les UGT ne sont pas connues comme

¢tant la cible de cette modification post-traductionnelle.
3.5. L’acétylation

L’acétylation, 1’ajout d’un groupement acétyle sur une lysine, est bien connue comme affectant
les histones, qui sont des protéines impliquées dans le repliement de la chromatine. Cette
modification a ainsi un impact sur 1’expression génique et par le fait méme sur le protéome. Par
exemple, le promoteur d’UGT1A1 se retrouve a proximité d’une histone H3 hypoacétylée au rein
mais hyperacétylée au foie ce qui influence 1’attachement d’un facteur de transcription et donc
I’expression différentielle du geéne entre ces tissus (Oda et al. 2013). L’acétylation de protéines
autres que les histones est également possible, jouant tel le fait 1’ubiquitination un réle dans la
stabilit¢ et la dégradation protéique (Sadoul et al. 2008). Aucune littérature n’indique

I’acétylation d’enzymes UGT.
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Hypotheses et objectifs

L’UGT2B7 est impliquée dans le métabolisme de nombreux médicaments. Ainsi, la grande
variabilité interindividuelle observée dans son activit¢ de glucuronidation constitue une
problématique dans une optique de mise au point et d’optimisation de traitements
pharmaceutiques. A I’aube de I’ére de la médecine personnalisée, il devient en effet crucial de
comprendre les divers acteurs influencant cette variabilité. Celle-ci n’est en outre pas
enticrement expliquée par les facteurs environnementaux, physiologiques ou génomiques
connus. De I’étude de ces derniers facteurs, on retient le lien parfois faible entre les
polymorphismes ponctuels fréquents et 1’étendue de la variation observée dans la
glucuronidation. Ainsi, ’hypothése de ce travail était que la présence de variations ponctuelles
peu fréquentes pourrait expliquer une partie de la variabilité de la voie de glucuronidation. Ces

variations pourraient entrainer notamment des changements au niveau post-traductionnel.

Le premier objectif du projet a donc été la recherche de nouvelles variations ponctuelles du gene
UGT2BY7 par le biais de séquencage. Nous avons d’abord étudié une cohorte de 305 volontaires
sains précédemment recrutés dans le cadre d’une étude portant sur la pharmacocinétique du
mycophénolate mofétil (Levesque et al. 2007, Levesque et al. 2008). Ensuite, la région exonique
contenant le nucléotide affecté par le génotype UGT2B7*2 a été séquencée pour I’ensemble de la
cohorte afin de sélectionner les sujets pour 1’étude pharmacocinétique. Le séquengage de cette
région a révélé que deux individus étaient hétérozygotes au nucléotide en position 361 du gene.
Comme chez un individu hétérozygote une seule des deux alléles du gene possede la mutation, la
nouvelle variation posséde une fréquence allélique de 0.328% dans cette population (2 alleles
mutantes sur un total de 610 alleles). Sa position au sein de la séquence du géne UGT2B7 fait en
sorte que le codon 121 est traduit en une asparagine plutot qu’en I’acide aspartique retrouvé dans

la protéine UGT2B7 de référence.

Puisque I’analyse de cette nouvelle variation a I’aide du logiciel de prédiction de N-glycosylation
NetNGlyc 1.0 (Gupta 2015) conclut que cette position posséde une haute probabilité¢ d’étre
glycosylée, le second objectif du projet était de valider expérimentalement cette prédiction.
Procédant tel que I'ont fait Barbier et Nagaoka afin de valider les sites de N-glycosylation

d’UGT2B (Barbier et al. 2000, Nagaoka et al. 2012), la surexpression des protéines mutantes et
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non-mutantes dans des cellules de la lignée HEK293 suivie d’un traitement a I’Endo H, analysé
par immunobuvardage de type Western, a permis la validation du nouveau site de N-

glycosylation.

Suite a cette validation, le troisiéme objectif était d’évaluer I’impact de cette glycosylation
additionnelle sur 1’activité enzymatique d’UGT2B7. Cet objectif est atteint en procédant a des
essais enzymatiques afin de déterminer les constantes cinétiques (vélocité, affinité et clairance)
associées a la glucuronidation de I’AZT ou de ’acide mycophénolique par des microsomes de

cellules HEK293 surexprimant 1’enzyme mutante ou non-mutante.

Enfin, au vu de I’'impact important de la nouvelle variation identifiée sur 1’activité enzymatique
d’UGT2B?7 via la création d’un site de N-glycosylation, un quatriéme objectif du projet était
d’inventorier les variants ponctuels provenant de bases de données publiques pouvant affecter de
fagon similaire la N-glycosylation d’UGT de la famille 2B. Cet objectif est réalisé¢ en acquérant
d’abord I’information associée aux SNP non-synonymes des génes UGT2B répertoriés dans la
base de données dbSNP (Sherry et al. 2001) puis en couplant cette information (c.-a-d. la
position de 1’acide aminé affecté au sein de la protéine, sa nature et sa fréquence) aux séquences
nucléotidiques et peptidiques des UGT2B. L’inspection visuelle des acides aminés avoisinants

une mutation permet de reconnaitre si un site de N-glycosylation est créé ou aboli par celle-ci.
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Résultats : Un variant rare d’UGT2B7 crée un nouveau site de N-

glycosylation et affecte ’activité de I’enzyme

Camille Girard-Bock, Marie-Odile Benoit-Biancamano, Lyne Villeneuve, Sylvie Desjardins,

Chantal Guillemette

La superfamille des UDP-glucuronosyltransférases (UGT) est constituée de glycoprotéines
résidant au réticulum endoplasmique et sujettes aux modifications post-traductionnelles (PTM,
post-translational modifications). L’enzyme UGT2B7 est d’un intérét particulier vu son action
sur une grande variété de médicaments. La plupart des études actuelles n’ont pour sujet que les
variants communs de cette enzyme et n’examinent donc qu’une fraction de la diversité génétique
de celle-ci. En effet, les variants rares (fréquence allélique en de¢a de 1%) peuvent
potentiellement avoir un effet considérable puisqu’ils sont prédits comme étant bien plus
nombreux que les variants communs au sein du génome humain. La présente étude fait état de la
découverte d’un variant rare d’UGT2B7 possédant un intérét pharmacogénétique potentiel et
encodant une substitution d’acide aminé au codon 121. Cette variation peu fréquente, retrouvée
chez deux individus au sein d’une population de 305 sujets sains, meéne a la traduction d’une
asparagine (Asn) plutot qu’un acide aspartique (Asp) au codon 121 (UGT2B7 p.D121IN). Cette
substitution est prédite comme créant un motif de N-glycosylation NX(S/T) subséquemment
validé par traitement a 1’endoglycosidase de fractions microsomales issues de surexpressions
dans des HEK293 et par inhibition a la tunicamycine de la N-glycosylation d’UGT2B7 produites
de facon endogéne dans des HEK293. De plus, la présence d’un oligosaccharide additionnel sur
I’enzyme UGT2B7, affectant potentiellement son repliement, résulte en la diminution,
respectivement par 49 et 40%, de la formation de glucuronides a partir de la zidovudine et de
I’acide mycophénolique. Une analyse de la base de données dbSNP a permis la découverte de 32
variants rares pouvant potentiellement créer ou abolir des motifs de N-glycosylation au sein
d’enzymes UGT2B. Ensemble, ces variants ont le potentiel d’augmenter la proportion de la
variance de la voie des UGT qui est expliquée, par le biais de modifications post-traductionnelles

telles la N-glycosylation qui affectent le métabolisme des médicaments.

Article publié dans le journal Drug Metabolism and Disposition
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Abstract

UDP-glucuronosyltransferase (UGT) superfamily are glycoproteins resident of the endoplasmic
reticulum membranes that undergo post-translational modifications (PTM). UGT2B7 is of
particular interest because of its action on a wide variety of drugs. Most studies currently survey
common variants and are only examining a small fraction of the genetic diversity. However, rare
variants (frequency <1%) might have significant effect as they are predicted to greatly
outnumber common variants in the human genome. Here, we discovered a rare single nucleotide
UGT2B7 variant of potential pharmacogenetic relevance that encodes a nonconservative amino
acid substitution at codon 121. This low-frequency variation, found in two individuals of a
population of 305 healthy volunteers, leads to the translation of an asparagine (Asn) instead of an
aspartic acid (Asp) (UGT2B7 p.D!?IN). This amino acid change was predicted to create a
putative N-glycosylation motif NX(S/T) subsequently validated upon endoglycosidase H
treatment of microsomal fractions and inhibition of N-glycosylation of endogenously produced
UGT2B7 with tunicamycin from HEK293 cells. The presence of an additional N-linked glycan
on the UGT2B7 enzyme, likely affecting proper protein folding, resulted in a significant
decrease, respectively by 49 and 40%, in the formation of zidovudine and mycophenolic acid
glucuronides. A systematic survey of the dbSNP database uncovered 32 rare and naturally
occurring missense variations predicted to create or disrupt N-glycosylation sequence motifs in
the other UGT2B enzymes. Collectively, these variants have the potential to increase the
proportion of variance explained in the UGT pathway due to changes in PTM such as N-linked

glycosylation with consequences on drug metabolism.
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INTRODUCTION

Metabolic enzymes of the UDP-glucuronosyltransferase (UGT) superfamily catalyze
glucuronidation reactions involved in the disposition of endogenous molecules, drugs and other
xenobiotics. UGTs are glycoproteins resident of the endoplasmic reticulum (ER) membranes that
undergo post-translational modifications (PTM) such as glycosylation and phosphorylation
(Mackenzie 1990, Chakraborty et al. 2012, Riches and Collier 2015). This family of proteins are
involved in drug metabolism, accounting for approximately 55% of the 200 most prescribed
drugs (Guillemette et al. 2014). UGT2B7 is of particular interest as it is the most prevalent
member of this enzyme family, conjugates almost one fifth of all drugs known to be conjugated
to glucuronic acid (Stingl et al. 2014). For instance, UGT2B7 is involved in the inactivation and
elimination of carboxylic acid-containing drugs including the nonsteroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs), and of a large variety of other drugs including opioids, the anticonvulsant
valproic acid, morphine, codeine, efavirenz, fenofibric acid, mycophenolic acid (MPA) and

zidovudine (AZT) (Stingl et al. 2014).

Glucuronide formation varies greatly between individuals and may be explained in part by the
presence of single nucleotide polymorphisms (SNPs) (Guillemette et al. 2014). In the case of
UGT2B7, there is a well-established connection to variation in drug efficacy and toxicity,
especially for the most common polymorphism UGT2B7*2 allele that encodes a nonconservative
amino acid substitution His*®Tyr in the substrate-binding domain linked to altered
pharmacokinetics of several drugs but not all substrates examined (Bhasker et al. 2000, Stingl et
al. 2014). Most pharmacogenomics studies currently survey common variants and thus are only
observing a small fraction of the genetic diversity in any gene. Different forms of genetic
variations within a UGT locus, including common and rare coding and regulatory variants, can
exist and have separate and yet cumulative effects. Rare variants (allele frequency <1%) may
also cause interindividual differences in therapeutic effects and adverse reactions to drugs but
have been much less studied (Nelson et al. 2012). This is highly relevant since rare variants are
predicted to greatly outnumber common variants in the human genome (Marth et al. 2011) and
they may be very important in the genomic contribution to treatment response and toxicity
(Ramsey et al. 2012, Gillis et al. 2014). For example, it was recently established that as much as

92% of known variants in the cytochrome P450 superfamily have an allelic frequency below 1%,
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and 83% below 0.1% (Fujikura et al. 2015). Similar distribution of variants by allelic frequency
might be observed in UGT2B7 and other UGTs, underscoring the importance of studying rare

variants.

Here we report the identification of a novel rare missense UGT2B7 variant
(NM_001074.2:c.361G>A) in a Caucasian cohort of 305 healthy volunteers. This rare variation
leads to the translation of an asparagine (Asn) instead of an aspartic acid (Asp) at position 121 of
the UGT2B7 protein (NP_001065.2:p.Asp121Asn; D'?!N). Investigation of its functional impact
using bioinformatics tools predicted that this variation creates a putative N-glycosylation site,
which was experimentally validated. We then studied whether this additional PTM site affects
glucuronidation of AZT and MPA, demonstrating a drastic reduction in UGT2B7 catalytic
activity. Lastly, we established a comprehensive dataset of 32 rare variants potentially affecting
gain or loss of N-glycosylation sites in other family members, with some located in regions
highly conserved across UGT genes, by integrating data from the dbSNP database along with
their respective allelic frequency. Collectively, these low-frequency variants have the potential to

increase the proportion of variance explained in the glucuronidation pathway.

