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Résumé

La dégradation des protéines, appelée protéolyse, est un mécanisme essentiel pour le
fonctionnement et la survie cellulaire. Elle se fait en grande partie grace a l'ubiquitination des
protéines qui permet au protéasome de les reconnaitre et de les cliver. Dans le cadre de ce projet,
et ce, a partir de deux cas cliniques, jai étudié le role la protéine F-box/WD repeat-containing
protein 4 (FBXW4) dans ce processus de dégradation. Les patients étaient tous deux atteints d’un
syndrome polymalformatif caractérisé par une ectrodactylie appelé split hand/split foot
malformation de type 3 (SHFM3) et par une insuffisance rénale chronique. lls étaient aussi tous
deux porteurs d’'une mutation P376Q dans FBXW4. Comme on suspectait déja que FBXW4
appartienne a un complexe d’ubiquitination, nous avons émis I'hypothése que la mutation affectait
'assemblage de ce complexe et causait ainsi les désordres cliniques identifiés. J’ai donc reproduit
cette mutation in vitro ainsi que d’autres a cette position pour en étudier les effets dans le systeme
d’expression des ovocytes de Xenopus laevis. J'ai constaté que FBXW4 était organisé en
homomeres et que la nature du résidu 376 jouait un réle dans cet assemblage. J’ai aussi observé
gue la nature du résidu 376 affectait aussi la liaison de FBXW4 avec Skpl, une autre protéine qui
se retrouve dans le complexe. Ces travaux ont ainsi permis d’en arriver aux conclusions suivantes :
1) la mutation des patients affecte I'assemblage oligomérique de FBXW4, 2) elle est donc fort
possiblement causale, et 3) elle entrainerait la maladie dG a un désordre de l'ubiquitination de

certaines protéines durant le développement.



Abstract

Protein degradation, also known as proteolysis, is essential for cell function and survival. It is most
often achieved through the ubiquitination of proteins, a process that allows the proteasome to
recognize and cleave such proteins. In this project, | studied two clinical cases in which the protein
F-box/WD repeat-containing protein 4 (FBXW4) was believed to play a role. Both patients suffered
from a polymalformative syndrome characterized by an ectrodactyly called type 3 split hand/split
foot malformation (SHFM3) and chronic renal failure. Both patients also bore a P376Q mutation in
FBXW4. As previous studies was consistent with the possibility that FBXW4 was part of an
ubiquitination complex, we hypothesized that the mutation affected the assembly of this complex
and resulted in the observed clinical disorders. | therefore reproduced the mutation in vitro among
others at this location and characterized the effects of such mutations in Xenopus laevis oocyte
expression system. | found that FBXW4 was organized in homooligomers and that the nature of
the residue of position 376 played a role in assembly of the FBXW4 containing complex. | also
found that the nature of residue 376 affected the binding of FBXW4 to another protein in the
complex, that is, to Skpl. These results allow us to draw the following conclusions: 1) the mutation
identified affects the oligomeric assembly of FBXW4, 2) it is thus very likely to be causative, and 3)
it could cause an ubiquitination disorder in which certain proteins are not properly degraded during

development.
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INTRODUCTION

Les protéines sont utilisées par tous les étres vivants pour accomplir diverses fonctions biologiques
(Alberts et al., 2002). Elles sont hautement régulées afin de pouvoir assurer ces fonctions. Un
déreglement de la qualité et de la quantité de protéines cellulaires peut donc s’avérer délétére et

mener a des maladies (Hanna et al., 2019).

La cellule a recours a un processus d’hydrolyse des protéines, connu sous le nom de protéolyse, afin
de les dégrader (Ehrmann et Clausen, 2004). Ce processus est lui aussi hautement régulé par
plusieurs autres protéines (Hanna et al., 2019). Parmi celles-ci, on retrouve celles qui font partie du
systeme ubiquitine-protéasome (UPS). Celui-ci est le systeme de dégradation le plus répandu chez
les mammiféeres. |l permet le transfert d’'une molécule, appelée ubiquitine, sur un substrat afin que
celui-ci soit reconnu comme un signal de dégradation par la cellule (Ciechanover, 2005; Hershko et
al.,1983). Le substrat est alors envoyé au protéasome ou il sera détruit. Ce systéme fonctionne grace

a des complexes appelés ubiquitine ligase E3. (Kleiger et Mayor, 2014)

Il existe deux grandes familles de complexes ubiquitine ligase E3 pouvant assurer le processus
d’ubiquitination : ceux contenant des motifs HECT et ceux contenant des motifs RING-finger (Ravid
et Hochstrasser, 2008). Dans ce mémoire, il sera question de la deuxiéme catégorie. Parmi les
complexes a motifs RING-finger, il existe une sous-catégorie appelée SCF/CRL1 (Skpl-Cullin-F-
box/Cullin-RING-E3-ligases), plus communément appelé SCF, dont la structure est représentée ci-

dessous.

\a

/ Figure 1: Structure du complexe

\ Substrat SCF!

)

\/\\

‘W
Skpj

La spécificité des complexes SCF est assurée par la sous-unité contenant un domaine appelé F-box
(Deshaies, 1999). Cette sous-unité est interchangeable puisqu’il existe plusieurs dizaines d’isoformes
chez 'humain (Petroski et Deshaies, 2005; Lee et Zhou, 2007). Ainsi, un méme complexe SCF peut

se lier avec plusieurs sous-unités F-box différentes et peut dégrader une panoplie de substrats



(Deshaies, 1999). Parmi les différentes protéines a domaine F-box, on retrouve la protéine FBXW4
(F-box/WD repeat-containing protein 4) qui assurerait I'ubiquitination de certains substrats au sein du
complexe. Cette protéine serait également impliquée dans le développement embryonnaire des
membres chez 'humain (Friedli et al., 2008). Deux cas cliniques présentant une mutation ponctuelle

dans le gene codant pour FBXW4 ont également été rapportés.

Le présent mémoire traitera du réle présumé de FBXW4 au sein du complexe SCF ainsi que dans le
processus d’ubiquitination. Grace a la mutation ponctuelle rapportée chez les cas cliniques, nous

souhaitions établir de fagon claire la fonction de FBXW4 dans la dégradation protéique.

1. La protéolyse

La dégradation protéique, aussi appelée protéolyse, est un processus cellulaire permettant de réduire
les protéines par des réactions enzymatiques en leurs plus petites composantes, soit des acides
aminés (Cooper, 2000). Elle s’effectue grace a des réactions d’hydrolyse qui brisent les liens
peptidiques de la protéine (Hill, 1965). Il s’agit de réactions exergoniques puisque la dégradation
entraine une libération d’énergie (Goldberg et St John, 1976). La protéolyse est un processus
essentiel puisque les besoins en protéines des organismes vivants sont en constant changement vu

la nécessité de répondre a des besoins métaboliques spécifiques (Liu et Barrett, 2002).

La protéolyse joue également un réle crucial dans I'élimination des protéines surnuméraires, mal
repliées ou oxydées (Hanna et al., 2019). En effet, les protéines se trouvant en trop grand hombre
dans l'organisme et qui ne sont plus utiles ou fonctionnelles seront dégradées par des voies
cataboliques (Kleiger et Mayor, 2014). Les acides aminés obtenus de cette dégradation pourront
ensuite étre utilisés pour créer de nouvelles protéines qui pourront répondre a d’autres besoins

(Davies et Humphrey, 1978).

La dégradation peut étre effectuée par deux voies : le systtme de dégradation lysosomiale et le
systeme ubiquitine-protéasome (UPS) (Ravid et Hochstrasser, 2008). C’est le systéme UPS qui fera

I'objet de ce mémoire.