MATERIALS AND METHODS

Genotyping of healthy Caucasian volunteers. The variation at position 361 in the UGT2B7
gene causing amino acid change Asp'?!Asn was initially observed in one of 52 participants of a
previous pharmacokinetic study (Levesque et al. 2007, Levesque et al. 2008). These healthy
volunteers were selected in a population of 305 Caucasian subjects that were subsequently
genotyped for the variation at codon 121 using specific primers, as described (Levesque et al.

2007, Levesque et al. 2008), and a second subject was found to carry this variation.

Heterologous expression of the variant UGT2B7 enzyme and enzymatic assays. A HEK293
cell line expressing the variant UGT2B7 protein at codon 121 (UGT2B7Asn'?!) was established
by mutagenesis using primers 5 -CCCAACAACTCATCCTCTCTTAAAATTGAAA-3’
(forward) and 5’-TTTCAATTTTAAGAGAGGATGAGTTGTTGGG-3’ (reverse) based on the
reference UGT2B7 cDNA (Menard et al. 2011). Relative quantification of UGT protein content

in microsomal proteins was performed by immunoblot analysis using an anti-UGT2B antibody
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EL-93 (dilution 1:2000) (Lepine et al. 2004) and with an anti-calnexin antibody (dilution 1:5000;
Stressgen Biotechnologies, Victoria, Canada) to normalize for sample loading. Kinetic
parameters were assessed for both cell lines in the presence of increasing concentrations of
substrates, MPA (25 to 1500 uM; MP Biomedicals, Santa Ana, CA) or AZT (100 to 5000 puM;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and fixed UDPGA (5 mM), or co-substrate UDPGA (from
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (50 to 5000 uM; fixed AZT (500 uM or 1 mM)), for 1-hour
incubation at 37°C. Enzymatic assays and liquid chromatography-mass spectrometry were
performed to assess glucuronide (G) formation as described (Benoit-Biancamano et al. 2007).
Absolute velocities (Vmax: pmol/min/mg protein) were normalized for UGT protein content
assessed by western blotting and expressed as relative Vimax (pmol/min/mg protein/UGT content).
Kinetic parameters, according to the Michaelis-Menten model, were calculated with Sigma Plot
11 using the Enzyme Kinetics 1.3 module (SYSTAT Software Inc., San Jose, CA). Data are
derived from at least two independent experiments performed in triplicates. P-value calculations

using Student’s t-test were performed with Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, WA).

Experimental confirmation of N-glycosylation using endoglycosidase digestion. Enzymes
were obtained from New England BioLabs Inc. (Ipswich, MA). Microsomes (20 pg) from
HEK293-UGT2B7 cell lines were incubated in Glycoprotein Denaturing Buffer (0.5% SDS, 40
mM DTT) for 10 minutes at 100°C to ensure denaturation of the protein content. For
endoglycosidase H (Endo H) treatment, GlycoBuffer 3 (50 mM Sodium Citrate (pH 6 @ 25°C)
and Endo H (500 U) were added to microsomes whereas for O-glycosidase treatment,
microsomes were supplemented with GlycoBuffer 2 (50 mM Sodium Phosphate (pH 7.5 @
25°C), NP-40 (1 %), neuraminidase (100 U) and O-glycosidase (40 000 U), in a 20 ul final
volume. Samples were incubated for 1h at 37°C and subsequently resolved by 10% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis using standard procedure. Immunodetection of UGT2B7 was
conducted with a polyclonal UGT2B7 antibody (1:5000; 16661-1-AP, ProteinTech Group,
Rosemont, IL).

Inhibition of endogenous glycosylation of UGT2B7 was conducted as described with some
modifications (Nakajuma et al. 2010). Briefly, HEK293 cells plated in 10 cm-dishes were
transiently transfected with 4 ug of pcDNA3 constructs driving expression of reference UGT2B7
or the c121 variant (Menard et al. 2011) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Inhibition of
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glycosylation was achieved with tunicamycin (Sigma-Aldrich) added at time of transfection
(final concentration 0.1 and 1 pg/ml). Controls consisted of vehicle only (0.1% ethanol). Cells
were harvested 24h/40h post-transfection by washing twice in PBS then homogenates were
prepared by harvesting cells in phosphate-buffered saline containing 0.5 mM DTT. To control
for ER stress, cells were transfected as above, thapsigargin (0.5 uM; Sigma-Aldrich) was added
at time of transfection and cells were harvested 24 h post-treatment as above. Protein
concentration in homogenates was determined by a bicinchoninic acid assay. Immunodetection

of UGT2B7 was as described above.

Analysis of UGT2B genetic variations. Single nucleotide variations (SNPs) for UGT2B coding
sequences were retrieved from the dbSNP database using the NCBI browser (U.S. National
Library of Medecine, Bethesda, MD). Alignments of UGT2Bs were obtained using the Clustal O
(1.2.1) multiple sequence alignment tool. Coding variations were analyzed to establish whether
they affect the sequence context Asn-X-Ser/Thr (create or disrupt NX(S/T) motif), where X is

any amino acid except proline.

RESULTS AND DISCUSSION

Our analysis of UGT2B7 gene sequences in a population of 305 healthy volunteers uncovered a
novel missense variation observed in two individuals and corresponding to a nonsynonymous
coding variation at codon 121 (Asp'*!Asn). A Sanger sequencing chromatogram is presented in
Fig.1A designating a double peak of an adenine (A) and a guanine (G) at position 361 (allelic
frequency of 0.328% for the variant A allele). This population was previously used to identify
candidates carrying specific UGTIA and UGT2B7 genetic variations for a pharmacokinetic study
of mycophenolate mofetyl (Levesque et al. 2007, Levesque et al. 2008). An in silico analysis for
prediction of PTM sites using the NetNGlyc 1.0 tool
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) also confirmed with the GlycoEP software
(Chauhan et al. 2013), revealed that this amino acid change creates a putative asparagine-linked
N-glycosylation motif NX(S/T) consisting of an asparagine followed 2 positions downstream by
a threonine as pictured in Fig.1D. Three such motifs are typically found in the UGT2B7 protein,
of which glycosylation at positions 68 and 315 was experimentally validated (Nagaoka et al.
2012). The western blot analysis of HEK293 microsomal preparations showed that the variant

UGT2B7Asn'?! protein has a higher molecular weight than the UGT2B7Asp!'?! enzyme, which is
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consistent with the addition of an oligosaccharide by N-glycosylation. In contrast to O-
glycosidase treatment, when treated with Endo H, oligosaccharides are removed leaving both
UGT2B7 proteins at the same lower molecular weight, thus confirming the presence of an
additional N-glycosylation on the variant UGT2B7Asn'?! protein (Fig.1B). As further evidence
of N-glycosylation causing the enhanced mobility shift of the UGT2B7Asn'?' protein, N-
glycosylation of endogenously produced UGT2B7 was inhibited with tunicamycin (Nakajima et
al. 2010). Both the reference and variant UGT2B7 were detected as multiple protein bands with
low drug concentration, suggesting a partially perturbed glycosylation, whereas the high drug
concentration prevented the formation of slower migrating proteins, thus confirming that the
mobility shift is caused by N-glycosylation (Fig.1C). Inhibition was not due to a general ER
stress impairing glycosylation, given that thapsigargin did not perturb the mobility of either
UGT2B7 (Fig.1C) We also used mass spectrometry analysis with the goal to detect the
glycosylated peptide containing the sequence at codon 121. This approach, using cellular
fractions from HEK293-UGT2B7 cell models enriched for UGT2B7 by affinity purification and
treated or not with endoglycosidase PNGase F, was inconclusive. It permitted the detection of
multiple UGT2B7 tryptic peptides (protein coverage up to 29%; data not shown) but not the
codon 121-bearing peptide.

Previous data support that N-glycosylation plays a significant role in the enzymatic activity of
UGT2B7 (Barbier et al. 2000, Nagaoka et al. 2012), suggesting that the novel UGT2B7Asn!?!
variat may affect enzyme activity. A significant alteration in the conjugation of AZT and MPA
was observed, with a decreased activity by 49% and 40%, respectively, associated with the
variant Asn'?! protein compared to the reference Asp'?! enzyme, suggesting an altered protein
folding. No significant differences were noted in the affinity (Kw) of the enzyme (Table 1,
Fig.1E). Nagaoka and colleagues showed that disruption of N-glycosylation sites at position 68
and 315 by mutagenesis leads to significant changes in the activity of the UGT2B7 enzyme
(Nagaoka et al. 2012). Similarly, abolition of the N-glycosylation of UGT2B15 resulted in
decreased enzyme activity without changing K (Barbier et al. 2000). In line, a rare UGTIA1
variant creating a glycosylation site (K**’T) was reported to cause a drastic decrease in UGT
activity associated with severe hyperbilirubinemia (Crigler-Najjar type 1) (Sneitz et al. 2010).
These observations underscore the need for further research on the impact of the N-glyco

variants on UGT2B7 protein function as well as on other UGTs.
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Our goal was next to build a framework for better understanding the effects of non-synonymous
variations on the N-glycosylation of UGT2B enzymes. Through a systematic survey of publicly
available data (dbSNP database), we revealed numerous naturally occurring missense variations,
most with low allelic frequency (below 0.01%), predicted to affect N-glycosylation of UGT2B
enzymes (Table 2, Fig.1F). Very little information is still available regarding the glycosylation
profile of UGT enzymes, precluding us from establishing the potential functional relevance of
these rare variants. Clustering of the variants according to their position in the UGT sequences
helped visualize the fact that many of them localize in the same regions of UGT1, UGT2A or
UGT2B enzymes. These potentially correspond to conserved and functional NX(S/T) motifs
across several UGT proteins (Fig.1F), hence making them interesting candidates for further in
vitro validation. For example, the first cluster is noteworthy because N-glycosylation in this
region of UGT2B7 and UGT2BI15, on residues 68 and 65 respectively, was experimentally
validated in liver tissue by a method combining multiple digestion and hydrazide chemistry
(Chen et al. 2009). Likewise, codon 69 of UGT2B4, UGT2B11 and UGT2B28 is affected by
naturally occurring rare variants creating at this position the final serine or threonine of an
NX(S/T) glycosylation motif, whereas a similar motif is present in this region for UGT1A and
UGT2A enzymes. A comprehensive survey of the impact of these additional rare variants on the
N-glycosylation of UGT enzymes will be required to evaluate if variations that lead to changes
in the glycosylation pattern of a UGT protein can be damaging.

In conclusion, we discovered a rare UGT2B7 variant resulting in a NX(S/T) glycosylation gain
that significantly affects rates of drug glucuronidation. A more thorough understanding of the
significance of this variant in the context of drug treatment would require genotyping a larger
population, initially to acquire a better appreciation of the allelic frequency across populations
and to perform pharmacokinetic analyses in individuals carrying this variation. Likewise, our
exhaustive analysis of variations data in additional drug conjugating UGT enzymes exposes
numerous missense variations with low allelic frequency potentially creating or disrupting N-
glycosylation sites, with some in regions conserved across all UGT enzymes. Accordingly, a
large proportion of variability in the UGT pathway may be due to rare variants of significant
effect size with a profound impact on their biological function due to changes in PTM such as N-

linked glycosylation.
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Legends for Figures

Figure 1. A) Sanger sequencing chromatogram revealing an individual heterozygote for the
novel nonsense  variation at  position 361 ((NC _000004.12:2.69096881G>A,
NM 001074.2:c.361G>A, NP 001065.2:p.Aspl21Asn)) of the UGT2B7 gene. The arrow
indicates the position of the nucleotide variation. B) N-glycosylation profile of the UGT2B7
enzyme (Asp'?!) and variant protein (Asn'?!) assessed by Western blot analysis. Microsomal
preparations (20 ug) were untreated or treated with endoglycosidases to cleave attached
oligosaccharides. C) Inhibition of endogenous N-glycosylation. HEK293 cells transiently
transfected to express UGT2B7 (Asp'?!) or variant UGT2B7 (Asn'?!) were treated with either
vehicle (CTR), tunicamycin (0.1 or 1.0 pug/ml) or thapsigargin (0.5 pM) at time of transfection.
UGT2B7 were immunodetected in cell homogenates (10 pg). D) Graphical representation of the
UGT2B7 protein sequence with putative domains, N-glycosylation sites (blue), those
experimentally validated (marked with a star, (Nagaoka et al. 2012)), and the new site created in
the UGT2B7Asn'?! variant protein (red) as predicted with the NetNGlyc 1.0 tool. E)
Glucuronide formation by the UGT2B7Asp'?' reference enzyme (blue) and the variant
UGT2B7Asn'?! (red) using varying concentrations of MPA (25 to 1500 uM), AZT (100 to 5000
uM) or UDPGA (50 to 5000 uM in the presence of 500 uM of AZT). F) Partial sequence
alignment of the 19 UGT1 and UGT2 enzymes in which putative N-glycosylation motifs (grey)
and positions of rare variants (listed in Table 1) either creating (green) or disrupting (red) such
motifs are indicated. Amino acid positions given above sequence alignments correspond to the
UGT2B7 protein and letters represent clusters of putative N-glycosylation sites among UGTs
(see Table 2)
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TABLE 1.
Kinetic parameters for UGT2B7 substrates (AZT and MPA) using microsomal protein preparations isolated from HEK293 cells stably

expressing the UGT2B7 enzyme (Asp'?!) and the novel variant UGT2B7 protein (Asn'*!)!