1.1. Le systeme lysosomial

Le systeme protéolytique lysosomial est basé sur la digestion de substrats par des organites
cellulaires appelés lysosomes (Eskelinen et Saftig, 2009). Dans la cellule, certaines particules
protéiques a dégrader sont d’abord enfermées dans des compartiments membranaires appelées
autophagosomes. Ces derniers fusionnent ensuite avec les lysosomes qui renferment plusieurs types
de protéases. Une fusion permet ultimement de mettre en contact les particules contenues dans les
autophagosomes avec les enzymes de digestion du lysosome ce qui entraine la dégradation des

particules (Huber et Teis, 2016). Autrefois percu comme un systéeme de dégradation générique, la



dégradation lysosomiale est aujourd’hui considérée comme spécifique et complémentaire au
systeme UPS (Khaminets et al., 2016).

1.2. Le systéme ubiquitine-protéasome (UPS)
1.2.1. Historique

Le systéme UPS a été découvert dans les années 80 par Hershko, Ciechanover et Rose (Hersko et
al., 1980). Il est le systtme majoritairement impliqué dans la protéolyse intracellulaire chez les
mammiféres et régule tous les processus biologiques de la cellule (Hershko et Ciechanover, 1998).
Vu son réle crucial dans la protéolyse, 'UPS a valu a ses découvreurs le prix Nobel de chimie en
2004 (Neefjes et al., 2004). Ce systeme est trés sélectif et spécifique quant a la dégradation des
substrats. Il repose sur la liaison d’'une molécule, I'ubiquitine, sur une protéine cible afin de permettre
sa reconnaissance par le protéasome. Cette reconnaissance conduit a la dégradation subséquente

de la cible (Hershko et al.,1980). L’ubiquitine sera discutée plus en détails a la section 2.

1.2.2. Mécanisme d’action de 'UPS

Grace a plusieurs complexes enzymatiques spécifiques, 'UPS permet de catalyser la liaison de
I'ubiquitine sur différents substrats. Ce processus, appelé ubiquitination, se fait grace a trois réactions
successives, soit I'activation, la conjugaison et la liaison de I'ubiquitine. Chacune de ces étapes est
régulée par une enzyme différente soit I'enzyme activatrice de I'ubiquitine E1, 'enzyme conjuguée a
'ubiquitine E2 et I'ubiquitine ligase E3 respectivement (Ciechanover et Ben-Saadon, 2007; Cadwell
et Coscoy, 2005).

L’activation de I'ubiquitine se fait plus précisément par une hydrolyse préalable de 'ATP qui permet
a 'enzyme E1 de lier I'ubiquitine de maniére covalente sur un de ses résidus cystéine actif afin de
lactiver. La conjugaison de l'ubiquitine se fait ensuite par E1 qui en permet le transfert sur une
cystéine de I'enzyme E2 (Wenzel et al., 2011; Ye et Rape, 2009). La liaison est ensuite assurée par
I'enzyme ubiquitine ligase E3 qui reconnait spécifiguement le substrat a dégrader via des motifs

spécifiques appelés dégrons (Ravid et Hochstrasser, 2008).

Pour que l'ubiquitine soit ajoutée sur le substrat, il doit y avoir liaison entre les enzymes E3,
préalablement lié a son substrat, et E2. Cette liaison conduit au rapprochement de E2 et du substrat,
ce qui permet le transfert de la molécule d’ubiquitine sur ce dernier (Metzger et al., 2014). Il est a
noter que la plupart des ubiquitine ligase E3 ne possedent pas d’activité enzymatique contrairement
a E2. Elles ne servent que d’intermédiaires dans la réaction afin de rapprocher physiquement
I'enzyme de son substrat (Ozkan et Deisenhofer, 2005). La réaction peut se répéter plusieurs fois
pour créer une chaine de molécules d’'ubiquitine sur le substrat qui pourra alors se détacher du

complexe E3 (Thompson et al., 2008).



En somme, dans le processus d’ubiquitination, seule la liaison de I'ubiquitine sur E1 nécessite de
I'énergie. Les autres étapes de transfert sur E2 et sur le substrat ne sont que le résultat d’affinité et

de proximité physique. Un schéma du processus global d’ubiquitination est présenté ci-dessous.