Substrate Substrate Co-substrate
MPA AZT UDPGA?
Km Relative Vimax ~ CLint K Relative Vinax ~ CLint Km  Relative Vinax ~ CLint
UGT2B7  ant pmol/min/mg/UGT \Lmin/mg i pmol/min/mg/UGT \Lmin/mg i pmol/min/mg/UGT \Lmin/mg
content content content
Asp?! 174+£46 2194 +65 13 1018+ 152 267+13 0.26 314+37 139+12 0.45

Asn'?! 152+£29 1323 +121** 8 968 £+ 100 137 +21* 0.14  231+24  58+06* 0.25

'Rates of glucuronide formation were adjusted relative to UGT2B7 protein content determined by Western blot. Values correspond to
the mean of at least two independent experiments performed in triplicate. Relative Acyl-MPA-G, AZT-G formation rates and co-
substrate utilization rates were significantly different between UGT2B7Asp'?! and UGT2B7Asn'?!; CLin = clearance (Vmax/Km); *P <
0.05 and **P< 0.01 vs. Asp'?!. 2In the presence of fixed concentration of AZT (500 uM). Similar results were observed using AZT at 1
mM (K= 400 + 26 uM and Vmax=156 £ 3 pmol/min/mg/UGT content for UGT2B7Asp'?! and Km = 240 + 31 uM and Vimax = 56 + 2
pmol/min/mg/UGT content for UGT2B7Asn!'?").
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TABLE 2. Naturally occurring rare variants in UGT2B family members predicted to create

(gain) or disrupt (loss) N-glycosylation sites (NX(S/T) motif).

Clusters UGT Variant fl(::.l‘t‘lon Amino acid seNqui(:l/;) mot;fec . 1\(/[02)17
UGT2B4 15767028471 69495657 Pro69Ser NSP gain  <0.01
UGT2B7 15748435925 69096719 Asn67His NNS loss <0.01
UGT2B7 15373587868 69096729 Ser70Phe NSS loss <0.01

a UGT2B10 1561750900 68816218  Asp67Asn DSS gain  <0.01
UGT2BI11 15756939149 69214518 Ala69Thr NDA gain < 0.01
UGT2BI15 15770648228 68670425 Asn65Ser NAS loss  <0.01
UGT2B28 15150261084 69280705 Ala69Thr NDA gain 0.14

- UGT2B15 15368012995 68670362 Leu86Ser NYL gain -

- UGT2B7 Thisreport 69096881  Aspl21Asn DIT gain 0.33

b UGT2B7 15747704916 69097019  Prol67Ser NIP gain < 0.01
UGT2BI15 15747378153 68670117  Prol68Thr NIP gain < 0.01

- UGT2BI10 rs764895973 68816534  Ser172Asn SFS gain < 0.01

. UGT2B4 15760430619 69495218 Me215Thr NMI gain < 0.01
UGT2B17 15747935682 68567838 1le216Thr NMI gain < 0.01

- UGT2B17 15748669369 68560628 11e305Thr NGI gain <0.01
UGT2B4 15756195714 69489500  Ser314Asn SNT gain -
UGT2B7 15755080081 69102879  Asn315Tyr NMT loss <0.01

d UGT2B7 15752908839 69102885  Thr317Ala NMT loss <0.01
UGT2B28 rs768879480 69286824  Asn315Asp NMT loss <0.01
UGT2B28 rs144043239 69286831 Thr3171le NMT loss <0.01

- UGT2B7 15745439209 69102907 11e324Thr NVI gain  <0.01

. UGT2B10 15767451406 68826437  Pro343Ser NKP gain  <0.01
UGT2B11 15201637982 69205540  Pro344Thr NKP gain < 0.01

¢ UGT2B7 15201964275 69108222  Ala404Thr NIA gain  <0.01
UGT2B10 rs750605168 68827448  Alad403Ser NIA gain < 0.01

- UGT2B10 rs545266191 68827497  Met419Thr NTM gain 0.02

- UGT2B4 15375220784 69480893  Met443Thr NAM gain < 0.01

- UGT2B28 rs781334372 69294551  Lys444Asn KLS gain < 0.01
UGT2B4 15767837637 69480777  Asp482Asn DLT gain  <0.01
UGT2B10 rs112561475 68830733  Asn481Asp NLT loss 1.30

£ UGT2B10 rs567502684 68830734  Asn481Ser NLT loss < 0.01
UGT2B10 1s536035975 68830740  Thr483Asn NLT loss 0.10

- UGT2B4 15770843089 69480747  Asp492Asn DVT gain < 0.01

Horizontal lines group variants according to their positions. MAF: Minor allele frequency.
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Discussion

La voie de glucuronidation, impliquée dans le métabolisme de plus de la moitié¢ des
médicaments les plus prescrits (Guillemette et al. 2014), est médiée par plusieurs enzymes
UGT. Il existe diverses sources a I’origine des différences observées entre les individus en
ce qui a trait au métabolisme par les enzymes UGT. Ces sources de variation sont plus ou
moins bien définies et étudiées selon les composés et les enzymes impliquées. Des
variations génomiques des genes UGT contribuent a la variabilité¢ interindividuelle de
I’activité de cette voie. Par exemple, ’allele UGT1A1*28, qui en opposition a I’all¢le plus
courant UGT1A1*1 possede une répétition TA supplémentaire au sein de la boite TATA de
son promoteur, est associée a un réduction de la transcription du géne et une réduction de la
glucuronidation par ’enzyme UGTI1Al (Hall et al. 1999). Ainsi, la monographie du
médicament irinotécan, utilisé dans le traitement des cancers colorectaux, suggere que la
dose administrée aux individus homozygotes pour cette allele, représentants 10% de la
population nord-américaine, soit réduite de 20% afin d’éviter la manifestation d’effets
secondaires indésirables liés a une trop faible élimination du composé actif (Etienne-
Grimaldi et al. 2015). Une étude allemande a récemment établi que le génotypage des
individus atteints du cancer du cOlon traités a I’irinotécan était non seulement avantageux
du point de vue médical, mais €galement monétaire (Butzke et al. 2016). Cet exemple
dénote bien I'importance d’identifier les sources de variation de la voie de glucuronidation
afin d’optimiser la posologie tout en minimisant le risque d’effets indésirables et ainsi

potentiellement améliorer le traitement des patients.

Plusieurs variations génétiques fréquentes, notamment des polymorphismes ponctuels, ont
été investiguées afin d’expliquer la variabilité observée dans I’activité¢ des enzymes UGT
envers divers substrats xénobiotiques. Toutefois, cette variabilité pourrait également étre du
moins partiellement prédite par des variants dont la fréquence allélique serait plus faible.
En effet, bien que chacune d’entre elle soit rare, ces variations se trouvent collectivement
en plus grand nombre au sein du génome que celles plus courantes dans la population
(Nelson et al. 2012). Les enzymes du métabolisme de phase 1 des médicaments

cytochromes P450 illustrent ce fait puisqu’elles sont issues de génes dans lesquels 83% des
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variations ponctuelles ont une fréquence allélique en deca de 1% (Fujikura et al. 2015). De
tels variants a faible fréquence allélique sont non seulement d’intéressants acteurs
potentiels dans la variabilité de la réponse aux médicaments de par leur abondance dans le
génome humain, mais aussi a cause de I’'impact qu’ils peuvent avoir sur 1’activité
enzymatique, en affectant par exemple le promoteur d’un géne ou encore en entrainant la
modification d’un acide aminé. En effet, le changement d’un acide aminé au sein d’une
protéine peut se traduire en une panoplie d’effets selon la position, la nature et le role du
résidu impliqué. Parmi ces effets d’une substitution d’acide aminé, on retrouve entre autres
la possibilité qu’un motif de modification post-traductionnelle soit altéré, ce qui peut en

retour causer un changement de I’activité enzymatique.

Au laboratoire, la recherche de wvariants susceptibles d’expliquer la variabilité de
glucuronidation a été faite dans le cadre d’études portant sur le role de divers membres de
la famille des UGT dans la pharmacocinétique du mycophénolate mofétil, un agent
immunosuppresseur (Benoit-Biancamano et al. 2007, Levesque et al. 2007, Levesque et al.
2008). Ces ¢tudes démontrent une variabilité de plus de 50% entre les individus dans la
formation 1’acyl-MPA-glucuronide (AcMPAG) par I’enzyme UGT2B7. Ce métabolite est
formé en moindre quantité en comparaison avec le métabolite inactif phénol-MPA-
glucuronide (issu de la glucuronidation du MPA par les UGTIA8 et UGT1A9), mais
possede une importance clinique puisqu’il est actif et est li¢ a divers effets indésirables de

nature inflammatoire (Maes et al. 2002).

Dans le cadre de I’analyse des séquences UGT de 305 sujets sains, deux individus porteurs
d’une variation rare non-synonyme affectant le codon 121 d’UGT2B7 ont été identifiés,
établissant la fréquence allélique de ce variant dans cette population a 0,328%. Le
changement du nucléotide en position 361 de la région codante du gene, une guanine, en
une adénine mene a la traduction d’une asparagine plutot qu’un acide aspartique en position
121 de la protéine. Cette substitution crée a cette position un motif de N-glycosylation
validé par plusieurs outils de prédiction bio-informatique. La validation expérimentale de
ce nouveau site a été effectuée suite a la surexpression de I’enzyme variante dans des

cellules HEK293 (UGT négatives), laquelle est ensuite comparée a la protéine UGT2B7 de
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référence. Brievement, les microsomes issus de ces deux surexpressions sont analysés par
immunobuvardage de type Western, analyse qui permet d’observer que la protéine mutante
possede un poids moléculaire plus ¢élevé que la protéine de référence, le poids
supplémentaire correspondant a celui entrainé par I’ajout d’un oligosaccharide sur la
protéine mutante. Ceci est de surcroit vérifié par I’analyse par immunobuvardage de
microsomes traités a I’Endo H, enzyme qui clive les oligosaccharides propres a la N-
glycosylation en leur point d’attache avec 1’asparagine de la protéine. Suite au traitement a
I’Endo H, les bandes correspondant a chaque surexpression migrent plus bas sur la
membrane, conséquence de la perte des oligosaccharides. Egalement, on n’observe plus de
différence de hauteur entre les bandes, permettant de conclure que la différence observée
entre les échantillons non-traités était bel et bien due a un site de N-glycosylation
additionnel. L’O-glycosidase n’a quant a elle aucun effet sur la migration des échantillons,
montrant que ce type de glycosylation (I’O-glycosylation) n’entre pas en jeu dans la
différence de hauteur observée entre les bandes. De surcroit, la présence d’un site de N-
glycosylation additionnel modifiant la migration sur gel de la protéine variante est vérific¢e
par un traitement a la tunicamycine dans des cellules exprimant de facon transitoire ou le
variant ou I’'UGT2B7 de référence. Ce traitement inhibe toute N-glycosylation et suite a
celui-ci on observe des bandes a des hauteurs égales pour les deux protéines, corroborant a
nouveau 1’idée que la différence de hauteur soit due a un site de N-glycosylation
additionnel sur ’'UGT2B7 variante au codon 121. Enfin, I’inhibition observée n’est pas due
a un stress du réticulum endoplasmique perturbant la glycosylation puisque la thapsigargine

n’a affecté la mobilité d’aucun des deux échantillons.