B +ATP  AMP+PPI

—U-—-‘ E1

Figure 2 : Conjugaison et transfert de molécules d’ubiquitine sur le substrat par les enzymes
El, E2 et E3.2

Une fois que le substrat poly-ubiquitiné se détache de E3, il sera percu par la cellule comme un signal
de dégradation (Thompson et al., 2008). Il sera alors envoyé au protéasome, un complexe
multiprotéique qui permet plusieurs types de réactions protéolytiques. Avant de dégrader les
substrats, le protéasome doit utiliser de 'ATP comme source d’énergie pour détacher la chaine
d’ubiquitine du substrat et la séparer (Tanaka, 2009). Il pourra ensuite fragmenter la protéine en
acides aminés grace a des réactions d’hydrolyse catalysées par des protéases. Durant ces réactions,
les molécules d’ubiquitine et les acides aminés seront alors reldchés du protéasome pour étre

recyclées (Poot et al., 2017; Glickman et Ciechanover, 2002).
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Figure 3 : Dégradation des protéines en acides aminés par le protéasome (UPS) et recyclage
de l'ubiquitine.!

1.3. Rbles de la dégradation

La protéolyse intracellulaire est un mécanisme rapide, spécifique et hautement régulé (Erhmann et
Clausen, 2004). Elle soutient notamment les différentes étapes du cycle cellulaire, la transcription, la
réplication de 'ADN, la transduction du signal dans plusieurs voies métaboliques et le développement
(Petroski et Deshaies, 2005). Elle permet également de détruire les protéines qui sont non-
fonctionnelles, tronquées, mal repliées ou trop nombreuses au sein de la cellule (Kleiger et Mayor,
2014). Tel que mentionné, la dégradation se veut également essentielle dans le processus de
recyclage des acides aminés. Sans elle, les acides aminés ne seraient pas accessibles pour
I'anabolisme d’autres protéines. Il deviendrait donc impossible pour 'organisme de répondre a ses
besoins protéiques et les fonctions s’y rattachant s’en trouveraient compromises (Suraweera et al.,
2012).

1.4. Maladies causées par un défaut de la protéolyse

Des défauts dans le processus de dégradation des protéines peuvent mener a de graves maladies
(Sakamoto, 2002). Parmi celles-ci, on retrouve plusieurs types de cancers. En outre, certains
complexes ubiquitine ligase E3 sont impliqués dans la dégradation de suppresseurs tumoraux. Si
I'ubiquitination est défectueuse, une dégradation excessive de ces suppresseurs peut donc survenir
(Kitagawa et al., 2009). La protéolyse intervient aussi dans la progression du cycle cellulaire par la
dégradation ou la stabilisation de certaines protéines. L’arrét de la progression du cycle par la
stabilisation permet a la cellule de réparer son ADN dans le cas ou il serait endommagé, et permet
ainsi d’empécher la réplication de cellules anormales (Bertoli et al., 2015). Cependant, si la
stabilisation des protéines responsables n’'est pas faite correctement et que ces protéines sont
dégradées, le cycle cellulaire se poursuivra sans permettre a la cellule de réparer son ADN et des

cellules cancéreuses ou tumorales auraient le potentiel de se développer (Bashir et Pagano, 2003).



Plusieurs maladies neurodégénératives sont également causées par des probléemes du systeme
ubiquitine-protéasome. Elles résultent souvent de I'accumulation de protéines mal repliées qui
forment des plaques et nuisent au fonctionnement des cellules neuronales. On pense ici a la maladie
d’Alzheimer, le Parkinson, la sclérose latérale amyotrophique (SLA) et la maladie d’Huntington (Hipp
et al., 2014) (Labbadia et Morimoto, 2015). Des mutations dans les génes codant pour l'ubiquitine
ligase peuvent aussi causer des malformations graves comme dans le Syndrome d’Angelman et la
maladie de von Hippel-Lindau, ou la dégradation d’'une protéine oncogénique appelée facteur induit
par I'hypoxie (HIF) est compromise (Greer et al., 2011). L’accumulation de HIF cause plus

particulierement des carcinomes a cellules rénales claires (Ohh, 2006).

Une protéolyse trop efficace peut aussi mener a des maladies. C’est entre autres le cas de la fibrose
kystique du pancréas dont le géne responsable, le canal cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR), permet le transport des ions chlore a travers les membranes cellulaires (Rommens
et al., 1989; Cutting, 2015). Dans la plupart des cas, la protéine mutée a perdu un seul acide aminé,
et malgré le fait qu’elle soit fonctionnelle, est reconnue par le réticulum endoplasmique comme étant
anormale et envoyée au protéasome pour étre détruite (Jensen et al., 1995; Ward et al., 1995). La
dégradation excessive de CFTR conduit a 'augmentation de la viscosité du mucus ainsi que son

accumulation dans les voies respiratoires, symptémes caractéristiques de la maladie (Cutting, 2015).

2. Ubiquitine

L’'ubiquitine est une petite protéine retrouvée chez tous les organismes eucaryotes (Li et Ye, 2009).
Elle est retrouvée dans toutes les cellules d’'un organisme, d’ou son nom (Groothuis et al., 2006).
Bien qu’elle posséde plusieurs fonctions, I'ubiquitine est surtout impliquée dans la dégradation
protéique par le protéasome (Sun et Chen, 2004). Sa liaison aux protéines constitue une modification

de type post-traductionnelle (Song et Luo, 2019).

2.1. Historique

Des recherches réalisées dans les années 70 sur les systémes protéolytiques ont permis de montrer
que la dégradation des protéines nécessitait I'utilisation d’ATP (Etlinger et Goldberg, 1977; Hershko
etal., 1979). A cette époque, il était portant connu que la protéolyse libérait de I'énergie plutét qu’elle
n’en consommait. Afin d’élucider cette contradiction, des scientifiques israéliens se sont penchés sur
la question. lls ont ainsi découvert le processus d’étiquetage des protéines comme signal de
dégradation par un polypeptide appelé APF-1 (ATP-dependent proteolytic factor) aujourd’hui connu
sous le nom d’ubiquitine (Hershko et al., 1980; Ciechnover et al., 1980). Cette découverte leur a
également permis de mettre en lumiére les processus d’ubiquitination, laquelle se fait via les enzymes

El, E2 et E3, et de dégradation des protéines par le protéasome.



2.2. Structure

L’ubiquitine est une protéine de 8,5 kDa qui est constituée de 76 acides aminés. Sa structure est
composée de cing feuillets béta, d’'une hélice alpha et d’'une courte hélice de type 310 (Vijay-Kumer,
et al., 1987; Pickart et Eddins, 2004; Kiel et Serrano, 2006). Elle posséde un résidu glycine en C-
terminal qui lui permet de se lier & E1. Elle peut également se lier de maniere covalente a des
protéines cibles via des résidus lysine (Hershko et al., 1983). Les différents ponts hydrogene qu’elle
peut ainsi former lui permettent de se lier a une multitude de substrats différents (Cierpicki et al.,
2002).

Hydrogen bond

Figure 4 : Structure 3D de l'ubiquitine
incluant les ponts hydrogénes,
I’hélice alpha et les feuillets béta
(Banu et al., 2011).

B-sheet

structure
with strands

o-helix
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La séquence peptidique de 'ubiquitine comporte sept résidus lysine qui lui permettent aussi de former
des chaines avec d’autres molécules d’ubiquitine. Ces chaines peuvent étre plus ou moins longues
et peuvent avoir une rigidité et des conformations différentes qui conduiront a des finalités variées
(Weissman et al., 2001; Pickart, 2000). Elles doivent compter au moins quatre molécules d’ubiquitine

pour étre reconnues spécifiquement pour la dégradation par le protéasome (Peng et al., 2003).

2.3. Conservation entre les especes

L’'ubiquitine est une protéine hautement conservée parmi les espéces; la protéine humaine ne differe
que par 3 acides aminés avec celle retrouvée chez la plante et celle retrouvée chez la levure (Figure
5). Les voies de dégradation dépendantes de l'ubiquitine sont également trés conservées, et ce,
parmi plusieurs régnes différents (Patton et al., 1998). Tel gu'illustré ci-dessous, on peut voir un

alignement de séquences provenant des regnes animal, végétal et des fungi.