L’effet de ce nouveau site de N-glycosylation sur I’activité de I’enzyme a été évalué a
’aide d’essais enzymatiques. En effet, a partir de ces essais sont calculées des constantes
cinétiques, constante d’affinit¢ (Km), vélocit¢ (Vmax) et clairance, lesquelles nous
informent sur les parameétres affectés par la mutation. Les essais sont effectués avec les
microsomes de cellules HEK293 sur exprimant ou 1I’enzyme UGT2B7 de référence ou
I’enzyme mutante au codon 121. Deux substrats ont été testés en des concentrations
variables, le MPA et ’AZT. Ce dernier a aussi été testé en concentrations fixes avec

variation de la concentration du co-substrat UDPGA afin d’établir ¢galement les constantes
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lies a son utilisation par I’enzyme. Bien que le codon 121 se situe au domaine de liaison au
substrat de I’'UGT2B7, I’affinité (Km) des enzymes pour les substrats testés ne variait pas
selon s’il s’agissait de I’enzyme mutante ou non. L’impact fonctionnel de variations dans ce
domaine est difficile a prédire puisque ce dernier se situe dans une portion de la protéine
dont la structure tridimensionnelle n’est pas connue, rendant ardue I’identification des
résidus impliqués dans la réaction enzymatique. D’autre part, la vitesse (Vmax, courbe de
saturation) de formation de 1I’AZT-glucuronide, de I’AcMPAG et d’utilisation du co-
substrat UDPGA ¢étaient toutes diminuées pour la protéine mutante au codon 121 en

comparaison avec I’'UGT2B7 classique.

La diminution de la vitesse de formation des substrats et d’utilisation du co-substrat
couplée a une absence de modification de I’affinité malgré la position de la N-glycosylation
laisse croire a une implication de 1’oligosaccharide dans le repliement adéquat de la
protéine plutot qu’au site catalytique. Cette hypothese sera vérifiée d’abord en effectuant
des essais enzymatiques sur des microsomes traité ou non avec I’Endo H. Ces essais nous
permettraient d’observer si d’enlever 1’oligosaccharide de la protéine alors qu’elle est déja
repliée cause un changement a son activité. En utilisant ce test Nagaoka et al ont établi que
les sites de glycosylations usuels d’UGT2B7 ne semblaient pas essentiels a son activité
pour I’AZT une fois la protéine mature et repliée (Nagaoka et al. 2012). En effet, ils n’ont
pas observé de différence dans Dactivit¢é des microsomes traités ou non a
I’endoglycosidase. Ils concluent donc que I’effet sur I’activité enzymatique qu’ils observent
lors de la mutation des sites de N-glycosylation est dii @ un mauvais repliement de la
protéine, tel que validé pour 'UGT1A9 par 1’équipe de Nakajima (Nakajima et al. 2010).
Cette équipe avait utilisé la tunicamycine afin d’inhiber dans des cellules toute N-
glycosylation, ce qui contrairement au traitement a I’endoglycosidase avait
significativement réduit 1’activité enzymatique. Dans le cas du variant au codon 121, un tel
traitement permettra de déterminer si la glycosylation de ce résidu influence ’activité de

I’enzyme via un effet sur son repliement.

L’impact de la variation au codon 121 pourrait également étre étudiée in vivo, en procédant

a une étude pharmacocinétique concernant des sujets porteurs. En effet, il se pourrait que
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cette variation soit & méme d’expliquer une fraction du phénotype de métabolisateur lent
observé chez certains sujets. Toutefois, ceci requerra le séquencage d’une cohorte plus
nombreuse. Aussi, tant in vitro qu’in vivo, il serait intéressant de tester 1’effet du variant sur
I’activit¢ d’UGT2B7 pour d’autres substrats exogeénes de 1’enzyme tels la morphine,
I’épirubicine, I’efavirenz, ainsi que des substrats endogenes tels les prostaglandines E2 et

I’acide arachidonique.

D’autres variations affectant la N-glycosylation pourraient perturber 1’activité d’enzymes
de la famille des UGT2B. En effet, des variants ponctuels peuvent mener au gain ou a la
perte de sites de N-glycosylation en modifiant le motif NX(S/T). Une recherche
systématique de tels variants pour I’ensemble du protéome a été réalisée récemment par
Mazumder et al. sans toutefois identifier de variations affectant les enzymes UGT
(Mazumder et al. 2012). Cette recherche n’a en effet ét¢ faite que sur les variations qui
¢taient associées a des séquences protéiques dans la base de données Uniprot, laquelle ne
répertorie pas tous les variants. C’est pourquoi dans le cadre du projet présenté ici tous les
variants non-synonymes répertoriés dans la base de données dbSNP pour chaque UGT2B
ont ét¢ manuellement associées aux séquences des enzymes. Une fois les variations triées
selon si elles modifiaient les asparagines, sérines ou thréonines ou menaient a la traduction
d’un de ces trois résidus, une inspection visuelle des acides aminés avoisinants permettait
de déterminer si un motif de N-glycosylation était aboli ou créé. Ce faisant, 32 variations,
pour la plupart rares (fréquence allélique < 1%), ont été identifiées comme influencant

potentiellement la N-glycosylation d’enzymes de la famille des UGT2B.

Etant donnée la forte homologie de séquence entre les génes de la famille UGT2B,
plusieurs des 32 variations identifiées se trouvent a étre regroupées selon leur localisation
lorsqu’on effectue I’alignement des séquences protéiques des UGT2B. Ces variations sont
particulierement intéressantes car certaines créent des sites de N-glycosylation a une
position d’une UGT2B qui équivaut dans une autre a un site de glycosylation validé
expérimentalement. C’est le cas de variants d’UGT2B4, UGT2B11 et UGT2B28 qui créent
des motifs de N-glycosylation a des positions avoisinants celles des premiers sites de N-

glycosylation validés de la séquence des UGT2B7 et UGT2B15 (Chen et al. 2009). C’est
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aussi le cas d’un variant affectant le résidu 482 d’UGT2B4 créant a cette position
I’asparagine d’un site de N-glycosylation qui s’aligne a celui en position 481 d’UGT2B10,

lequel a aussi ét¢ validé expérimentalement (Chen et al. 2009).

La base de données dbSNP, bien que réunissant les données de plusieurs autres bases, ne
contient que les variations auxquelles ont été assignées des identifiants rsID. Ainsi,
I’inclusion dans cette étude de variations provenant d’autres bases de données telles le
Exome Aggregation Consortium (ExAC), qui contient également des variations qui n’ont
pas encore de rsID, permettrait de brosser un tableau plus complet des variations affectant
potentiellement la N-glycosylation des UGT2B. De plus, les outils de prédiction du
potentiel de N-glycosylation utilisés dans I’é¢tude du variant au codon 121 pourraient servir
a établir, a partir des variations répertori¢es dans 1’étude comme créant un nouveau motif
de N-glycosylation, une liste de celles dont le potentiel est le plus élevé, guidant ainsi le

choix de variations a investiguer davantage.

Conclusion

En conclusion, le séquengage de patients d’études précédentes sur la pharmacocinétique du
mycophénolate mofétil a permis d’identifier un nouveau variant ponctuel dont la position
au sein de la séquence mene a la création d’un motif de N-glycosylation. Ce site est prédit
comme ayant un haut potentiel de glycosylation in silico et a été validé expérimentalement
par I’analyse par immunobuvardage de type Western de traitements a I’Endo H. Il a
également été établi que le variant entrainait une diminution de la vitesse de formation des
glucuronides a partir des substrats AZT et MPA et de la vitesse d’utilisation du co-substrats
UDPGA en présence stable d’AZT. Aucun effet n’a été décelé sur I’affinité de I’enzyme
variante pour ces substrats. Ensemble, ces résultats laissent croire a un effet de
I’oligosaccharide supplémentaire sur le repliement de la protéine, ce qui pourrait étre
vérifié par des traitements a I’endoglycosidase et la tunicamycine. L’effet du variant
pourrait se traduire in vivo en un phénotype de métabolisateur lent, ce qui serait a confirmer
grace a des études de pharmacocinétiques sur des sujets porteurs. Le s€quencage d’un plus
grand nombre de sujet permettrait ¢galement une meilleure estimation de la fréquence

allélique. En outre, I’analyse de bases de données de variants ponctuels a permis
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d’identifier 32 variations qui pourraient affecter la N-glycosylation d’enzymes UGT2B et
potentiellement leur activité enzymatique. Des études subséquentes seront nécessaires afin
de vérifier cet effet potentiel et afin d’établir si des variants ponctuels pourraient affecter de
la méme fagon I’activit¢é enzymatique en altérant des motifs associés a d’autres

modifications post-traductionnelles.
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Annexe : Divergences dans I’expression et la fonction métabolique

des glucuronosyl transférases humaines via 1’épissage alternatif

Résumé

Le maintien de I’homéostasie cellulaire et la détoxification de xénobiotiques sont médiés
par 19 UDP-glucuronosyl transférases (UGT) humaines, encodées par 10 génes, qui
composent la voie de glucuronidation. Le séquencgage en profondeur d’organes majeurs du
métabolisme met au jour une augmentation substantielle du transcriptome UGT via
I’épissage alternatif, avec des variants représentants de 20 a 60% de I’expression des
transcrits canoniques. Prés du cinquiéme des variants exprimés comprennent des séquences
conservant le cadre de lecture, leur permettant de créer des caractéristiques structurelles et
fonctionnelles distinctes. Des fonctions biologiques propres a ces protéines UGT
alternatives ont été subséquemment révélées lors d’essais dans des cellules. Certaines
isoformes ont ét¢ identifiées comme inhibant ou induisant I’inactivation de médicaments et
stéroides ainsi que comme perturbant le métabolisme global (énergie, acides amingés,
nucléotides), 1’adhésion et la prolifération cellulaire. Les travaux présentés dans cet article
mettent en lumiére I’importance biologique de 1’expression alternative des UGT. Nous
proposons que cette derniere augmente la diversité prot€ique a travers I’évolution de

régulateurs métaboliques provenant d’enzymes spécifiques.

Article publié dans le journal Cell Reports
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Summary

Maintenance of cellular homeostasis and xenobiotic detoxification is mediated by 19
human UDP-glucuronosyltransferase enzymes (UGTs) encoded by 10 genes that comprise
the glucuronidation pathway. Deep RNA sequencing of major metabolic organs exposes a
substantial expansion of the UGT transcriptome by alternative splicing, with variants
representing 20 to 60% of canonical transcript expression. Nearly a fifth of expressed
variants comprise in-frame sequences that may create distinct structural and functional
features. Follow up cell-based assays reveal biological functions for these alternative UGT
proteins. Some isoforms were found to inhibit or induce inactivation of drugs and steroids
in addition to perturbing global cell metabolism (energy, amino acids, nucleotides), cell
adhesion and proliferation. This work highlights the biological relevance of alternative
UGT expression, which we propose increases protein diversity through evolution of

metabolic regulators from specific enzymes.
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Introduction

Human glycosyltransferases utilize different sugar nucleotide donors to regulate a wide
variety of cellular processes (Guillemette et al. 2004, Little et al. 2004, Breton et al. 2012,
Rowland et al. 2013, De Bruyn et al. 2015). One large family of membrane-associated
uridine diphospho-glucuronosyltransferases (UGTs) employ uridine diphospho-glucuronic
acid (UDPGA) to conjugate a variety of small-molecule acceptors and catalyze the most
important metabolic pathway for the human body's elimination of both endogenous and
exogenous lipophilic molecules. These endoplasmic reticulum (ER) resident type I
membrane proteins transfer the sugar moiety of the co-substrate UDPGA to the
nucleophilic functional group of their substrates to promote, in most cases, their
inactivation and elimination. Glucuronidation affects bioactivity and bioavailability of
harmful xenobiotics, chemicals, and drugs from food, the environment, or pharmacological
treatments. In parallel, glucuronidation maintains the homoeostasis of the heme-breakdown
product bilirubin, multiple endogenous hormones, secondary metabolites, and other
endobiotics (Radominska-Pandya et al. 1999, Guillemette 2003, Wells et al. 2004, Bock
2015).