H.sapiens MQTPVKTLTGKTTTLFVFFGDTTENVKPKTQDKEGTPPDQQRLTFAGKQLRDGRTIEDYNTQKRSTLHLVLRLRGG

M.musculus mgifvktltgktitlevgpsdtijepvKakigdkegippdggrlifagkgledgrtlisdynigkestlhlvlrlrgg
O.mykiss mgifvktltgktitlevgpsdtiehvialkigdkegippdggrlifagkgledgrtlsdynigkestlhlvlrlrgg
X.laevis mgifvktltgktitlevgpsdtijepviakiqgdkegippdgqrlifagkgqledgrtlisdynigkestlhlvlrlrgg

.cerevisiae mgifvktltgktitlevdslsdtifdhvisikigdkegippdgqrlifagkgledgrtlsdynigkestlhlvlrlrgg

4]

A.thaliana mgifvktltgktitlevgslsdtidhvkalkigdkegippdggrlifagkgledgrtljadynigkestlhlvlrlrgg

Figure 5 : Séquences en acides aminés de l'ubiquitine chez différentes espéces. En ordre, du
haut vers le bas : 'humain, la souris, le saumon, la grenouille, la levure et I'arabette des dames. Les
résidus encadrés en rouge sont ceux qui different entre les 6 espéces. H.sapiens = Homo sapiens,
M.musculus = Mus musculus, O.mykiss = Oncorhynchus mykiss, X.laevis = Xenopus laevis,

S.cerevisiae = Saccharomyces cerevisiae et A.thaliana = Arabidopsis thaliana.

2.4. Roles

L’'ubiquitine joue d’autres rdles que celui de soutenir la protéolyse. Parmi ces rbles, on compte la
présentation antigénique, I'apoptose, la biogenése des organelles et des ribosomes, le cycle
cellulaire, la division cellulaire, I'endocytose, la réparation et la transcription de I'ADN, la
différenciation cellulaire, le développement, la réaction immunitaire et [linflammation, la
morphogenése des circuits neuronaux, la modulation des récepteurs de surface, des canaux ioniques
et des voies sécrétoires, les réponses au stress et les infections virales (Hershko et Ciechanover,
1992; Oshumi, 2001; Katzmann et al., 2002; Schnell et Hicke, 2003; Aguilar et Wendland, 2003;
Muratani et Tansey, 2003; Haglund et Dikic, 2005; Huang et d’Andrea, 2006; Mukhopadhyay et
Riezman, 2007; Kirkin et Dikic, 2007).

2.5. Processus d’ubiquitination

Tel que mentionné plus t6t, 'ubiquitine est une composante essentielle du systeme UPS. Sa liaison
aux substrats est catalysée par les enzymes E1, E2 et E3 et son recyclage est assuré par le
protéasome (Cadwell et Coscoy, 2005). La figure ci-dessous présente un résumé du cycle

d’'ubiquitination et de dégradation des protéines expliqué a la section 1.1.2.
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Figure 6: Systeme ubiquitine-protéasome (UPS): Mécanisme global d’ubiquitination des
protéines et de dégradation par le protéasome.t

2.6. Protéines apparentées a l'ubiquitine

Plusieurs protéines possédent une structure semblable a celle de I'ubiquitine, elles sont appelées
protéines apparentées a I'ubiquitine ou encore ubiquitin-like. Malgré une structure semblable, leurs
propriétés biochimiques et leurs fonctions n’en difféerent pas moins (Jentsch et Pyrowolakis, 2000;
Schwartz et Hochstrasser, 2003; Welchman et al., 2005). Parmi ces protéines ubiquitin-like, on
retrouve NEDDS8 (neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein8) qui

permet I'activation du complexe ubiquitine ligase E3 et dont le rble sera discuté en détails plus loin.