In humans, 10 genes encode 19 canonical UGT enzymes (isoform 1s or ils) that display
remarkable plasticity. For example, a single UGT! gene on chromosome 2q37 encodes nine
UGTI1A enzymes through usage of individual alternative promoters and first exons,
whereas 10 UGT2 enzymes (three UGT2A and seven UGT2B) are synthesized from nine
independent genes clustered on chromosome 4ql3 (Mackenzie et al. 2005). Although
amino acid sequences among UGTs are highly similar, substrate specificity is dictated by
the slightly more divergent first (UGT1) or first/second (UGT2) exons that encode the N-
terminal half of each enzyme. UGTs are found in nearly all human tissues and display
tissue- and cell type—specific expression, but they are most abundant in metabolically
highly active organs such as the liver, kidney, and intestine (Court et al. 2012, Rowland et

al. 2013, Margaillan et al. 2015, Margaillan et al. 2015).
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Alternative splicing (AS) is a key mechanism in the control of gene expression,
transcriptomes, and protein diversity, with over 90% of human multi-exon genes
undergoing AS regulation before forming mature transcript isoforms (Wang et al. 2008).
The important contributions of AS to an individual’s response to endogenous and
exogenous molecules, including drugs, and the link to various human diseases are emerging
but remain largely unknown (Garcia-Blanco et al. 2004, Gamazon and Stranger 2014,
Oltean and Bates 2014). Our recent work established that AS expands the coding capacity
of human UGTs, allowing over 180 canonical and alternative UGT transcripts in various
tissues involved in drug metabolism as well as hormone-dependent tissues (Tourancheau et
al. 2016). Thus, a large genetic diversity characterizes the transcriptome landscape of
human UGTs and implies a functional diversification of the UGT proteome that remains

unexplored.

In this study, we applied targeted next-generation RNA sequencing (CaptureSeq) (Mercer
et al. 2012, Clark et al. 2015) to quantify the UGT transcriptome and expression of
alternative transcripts in the liver, kidney, and gastrointestinal tissues, which are most
relevant to the metabolic functions of this crucial enzymatic pathway. We further addressed
tissue-specific protein expression as well as the function of selected UGT isoforms where
in-frame sequences have been introduced using cell-based assays combined with untargeted
metabolomics (Fig. 1). Our findings reveal a complex expression pattern of UGT
alternative variants and distinct functional properties, including antagonizing and inducing
UGT transferase function, likely through protein—protein interaction, while inducing

substantial rewiring of cell metabolism that affects cellular behavior.
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Results

AS contributes to quantitative profiles of the UGT transcriptome in human metabolic

tissues

A quantitative transcriptome analysis of all 10 human UGT! and UGT2 genes was
conducted in pooled samples of normal liver, kidney, and intestine/colon tissues as well as
in tumors originating from the kidney and the intestine/colon. A CaptureSeq approach was
used to achieve sufficient sequencing depth and ensure the fullest coverage of alternative
UGT variants. Reads were mapped to the human genome sequence (hgl19) complemented
with the recently published comprehensive human UGT transcriptome (Tourancheau et al.
2016) (Fig. 1). The data revealed that AS contributes substantially to the UGT
transcriptome landscape, affecting each expressed UGTI and UGT2 gene in a tissue-
specific manner, and the AS products are significantly altered in neoplastic tissues (Fig.
2A, B). Alternatively spliced species were abundant in normal tissues, representing an
average of 19, 24, and 34% of the total UGT expression in liver, intestine/colon, and
kidney, respectively (Fig. 2C). In intestine/colon and kidney tumor tissues, these levels
were strikingly elevated to an average of 33 and 61%, respectively. Changes in liver cancer
could not be assessed owing to the lack of availability of hepatic tumors. The abundance
and tissue-specific expression of several alternative transcripts supports a physiologically

relevant role in the surveyed tissues.
Diverse structural features of alternative UGT isoforms

A common structural organization is shared by the 19 known human UGT1 and UGT2
enzymes, each encoded by a canonical mRNA variant vl. An N-terminal signal peptide and
a C-terminal transmembrane region direct the substrate and UDPGA co-substrate-binding
domains and catalytic site of each mature protein to the luminal side of the ER (Fig. 3A).
Based on these structural features, 164 expressed non-v1 alternative transcripts were
classified into five categories (Fig. 3B). Nearly half of expressed alternative UGT variants
lacked a sequence encoding the substrate-binding domain (N-terminal), frequently due to
truncation or skipping of exon 1, and this alteration was especially frequent among UGT2

transcripts. In the absence of the N-terminal substrate-binding domain, the encoded proteins
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would be expected to lack transferase activity. Another prominently expressed class of
variants that constituted over one-third of alternative variants lacked part or all of the exons
encoding the C-terminal co-substrate domain. Remarkably, over 20% of the expressed
variants comprised introduction of in-frame sequences. The domain organization and
sequences of the putative isoforms imply that several may have different subcellular
distribution, substrate specificity, or catalytic activity and thus could have altered biological

functions.
Functional diversity of selected alternate UGTSs containing in-frame sequences

Shorter UGTI isoforms with an alternative C-terminal sequence have antagonistic

functions.

A single UGT1 locus encodes half of the human UGT enzymes, i.e., 9 UGT1A enzymes. It
is well established that mature transcripts encoding each UGT1A enzyme include only one
of the different UGTI exon-1 sequences associated with four downstream exons common
to all UGT1A enzymes (ils). A splicing event involving the use of an alternative 3'-
terminal exon (exon 5b) generates three categories of UGTI transcripts, namely the
canonical v/ (exon 5a) and alternative v2 (exon 5b) and v3 (exons 5b and 5a) (Fig. 4A).
Our CaptureSeq data and those of an independent RNA sequencing (RNA-Seq) study
revealed significant expression of v2/v3, with these transcripts representing between 9 and
20% of canonical UGTIA transcripts in normal tissues and high interindividual variability
(Fig. S1A, B). In kidney and intestine/colon tumor tissues, v2/v3 constituted between 19
and 23% of UGTI1A4 vl expression. Because of a stop codon in exon 5b, the alternative
v2/v3 variants both encode shorter, 45-kDa isoform 2 proteins (i2s) lacking the C-terminal
99 amino acid residues encoded by exon 5a that comprise the membrane-spanning domain
and the short cytosolic charged tail. In alternate UGT1A 12 proteins, this sequence is
replaced by a charged 10-residue C-terminal sequence not found in any other human
proteins. The functions of i2s were studied in the HEK293 human embryonic kidney cell
line, in which endogenous UGTs are not detected. UGT1A1 12 had a remarkably long half-
life compared with that of UGT1A1 il (11.6 h versus 1.3 h), whereas co-expression of the

two isoforms did not alter their respective half-lives (Fig. 4B). In situ enzymatic assays in
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intact cells supported the notion that UGT1A1 i2 lacks transferase activity; rather, it has an
antagonist role, leading to a significant reduction in UGT1A1_il-mediated glucuronidation
of the anti-cancer agent SN-38 (the active metabolite of irinotecan; —73.5%; P < 0.001) and
the endogenous substrate estradiol (Ez; —75%; P < 0.001) (Fig. 4C). These antagonistic
effects of 12 are consistent with the co-immunoprecipitation (IP) of UGT1A i2 with
UGTI1A il (Fig. 4D) as well as with the co-localization of both isoforms in the ER as
assessed by immunofluorescence (IF; Fig. 4E) and in cells of human tissues by
immunohistochemistry (IHC: Fig. 4F). The data also indicated that UGTI1A proteins are
distributed in other subcellular compartments (Fig. S2). In colon tissues, il and i2 co-
localized at surface epithelial cells and in intestinal gland (crypt) cells, whereas in liver

tissues the two isoforms co-localized in hepatocytes.

A UGT2B7 isoform with a spacer domain enhances drug inactivation and provokes

remodeling of cellular metabolism and phenotypic changes.

An alternative full-length UGT2B7 n4 transcript, confirmed by PCR analysis as containing
an introduced sequence, exon 2b (Fig. S3A), encodes an alternate UGT2B7 protein termed
isoform 8 (UGT2B7 _i8) that has a unique 32-residue in-frame internal region residing at
the interface between the N-terminal substrate-binding domain and the C-terminal co-
substrate—binding domain (Fig. SA). CaptureSeq data analysis revealed that expression of
exon 2b—containing transcripts in three pools of three liver samples was low compared with
the canonical transcript (Fig. S1C). However, the analysis of an independent RNA-Seq
dataset derived from 18 different individuals indicated that the UGT2B7 i8-encoding
transcript represents up to 75% of the canonical UGT2B7 transcripts, with an average
coefficient of variation of 350% (Fig. S1D). Similar patterns of expression were noted in
the kidney, with a greater proportion of UGT2B7 _i8-encoding transcript in kidney tumors
relative to the canonical transcript. The encoded UGT2B7 18 had a significant half-life of
~6 h that is not affected when co-expressed with the il protein, which has a half-life of 12 h
(Fig. S3B). Expression of the encoded i8 protein along with UGT2B7 in human liver was
further established in hepatocytes using an 18-specific antibody, supporting the expression
data of the alternative isoform and its partial co-localization with UGT2B7 il (Fig. 5B).

Staining was also observed in smooth muscle cells of hepatic arteries as well as in the same
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structures of esophageal, breast, uterine, testicular, and skeletal muscle tissues (data not
shown), suggesting a potential unique cell type—specific expression of UGT2B7 i8 that
deserves further investigation. Endogenous alternate protein expression was also
corroborated by the detection of peptides specific to the sequence encoded by exon 2b in

human liver samples using a targeted mass spectrometry (MS) approach (Fig. S4).

UGT-negative (HEK293) and UGT-positive (HepG2) cell models were established to study
cellular functions of this UGT2B7 isoform and to reproduce the expression observed in
tissues (i8 < 1il). We could not detect the formation of glucuronide from zidovudine (AZT),
the probe substrate of the UGT2B7 enzyme, in UGT2B7 i8-expressing HEK293 cells.
However, the co-expression of UGT2B7 i8 and UGT2B7 il induced 1.3- and 2.1-fold
increases in the formation of the glucuronide in HEK293 and HepG2 cells, respectively,
implying a UGT-activating function (Fig. 5C). The potential of UGT2B7 i8 and
UGT2B7 il proteins to interact was further supported by co-IP experiments and by their
co-localization in the ER and may underlie the induction in glucuronidation activity (Fig.
5D-E). Untargeted metabolic profiling of the HEK293 and HepG2 cell models further
revealed that the levels of a vast array of cellular metabolites were significantly altered in
cells overexpressing UGT2B7_i8 compared with control cells (Fig. SF; Table S1). Despite
the distinctive basal metabolomes of the kidney and liver cell models, expression of
UGT2B7 18 induced remarkable accumulation of multiple amino acids in both cell types,
with glutamine level being most altered. Most purines and pyrimidines were reduced upon
18 expression in HEK cells, whereas several glycolytic and TCA cycle intermediates were
significantly reduced in HepG2 cells (Fig. SF, Table S1). These alterations in numerous
metabolites essential for cell growth were associated with 3.5-fold enhanced adhesion but
3.7-fold slower proliferation in HEK293 cells overexpressing UGT2B7 18 compared with
control cells (Fig. 5G). In support of a specific effect of the UGT2B7 18 protein, adhesion
and proliferation of HEK293 cells overexpressing UGT2B7 il were similar to the control

cells despite higher expression of il than i8.
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Discussion

Our findings reveal large differences in the levels of naturally occurring alternative mRNAs
transcribed from UGT loci in major metabolic tissues and demonstrate that these alternate
transcripts are expressed in a tissue-specific manner, with remodeling of the UGT
transcriptome in cancer tissues. Among this large collection of alternative UGT variants,
expression of selected alternately spliced isoforms with in-frame sequences was confirmed
at the protein level in human tissues such as the liver and colon. In cell-based assays,
alternate UGT proteins were shown to differentially regulate the glucuronidation pathway
by inhibiting or promoting the inactivation of drugs and hormones, likely through protein—
protein interactions. We also uncovered that the alternate UGT isoforms have functions
distinct from the canonical glucuronidation function, and these appear to broadly affect
global metabolism, which results in changes in cell behavior. These findings imply that this
transcriptome diversity expands the proteome and biological functions of human UGTs,

likely playing crucial roles in multiple cellular processes.

Our targeted CaptureSeq approach allowed high-resolution, quantitative evaluation of UGT
expression in the liver, kidney, and intestine/colon. A strength of our study is the mapping
of RNA sequencing short reads on the exhaustive human UGT transcriptome recently
established (Tourancheau et al. 2016), leading to precise assignment of reads to the
appropriate UGT loci and transcript reconstruction than previously possible. This work
revealed that alternative UGT mRNAs constitute an appreciable proportion of the total
UGT transcriptome in the surveyed tissues, representing 19 to 60% of all UGT mRNAs. In
line with this, there are many examples in the literature of protein functional expansion
created by AS, among which the human tRNA synthetases and brain neurexins are
remarkable recent examples (Lo et al. 2014, Treutlein et al. 2014). Our data further indicate
that UGT AS programs are constitutive in normal tissues, implying that these events are
associated with normal biological processes. This observation was also validated in an
independent RNA-Seq dataset not captured for UGT sequences (Chhibber et al. 2016).

These findings support a role for AS in controlling coordinated cellular responses induced
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by small molecules and exposure to xenobiotics, including drugs of various classes. Given
the key role played by UGTs in cellular homeostasis by inactivation of a variety of
endogenous lipophilic cellular constituents, one can envision that expression of alternative
UGTs may be triggered by the cellular environment and/or stimuli such as hormones and
lipids (Hu et al. 2014, Dates et al. 2015). Expression of alternative UGTs is also highly
likely to be triggered by exogenous stimuli and toxic xenobiotics that are common
substrates of UGTs (Hu et al. 2014). It remains unknown if other enzymes involved in
parallel cellular and drug-metabolism functions diversify their expression profiles and
functional complexity through splice variants. A recent study indicated that this might be
the case for a vast majority (>70%) of factors in drug-related pathways, such as
cytochromes P450 and other transferases (Chhibber et al. 2016). However, the regulation
and functional consequences of AS events for these clinically important pharmacogenes

remain undefined.

We estimate that only a small fraction of the UGT variants we quantified may undergo
nonsense-mediated mRNA decay according to the 50-bp rule (Popp and Maquat 2013), and
therefore most observed UGT transcripts likely have the potential to be translated. Multiple
distinct features characterize putative UGT isoforms, including truncated substrate or co-
substrate-binding domains and distinctive in-frame sequences. We provide evidence that
AS may represent a potential mechanism to modify canonical UGT function and to produce
alternative UGT isoforms with introduced domains and divergent functions. Our findings
with the UGTIA and UGT2B7 transcripts, which encode, respectively, a shorter protein
with an in-frame C-terminal sequence and a longer protein with an internal peptide
sequence introduced, clearly support this notion. At the transcript level, UGTIA and
UGT2B7 expression shows high interindividual variability in the liver and kidney. Specific
antibodies raised against the peptide sequences not found in canonical UGTs or any other
known proteins labeled several human tissues (IHC). Co-localization of alternate isoforms
with canonical UGTs in the same cell types, such as hepatocytes, was evident, even though
relative abundance could not be deduced. According to functional assays in intact
proliferating cells, both UGT1A1l i2 and UGT2B7 i8 lack the ability to transfer a
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glucuronic acid moiety to the typical substrates of the canonical enzymes and therefore
would be enzymatically null. Alternate UGT1A_i2s contain complete binding sites for both
the substrate and co-substrate and a C-terminal dilysine motif encoded by the new terminal
exon, but they lack the transmembrane-binding domain, which likely affects membrane
topology and conformation and thus UGT activity. In contrast, UGT2B7 i8 contains all
UGT domains but also an internal 32-residue sequence that potentially disrupts the
coordination of co-substrate-to-substrate Sx2 transfer of the glucuronic acid for typical
UGT2B7 substrates, such as AZT, as observed in this study. Alternatively, this region may
also potentially adapt to a different set of substrates, changing substrate specificity
compared with the canonical UGT2B7 enzyme that conjugates a wide variety of lipophilic
metabolites and is involved in the clearance of ~25% of common medications (Guillemette
et al. 2014, Stingl et al. 2014). A larger set of substrates, as well as co-substrates such as
UDP-glucose, that are metabolized by UGT2B7 in addition to UDPGA (Chau et al. 2014),
needs to be tested to determine whether the alternative UGT isoforms are truly

enzymatically null.

When co-expressed with UGTs in human tissues and cells, alternate UGTs either inhibited
or activated cellular glucuronide formation, significantly affecting inactivation of drugs and
hormones. To our knowledge, a UGT acting as an inducer/activator of the glucuronidation
pathway has not been reported before. Previous investigations by our group and others
indicate that UGTs form oligomeric complexes (Operana and Tukey 2007, Ishii et al. 2010,
Rouleau et al. 2013). The immunofluorescence evidence of close proximity in the ER
membrane and co-IP data strongly suggest that the modulatory effects of the UGTIA and
UGT2B?7 alternative isoforms are caused by direct protein-protein interactions with their
cognate UGT enzymes, and perhaps other UGTs, leading to a mixture of active and inactive
complexes (Operana and Tukey 2007, Ishii et al. 2010, Rouleau et al. 2013). Given the
enhanced stability of at least some alternative isoforms relative to the canonical UGTs, as
shown for UGT1A1 i2, the impact of alternative isoforms on cellular glucuronidation
activity is likely greater than anticipated from mRNA expression levels. We suggest that

AS hampers or potentiates canonical UGT functions. This likely helps coordinate and fine-
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tune cellular responses to numerous endogenous and exogenous stimuli, with the potential
to affect drug responses and disease development and progression, especially
tumorigenesis, given the altered ratio of alternative/canonical variant expression and the

large interindividual variability in their expression.

Our functional investigations of the UGT2B7 i8 variant provide further evidence that
alternative isoforms have extended metabolic functions that affect global cell metabolism,
suggesting that they may be part of multi-enzyme complexes of a core metabolic network.
The biological relevance of a metabolic shift induced by expression of UGT2B7 i8 alone
warrants further characterization, but our data also suggest that the glucuronidation
pathway and primary cell metabolism (e.g., amino acids and nucleotides) are interrelated
enzymatic processes. Whether dimerization/oligomerization and/or glucuronidation of
alternative endogenous substrates link the biological activity of these isoforms with cell
metabolism remains to be addressed. Furthermore, UGT2B7 18 expression is functionally
linked to modulation of cell adhesion and proliferation, supporting the conclusion that

UGTs substantially impact multiple cellular processes.
Conclusions

This study provides a comprehensive quantitative portrait of hepatic, renal, and
gastrointestinal UGT transcriptomes and reveals the abundance of alternate UGT variants,
which clearly expand the UGT proteome. A first biological consequence of altering the
UGT transcriptome was emphasized by the functional characterization of alternative
isoforms with in-frame sequences introduced, which were found to antagonize or induce
cellular glucuronidation, thus affecting inactivation of drugs and sex hormones. This study
also raises the exciting possibility that different UGTs may exhibit biological functions
independent of glucuronic acid transferase activity. Alternate isoform expression induced
drastic shifts in multiple metabolic pathways and modified cellular phenotypes, suggesting
crosstalk between various enzymatic pathways and UGTs that could serve to maintain
cellular homeostasis and increase cell fitness. The broader regulatory and functional

relevance of such an extensive splicing program remains to be fully characterized. We
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expect that this work will enable the exploration of human UGT-mediated metabolism and

its potentially extended role in health and disease.
Experimental Procedures

RNA samples, sequencing, and mRNA expression

UGT expression was characterized in normal tissue samples from 9 liver, 9 kidney, and 15
intestine and colon samples as well as in samples from 9 kidney, and 9 intestine and colon
tumor tissues of mixed-gender origin. For each tissue, equivalent amounts of total RNA
from at least three samples were pooled, and three pools per tissue type were prepared and
used for production of sequencing libraries. UGT sequences were enriched from paired-end
bar-coded ¢cDNA libraries with UGT capture (Tourancheau et al. 2016). Libraries were
sequenced on an Illumina HiSeq 2500 system (McGill University and Génome Québec
Innovation Center, Montreal, QC, Canada). Trimmed reads were aligned with the splice-
aware software TopHat2 on the UCSC hgl9 reference genome with annotation provided by
[Nlumina iGenome combined with the complete annotated human UGT loci described
recently by our group (Tourancheau et al. 2016). The average normalized expression of
replicates is provided throughout the text. Detailed library construction, sequence analysis,
and validation of UGT2B7 n4 expression by reverse transcription-PCR and Sanger

sequencing are described in Supplemental Experimental Procedures.

Expression of UGTIA and UGT2B7 variants was examined in 18 normal liver and 18
normal kidney samples in the RNA-Seq dataset from the Pharmacogenomics Research
Network (Chhibber et al. 2016) accessed from the GEO accession number GSE70503.
Alignment of reads on the complete human UGT transcriptome and quantification using

Cufflinks are described in Supplemental Experimental Procedures.

Cell models

HT115 cells expressing endogenous UGT1A isoforms and HEK293 cell models expressing
myc- or V5-tagged UGT1ALl isoforms have been described previously (Bellemare et al.

2010, Rouleau et al. 2014). The pool of HEK293 cells stably expressing UGT2B7 vI was
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established by supplementing cell culture media with G418 (Invitrogen, 1 mg/ml). The pool
of HEK293 cells co-expressing UGT2B7 vI and UGT2B7 n4 (corresponding to the exon
2b encoding transcript) was established by subsequent transfection of HEK-2B7 vl with
the UGT2B7 n4 construct (with or without a V5 tag) and selection with blasticidin
(Wisent, 10 pg/ml). The HEK293 cell model expressing UGT2B7 il and UGT2B7 i8-V5
was used only to demonstrate protein-protein interactions by IP. HepG2 cells, which
express UGT2B7 vl endogenously but not UGT2B7 n4, were transfected with the
UGT2B7 n4 construct (without tag), and the pool was established with blasticidin
selection. Control HEK293 and HepG2 cells were produced by transfection with the

parental vectors and selection as above.
Analysis of protein expression

Antibodies. UGT2B7 polyclonal antibody was from ProteinTech Group (16661-1-AP;
western blotting (WB): 1:5000; IHC: 1:800; IF: 1:500) and monoclonal antibody was from
Abcam (ab57685; IP: 1:100; Abcam, Toronto, ON, Canada; note that ab57685 is sold as an
anti-UGT2B10 antibody but it also recognizes UGT2B7 (Fig. S5)). The purified pan-
UGTI1A polyclonal antibody (RC-71; WB: 1:1000), purified UGTIA il polyclonal
antibody (#9348; IHC and IF: 1:1000; IP: 1:200), and purified UGT1A_i2 antibody (#4863;
IHC: 1:1000) have been described (Albert et al. 1999, Bellemare et al. 2011). UGT1A _i2
(#4CSE7; 1F: 1:100) and UGT2B7 18 (IF and IHC: 1:1000) antibodies were custom made
(Genscript, Piscataway, NJ, USA). Anti-V5 (WB: 1:5000) and anti-myc (clone 4A6, WB:
1:5000) were from Invitrogen (Life Technologies, Burlington, Canada) and EMD Millipore
(Etobicoke, ON, Canada), respectively. Cell compartment—specific antibodies used in IF
were: anti-58K Golgi protein (1:100; ab27043; Abcam), anti-protein disulfide isomerase
(PDI: 1:100; ab2792; Abcam) for the ER, anti-cytochrome c (1:300; cat #12963S; Cell
Signaling Technology) for the mitochondria; DNA was stained with Hoechst 33342
(1:1500; Sigma) or DRAQS5 (1:2000; Life Technologies Inc.). Production of antibodies

against variants is detailed in Supplemental Experimental Procedures.

mRNA and protein stability of UGTIA and UGT2B7. Cells were treated with 20 pg/ml

cycloheximide for 0—16 h and collected at various time points as described (Turgeon et al.
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2001). Cell homogenates (20 ng protein) prepared in phosphate-buffered saline containing
0.5 mM dithiothreitol were analyzed by WB with RC-71 (UGT1A) or anti-UGT2B7 from

ProteinTech.

IF. Detection of endogenous UGTI1A il and i2 in HTI115 cells was as described
(Bellemare et al. 2010). Stably expressed UGT2B7 il and UGT2B7 i8 in the HEK cell
models were detected with anti-2B7 16661-1-AP.

IHC. Paraffin-embedded tissue blocks were available for individual patients. The
institutional board approved the study, and written consent was given by all patients
concerning the use of their tissues for research purposes. Serial sections (5 pm) were
deparaffinized, rehydrated, and processed using the IDetect SuperStain HRP polymer kit
(Empire Genomics, Buffalo, NY, USA) with an overnight incubation of tissues at 4°C with
primary antibodies. Control sections were incubated with the anti-UGT2B7 18 preadsorbed
for 3 h at room temperature with an excess of the immunogenic peptide (2 uM) to ascertain

labeling specificity.

IP. HEK293 UGT1A-tagged cell models were grown to confluency in 10-cm culture
dishes, washed, scraped into 800 pl lysis buffer/dish, and immunoprecipitated as described
in Supplemental Experimental Procedures using anti-UGT1A il or control rabbit IgG. For
UGT2B7 18 1P, HEK293 cells grown in two 15-cm dishes were scraped and cross-linked
with 0.125% formaldehyde for 10 min at 37°C then quenched with 0.125 M glycine. Cells
were collected by centrifugation prior to lysis in 1 ml lysis buffer and IP as described in

Supplemental Experimental Procedures.

MS-coupled multiple reaction monitoring. Tryptic digests of UGT2B7 immunoprecipitated
from human liver S9 fractions were analyzed by MS-coupled multiple reaction monitoring
on a 6500QTRAP hybrid triple quadrupole/linear ion trap mass spectrometer (Sciex,
Concord, ON, Canada). The UGT2B7 signature peptide ADVWLIR and the UGT2B7 18-
specific peptide LDSFNTGWINK were detected in tryptic digests of the
immunoprecipitated UGT2B7 samples, and peptide identity was confirmed by co-injection

of isotopically labeled ['*C6,°N2]Lys and ['*C6,'°N4]Arg synthetic peptides.
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Cell adhesion and proliferation. HEK293 and HepG2 cells (pool of control cells or cells
stably expressing UGT2B7 n4) plated in E-view PET 16-well plates (10,000 cells/well,
four replicates/experiment, n = 3) were monitored in real time on an Xcelligence DP system
(ACEA Biosciences Inc., San Diego, CA, USA). Doubling time was determined with the
RTCA software 2.0 (ACEA Biosciences Inc.) using normalized cell index values between
the 20 and 45 h time points. Alternatively, HEK293 and HepG2 cells were plated in 6-well
plates (125,000 HEK cells/well; 100,000 HepG2 cells/well), incubated for specified times,
and counted with a TC-10 automated cell counter (Bio-Rad) at 48, 72 and 96 h after

plating. Cell media were replaced after the 48 h time point.

Metabolic functions

In situ glucuronidation assays. HEK293 and HepG2 cells (control cells or cells stably
expressing UGT2B7 vi, UGT2B7 n4 or both, as stated in the figure legends) were seeded
in 24-well plates (HEK293: 80,000 cells/well, HepG2: 125,000 cells/well). Assays were
initiated 72 h after seeding by replacing the culture medium with fresh medium (1 ml/well)
containing a labeled UGT substrate probe (for UGT1Al: 5 uM SN-38 prepared by
hydrolysis of irinotecan-HCl (McKesson, ON, Canada) and/or 25 uM estradiol (Steraloids,
Newport, RI, USA); for UGT2B7: AZT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)). Cells were
incubated for 4 h, and the media were collected and stored at —20°C until glucuronide
assessment by MS-based analysis as described (Lepine et al. 2004, Belanger et al. 2009).
Briefly, for AZT-G, the culture media were diluted 1:3 with 25% aqueous methanol
solution containing AZT-d3-G standard (Toronto Research Chemicals, Toronto, ON,
Canada) prior to analysis as described (Belanger et al. 2009).

Untargeted metabolomics analysis. HEK293 and HepG2 cells (stable pool of control cells
or cells expressing UGT2B7 n4) were plated in 10-cm culture dishes (1.5 million HEK
cells/dish; 3.5 million HepG2 cells/dish) and grown for 96 h, with a change to fresh
medium after the first 48 h. Cells were harvested by trypsinization, counted, rinsed twice in
ice-cold phosphate-buffered saline, snap-frozen on dry ice, and stored at —80°C until
extraction for metabolomics analysis. Untargeted global metabolite profiling was conducted
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on triplicate samples at the West Coast Metabolomics Center (University of California at
Davis) as described (Fiehn et al. 2008). Relative quantification data provided as normalized
peak heights were further normalized for cell counts in each sample and expressed as fold
change ratios of mean metabolite levels in the cells expressing variant UGT2B7 versus
control cells. Details about the data analysis are provided in Supplemental Experimental

Procedures.
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Figure Legends

Figure 1: Profiling the UGT transcriptome and characterization of UGT isoforms: an
overview of the experimental design. The UGT transcriptome in the main drug
metabolizing organs (>9 samples per tissue) was quantified by RNA-Seq after a targeted
capture step. The complete human UGT sequence annotation (Tourancheau et al. 2016)
enabled precise mapping of reads to canonical and alternative transcripts. Expression and
functional analysis of mRNA variants and predicted protein isoforms were conducted by
multiple approaches. MS: mass spectrometry; IF: immunofluorescence; IHC:

immunohistochemistry.

Figure 2: Tissue-specific expression of canonical and alternative UGT transcripts.
Venn diagrams showing the large diversity in expression patterns between tissues (A) and
between healthy and tumor tissues (B). Total number of canonical (vl) UGTs and
alternative variants (alt) are given for each tissue. Values in the Venn diagrams represent
number of alternative transcripts (alt) expressed above 600 fragments per kilobase of
transcript per million mapped reads in CaptureSeq. C. Average quantitative expression of
alternative transcripts in healthy and tumor tissues. Proportion of alternative transcripts
represents total expression of alternative transcripts relative to total vl expression in each

tissue. See also Fig. S1.

Figure 3: Structural organization of UGT enzymes and alternative isoforms. A.
Schematic of functional domains and structural organization of UGT enzymes in the
endoplasmic reticulum (ER). The bulk of the substrate-binding (red) and co-substrate-
binding (blue) domains lie on the luminal side of the ER. The transmembrane domain (grey
segment) positions the positively charged tail (orange, ++) on the cytoplasmic side of the
ER. B. Quantification of alternative UGT levels classified on the basis of truncated regions
and inclusion of sequences predicted from alternative transcript expression levels. N-term:

N-terminal; C-term: C-terminal.
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Figure 4. Functional characterization of alternate UGT1A i2. A. The nine well-
characterized UGT1A vl transcripts are produced from splicing of alternative exon 1s to
the common exons 2-5a (blue lines) at the single UGT! locus and encode the nine
UGTI1A il enzymes. The UGTIA v2 and UGTIA_v3 transcripts (nine of each type) arise
from the use of alternative exon 5b, without or with exon 5a, respectively (green lines).
UGTIA v2 and v3 transcripts encode the same nine UGT1A 12 proteins, because exon 5b
includes a stop codon. UGT1A i2 and UGT1A il are distinguishable by their divergent C-
termini. The UGTI1A_i2-specific antibody is directed towards the unique i2 amino acid
sequence (green box). Domains are organized as in Fig. 3A. B. UGT1A i2s have a longer
protein half-life compared with UGT1A il. Top panel: Protein levels of UGTIAIL il,
UGTI1AL1 i2 or both in the HEK293 cell models were measured at different times after
treatment with cycloheximide using a pan-UGT1A antibody recognizing both isoforms.
Lower panel: Densitometric quantification of UGT1A protein level is expressed as a
function of time after cycloheximide treatment. Data are presented as means + SD. C. The
HEK293 cell models (UGT negative) were developed to express UGTIAL il,
UGTI1A1 i2, or both isoforms. In situ cell assays demonstrate that glucuronidation of SN-
38 and estradiol (E2) by UGT1A1 il is impaired by the co-expression of UGTIA1 i2 (n =
2 independent assays in triplicate). UGT1A1 12 did not catalyze glucuronidation of these
substrates. Activity was normalized to UGT1A1 il level. Data are presented as means +
SD, ***P<0.001, Student’s #-test. D. Interactions between UGT1A il and i2. IP of il from
HEK cell lysates with the specific anti-il co-purifies UGT1A i2. Lanes “ctr” served as
markers for il and i2 protein mobility and detection. E. Endogenous UGT1A il and i2 co-
localize in the endoplasmic reticulum (ER) of colorectal cancer HT115 cells. Protein
disulfide isomerase (PDI) is an ER marker, whereas Hoechst (H) labels nuclei.
Fluorescence intensity profiles are given for cross-sections (dashed lines). See also Fig. S2
for a comparison of co-localization with multiple specific subcellular markers including the
ER. Scale bars: 10 um. F. Immunohistochemical investigation of UGTIA il and 12 in

consecutive sections of normal human liver and colon tissues. H: hepatocytes; PV: portal
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vein; IG: intestinal gland; L: lumen; LP: lamina propria; SE: surface epithelium. Scale bars:

200 pm.

Figure 5. Functional characterization of UGT2B7_i8. A. Alternative splicing at the
UGT2B7 locus. The canonical UGT2B7 vl transcript excludes the exon 2b (blue lines) and
encodes the UGT2B7 il enzyme, whereas UGT2B7 n4 includes exon 2b (green region,
line and boxed sequence) that extends the coding sequence to produce UGT2B7 i8. Anti-
2B7 18 was raised against the underlined immunogenic peptide. B. Immunohistochemical
investigation of 18 expression in normal liver tissues. Left: UGT2B7 il, labeled by the
commercial antibody against UGT2B7, is expressed predominantly in hepatocytes but not
in hepatic arteries or bile ducts. Center: The purified anti-i8 specifically and strongly labels
smooth muscle cells of hepatic arteries whereas hepatocytes are weakly labeled and bile
ducts are unlabeled. Right: Labeling is impaired by preadsorption of anti-2B7 i8 with the
immunogenic peptide prior to tissue labeling, demonstrating specificity of staining with
anti-2B7 i8. Representative images from consecutive sections of two liver tissues are
shown. BD: bile ducts; H: hepatocytes; HA: hepatic arteries; PV: portal vein. Scale bars:
200 pm. C. Metabolic alterations associated with the expression of UGT2B7 i8. HEK293
kidney and HepG?2 liver cell models (expressing endogenous UGTs, including UGT2B7)
were developed. UGT2B7 i8 has an apparent molecular mass of 62 kDa, slightly larger
than that the UGT2B7 il enzyme (55 kDa), as expected, upon analysis of the microsomal
fractions (20 pg) from each cell model. L: Human liver microsomes, as a positive control.
In situ glucuronidation activity towards the UGT2B7-specific substrate zidovudine (AZT)
was enhanced by co-expression of UGT2B7 il and the i8 isoform in both cell models
(HEK293, n = 4 assays; HepG2, n = 3 assays, in triplicate). UGT2B7 i8 did not have
glucuronidation activity with AZT as a substrate. Activity was normalized to UGT2B7 il
level. Data are presented as means + SD, ***P<(0.001, Student’s #-test. D. Interactions
between UGT2B7 18 and il. IP of i8 from cell lysates of HEK293 cells co-expressing
UGT2B7 i1 and tagged UGT2B7 i18-V5 with anti-V5 co-purifies UGT2B7 il. E.
UGT2B7 il and i8 co-localize in the endoplasmic reticulum (ER). Each UGT2B7 variant
protein stably expressed in HEK293 cells co-localizes with the ER marker protein disulfide
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isomerase (PDI). Fluorescence intensity profiles are given for cross-sections (dashed lines).
Scale bars: 10 um. F. Cellular metabolic profiles reveal an important modulation of levels
of amino acids and nucleotides induced by UGT2B7 i8 expression in HEK293 and HepG2
cell models. Data points for which the coefficient of variation exceeded 50% were omitted
for clarity. Detailed metabolomics data are given in Table S1. G. UGT2B7 i8 enhanced
adhesion but reduced the proliferation rate of HEK293 cells. Left Real-time cell adhesion
was measured by electrical impedance (cell index) (n=2 independent assays in
quadruplicate; significantly different for all time points). Right Proliferation was assessed
by cell counts (n=2 independent assays in triplicate) and doubling time was determined
from real time cell index data. Data are presented as means + SD, **P<(.01, ***P<0.001,

Student’s #-test. See also Fig. S3 and S4.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Supplemental Figure Legends

Figure S1: Expression of UGT alternative variants in human liver and kidney tissues
established by RNA-Seq, Related to Figure 2. A. Average expression of UGTIA v2/v3
variants established by CaptureSeq from three pools of at least three tissue samples (current
study). Abundance of v2/v3 relative to the canonical variant is indicated within bars. B.
Expression of UGTIA_v2/v3 variants relative to canonical v/ in liver and kidney tissues
from 18 individuals in the PGRN dataset. One liver sample has a relative expression
>1000% and is not shown. C. Average expression of UGT2B7 n4-n6 variants established
by CaptureSeq from three pools of at least three tissue samples (current study). Abundances
of n4-n6 relative to the canonical variant are indicated within bars. D. Expression of
UGT2B7 n4-n6 variants relative to canonical v/ in liver and kidney tissues from 18
individuals in the PGRN dataset. One kidney sample has a relative expression >1000% and

is not shown.

Figure S2: Subcellular distribution of endogenous UGT1A il and UGT1A i2, Related to
Figure 4. Endogenous UGTI1A il and 12 were labeled with their respective specific
antibody, and cells were co-labeled with antibodies specific to subcellular compartment
protein markers described in Experimental Procedures. Fluorescence intensity profiles are

given for cross sections (dashed lines). Scale bars: 10 pm.

Figure S3: Validation of UGT2B7 i8 encoding transcript expression, Related to Figure 5.
A. PCR detection of UGT2B7 n4 transcripts (encoding UGT2B7 i8) in kidney tissues with
schematics of PCR strategy and products. B. The high stability of UGT2B7 il enzyme is
not influenced by UGT2B7 _i8. UGT2B?7 protein levels in each HEK293 cell model treated
for the indicated times with cycloheximide were measured with anti-UGT2B7 that detects
both isoforms. Calnexin was used as a loading control. Protein levels were assessed by

densitometric scanning and normalized to calnexin levels.
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Figure S4: Detection of UGT2B7 i8 in human liver samples, Related to Figure 5. A.
Experimental scheme for the detection of the UGT2B7 i8 unique peptide by multiple
reaction monitoring (MRM). B. The common UGT2B7 peptide ADVWLIR (left) and the
18-specific peptide LDSFNTGWINK (right) were detected in tryptic digests of UGT2B7
immunoprecipitated from human liver samples (upper chromatograms). Identification of
peptides by MS was confirmed by the perfect matching of retention times and selected
MRM transitions with those of stable isotope—labeled peptides mixed with the
immunopurified UGT2B7 (lower chromatograms). Representative chromatograms are

shown (n =2).

Figure SS: Specificity of the commercial antibody ab57685 for human UGT2B proteins,
Related to Experimental Procedures and Figure S4. Microsomal fractions (20 pg) from
HEK?293 cell models expressing each of the specified UGT2B proteins were analyzed by
western blotting with ab57685 (1:5000). Ab57685 is not specific to UGT2BI10, as it also
efficiently recognizes UGT2B4, UGT2B7, UGT2B11, and UGT2B28. HEK293 control
cells transfected with an empty vector (—) and a human liver microsomal fraction (L; 1 pg)
were used as negative and positive controls for immunodetection, respectively. The line

within the immunoblot denotes removal of an empty lane.

Supplemental Tables

Table S1: Detailed metabolomics data related to Figure SF.
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Supplemental Figures
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Figure S3:
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Supplemental Experimental Procedures

RNA samples, sequencing libraries and processing of sequencing data

Total RNA samples were purchased from Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA),
Clontech Laboratories (Mountain View, CA, USA), and Origene (Rockville, MD, USA), or
they were available through previous studies (Menard et al. 2013, Tourancheau et al. 2016).
Participants provided written consent, and the local research ethics committee approved the
research. Total RNA from patient tissues was prepared using Tri Reagent (Sigma-Aldrich,
Oakville, ON, Canada) and treated with the RNeasy MinElute Cleanup kit with DNase I
(Qiagen, Toronto, ON, Canada). RNA concentrations were measured with a Nanodrop ND-
1000 (ThermoFisher Scientific, Ottawa, ON, Canada), and RNA quality was assessed using
a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Samples used had an RNA integrity number
(RIN) between 7.2 and 9.7. Pooled RNA samples were spiked with the External RNA
Controls Consortium (ERCC) standard RNA Spike-In Mix 1 (ThermoFisher Scientific).
Poly(A) and cDNA synthesis steps were conducted on each RNA pool (1 pg) with the
TruSeq RNA sample Preparation kit v2 (Illumina, San Diego, CA, USA) according to
manufacturer‘s protocol (Institut de Biologie Intégrative et des systémes, Laval University
sequencing platform, Québec, QC, Canada). Prior to sequencing, enrichment of UGT
sequences with capture probes spanning genomic sequences of the UGTI and UGT2 loci,
including introns, intergenic sequences, and 50,000 bp on both side of each UGT locus,

was conducted as described previously (Tourancheau et al. 2016).

Quality and basic metrics of paired-end datasets (2 x 100 bp) were assessed with fastQC
(v0.11.2), and mapping was conducted with Bowtie2 (v2.2.3; default parameters). Reads
were trimmed with Trimmomatic (v0.36) (Bolger et al. 2014). Trimmed reads were aligned
with the splice-aware software TopHat2 (v2.0.13; parameters: --no-novel-juncs) on the
UCSC hgl9 reference genome with annotation provided by Illumina iGenome combined
with the complete annotated human UGT loci described recently by our group
(Tourancheau et al. 2016). Normalized expression was reported in fragments per kilobase
of transcript per million mapped reads from mapped read files (.bam) with the Cuftlinks

suite of tools (v2.2.1, parameters: --max-bundle-frags 10000000). Cuffquant and Cuffdiff
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were used with the annotation used for the mapping step with the default library
normalization and cross-replicate dispersion estimation methods. Extraction and treatment

of normalized expression levels were performed using R (v3.1.2) and cummeRbund

(v2.8.2) (Team" 2008, Goff et al. 2013).

Validation of UGT2B7_n4 expression

UGT2B7 n4 variant expression was validated by reverse transcription-PCR and Sanger
sequencing using a nested PCR strategy. Total RNA from normal human kidney (50 pg;
Clontech Laboratories) was reverse transcribed with 125 pmol pDN6 random hexamers
using 200 U Superscript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Full-length UGT2B7 mRNA
was first amplified with 10 pmol each of the primers 289-F (5'-
GACTGTACTGGCATCTTC) and 2702-R (5'-TGGAATAAACTGAAGTAGTCT), 50 ng
cDNA, 3 mM MgCly, 200 mM dNTPs, and 1.25 U AmpliTaq Gold (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA, USA.) in a final volume of 50 pul 1x PCR reaction buffer. The cycling
conditions were: 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of melting at 95°C for 30 s,
annealing at 58°C for 40 s, and elongation at 72°C for 60-90 s, and ending with a final
elongation step at 72°C for 7 min. PCR reactions were carried out in a 9700 thermal cycler
(Applied Biosystems Inc.). From exon 1 to exon 2b of UGT2B7 n4 was subsequently
amplified with primers 289-F and 4136-R (5'-GCTTGATGCCCAGAGCCTTAT) and from
exon 2b to the 3'UTR with the primers 4191-F (5'-ATGAATCTGTAAAGAGGCTCG) and
2702-R using 1 pl of a 1:100 dilution of the first PCR reaction in conditions as above.

Sanger sequencing of the PCR amplicons confirmed their identity.

Plasmid constructs and cell models

The UGT2B7 n4 plasmid construct was generated by inserting the exon 2b sequence into
the UGT2B7 vl pcDNAG6 construct (Menard et al. 2011) with the Q5 Site-Directed
Mutagenesis kit (New England Biolabs Ltd., Whitby, ON, Canada) and purified primers
(exon2b-F: 5'-GATTCCTTCAACACTGGGTGGATAAATAAGGCTCTGGGCATCAAG-

86


,#_ENREF_145

CTAGAAATGGAAGACTTTGTACAGAGC; exon2b-R: 5-GAGCCTCTTTACAGA-
TTCATCACTGATATGGACTGGTTGTTTCTTCTTCTTAGGCAGGGGTTTGGC) and

was verified by Sanger sequencing.

HEK293 and HepG2 cell lines were obtained from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA) and grown as described (Levesque et al. 1997, Menard et al. 2013).
HEK?293 cells were transfected with Effectene (Qiagen), and HepG2 cells were transfected
by electroporation with the Neon Transfection System (Invitrogen). HT115 cells were from

the European Collection of Cell Cultures (Salisbury, UK).

Antibodies specific to novel isoforms

A mouse monoclonal antibody specific to UGT1A i2 isoforms was produced against the
synthetic peptide C-I432NDRKKQQSGRQMu44 by Genscript (Piscataway, NJ, USA). The
specificity of this antibody was verified by western blotting.

Antibodies specific to UGT2B7 i8 were raised in rabbits against the synthetic peptide
K290KKKQPVHISDESV303-C and affinity purified with the immunogenic peptide by
Genscript according to the proprietary Polyexpress protocol. The immunogenic peptide was
specific to the unique sequence encoded by exon 2b, and the generated antibody
specifically recognized UGT2B7 18 and not the canonical UGT2B7 il as determined by

immunoprecipitation and immunoblotting.

Multiple reaction monitoring mass spectrometry (MRM-MS)

Human liver S9 fraction (8 mg protein; Xenotech LLC, Lenexa, KS, USA) was lysed for 45
min on ice in a total volume of 4 ml lysis buffer containing 0.05 M Tris-HCI pH 7.4, 0.15
M NaCl, 1% (w/v) Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich), 1 mM dithiothreitol, and Complete

protease inhibitor cocktail (Roche, Laval, QC, Canada). Lysates were homogenized by
87



pipetting up and down through fine needles (18G and 20G, 10 times each) on ice and
cleared by centrifugation for 15 min at 13,000 g. UGT2B7 was performed
immunoprecipitated with 10 pug of purified antibody (ab57685) for 1 h at 4°C on an orbital
shaker. Protein G—coated magnetic beads (200 pl Dynabeads, Life Technologies,
Burlington, ON, Canada) were added and incubated overnight at 4°C. Beads were washed
three times with 4 ml lysis buffer and five times with 50 mM ammonium bicarbonate and
stored at —20°C until analysis. Beads were resuspended in 10 pl trypsin (10 ng/pl in 50 mM
ammonium bicarbonate; ThermoFisher Scientific) and incubated at 37°C for 5 h. Trypsin
digestion was stopped by addition of formic acid to 1%. The tryptic digest was recovered,
dried, and resuspended in 30 pl sample buffer (3% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid,
0.5% acetic acid). Peptides were desalted on a C18 Empore filter (ThermoFisher
Scientific), eluted in 80% acetonitrile-0.1% trifluoroacetic acid, and dried in a vacuum

centrifuge.

The UGT2B7 tryptic peptide ADVWLIR, present in nearly all UGT2B7 isoforms, was
selected as the common signature peptide (Fallon et al. 2013). UGT2B7_i8-specific peptide
selection was conducted with the open source Skyline v2.6 program (MacCoss Lab, Seattle,
WA, USA). UGT2B7_i8 sequence was digested in silico to create a list of potential tryptic
peptides of 5 to 25 amino acid residues. Theoretical MRM transitions were generated by
including y-ions from +2 and +3 charge state precursors with mass >300 Da and <1500 Da.
UGT2B7 18 immunoprecipitated from the HEK2B7 i8 cell model described above was
analyzed by MRM. The peptide LDSFNTGWINK, producing the most sensitive and
specific signal, was selected. Specificity of the selected peptides for the UGT2B7 isoforms
was verified by a tblastn search of the reference human RNA sequences (NCBI accessed
March 21, 2016). Corresponding isotopically labeled synthetic crude peptides
[*C6,'°N2]Lys and ['*C6,'>N4]Arg were obtained from Pierce Protein Biotechnology

(ThermoFisher Scientific) and solubilized in 0.1% formic acid.
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For MRM-MS analysis, each tryptic digest was reconstituted in 10 pl of a peptide standard
solution containing 5 uM of each synthetic peptide and analyzed on a 6500QTRAP hybrid
triple quadrupole/linear ion trap mass spectrometer equipped with a nanoLC 400 cHiPLC
nanoflex system controlled by Analyst 1.6 (Sciex, Concord, ON, Canada) and a nanospray
ionization source. MS analyses were conducted in positive ion mode with an ionspray
voltage of 2500 V. Peptides were desalted on a 200 pm x 6 mm chip trap column packed
with ChromXP C18, 3 pm (Eksigent, Sciex), at 2 pl/min solvent A (0.1% formic acid).
Then the peptides were eluted at a flow rate of 1 pl/min on a 200 pm x 15 cm chip column
packed with ChromXP C18, 3 um (Eksigent), over a 30-min linear gradient from 5 to 40%
solvent B (acetonitrile with 0.1% formic acid) and a 10-min linear gradient from 40 to 95%
solvent B. The nebulizer gas was set at 20[°C] (Gas 1), curtain gas at 35°C, and heater at
100°C. MRM-MS analyses were performed using the four most intense transitions for each
of the target peptides for the light and heavy form. A blank solvent injection was run
between samples to prevent sample carryover. Samples containing 5 fmol digested bovine

serum albumin were injected before and after the analysis to confirm system stability.

Statistical analysis of metabolomics data

Raw metabolomics data were normalized with cell counts in the corresponding sample
(Table S1). Statistical significance was determined by Student's #-tests on natural
logarithm—transformed normalized raw data. Homogeneity of variances was assessed by an
F-test and results taken into account in the Student's #-test. All calculations were performed
with Excel 2016. Graphical representations of the metabolomics data were made using the

ggplot2 package in the statistical software R (v3.1.2) (Team" 2008).
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