3. Les complexes ubiquitine-ligase E3

Les complexes ubiquitine-ligase sont multimériques et, rappelons-le, permettent de transférer une
molécule d’ubiquitine sur les substrats en association avec 'enzyme conjuguée a I'ubiquitine E2
(Hershko et al., 1983). Il en existe deux catégories : ceux de type HECT et ceux de type RING-finger
(Metzger et al., 2012).



3.1. Les complexes HECT

Les complexes E3 de type HECT (Homologous to E6AP carboxy terminus) possedent un role
guantitativement moins important dans le systeme UPS comparativement & ceux de type RING-finger
(Metzger et al.,, 2012). Les complexes HECT se distinguent principalement par leur activité
enzymatique intrinséque. Une cystéine présente I'un de leurs domaines, domaine qui s’appelle aussi
HECT, permet de former un lien thio-ester avec I'ubiquitine afin de transférer cette derniére sur le
substrat (Huibregtse et al., 1995). Méme si 'ubiquitine E2 est activée par les complexes E3, elle n’est

pas nécessaire au transfert de I'ubiquitine sur le substrat (Weber et al., 2019).

3.2. Les complexes RING-finger

Les complexes RING-finger (Really Interesting New Gene) sont les complexes majoritairement
responsables de 'UPS (Deshaies et Joazeiro, 2009). lls ne possédent pas de cystéine catalytique
comme c’est le cas pour les complexes HECT. lls n‘ont donc aucune activit¢ enzymatique
intrinseque. C’est pourquoi ils ont besoin de I'enzyme E2 pour permettre I'ubiquitination (Metzger et
al., 2014). lls sont divisés en deux sous-catégories : les CRL (Cullin-RING-E3-ligases) et les APC/C
(anaphase promoting complex/cyclosome). Les APC/C ne seront pas discutés dans le présent

mémoire faute de pertinence pour le sujet de recherche.

3.2.1. Complexes CRL

Les complexes CRL sont les principaux acteurs impliqués dans 'UPS (Deshaies et Joazeiro, 2009).
Tout d’abord, ils permettent la reconnaissance spécifique du substrat et, ensuite, I'ubiquitination pour

une dégradation subséquente au protéasome.

3.2.1.1. Structure

Malgré qu’il existe plusieurs familles de complexes CRL avec des roles différents, tous ont une
structure similaire avec des domaines communs : le domaine RING, la culline et le module adaptateur
de substrat (Willems et al., 2004).

Module adaptateur
de substrat

CULLINE

Figure 7 : Configuration générale des complexes SCF/CRL.*

Le module adaptateur de substrat est trés variable entre les différentes familles de complexes CRL

et peut étre composé d’'une ou de deux protéines différentes. C’est cette partie du complexe qui est
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responsable de la reconnaissance du substrat (Ravid et Hochstrasser, 2008). Les différentes familles

de protéines CRL sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Famille Schéma

SCF/CRL1

CRL2

CRL3 CUL3

CRL4

CRLS | o CcuL5

Tableau 1 : Schéma des différents complexes de type RING-finger.!

Chacune des cing familles de CRL posséde une protéine R-box (RBX) qui sert de domaine RING.
Pour les CRL1 a4, il s’agit de la méme protéine, soit RBX1. Dans le cas des CRLS5, il peut soit s’agir
de RBX1 ou RBX2.
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En ce qui a trait a la culline, elle est différente pour toutes les familles. Ainsi, Cull est la culline des
SCF/CRL1, Cul2 est celle des CRL2, Cul3 est celle des CRL3, Cul4 est celle des CRL4 et finalement
Cul5 est celle des CRL5 (Bosu et Kipreos, 2008).

Le module adaptateur de substrat peut étre constitué d’'une ou deux protéines. Il contient toujours
deux parties cependant. La premiére est appelée protéine adaptatrice et permet la liaison a la culline.
La deuxieme partie du module est appelée adaptateur de substrat et permet justement le recrutement
de substrats (Bulatov et Ciulli, 2015). Si on se référe au tableau 1, la protéine adaptatrice peut étre
soit Skpl, Elongin B ou C, ou encore DDB1 tout dépendant du type de CRL. Pour ce qui est de
'adaptateur de substrat, il peut étre soit une protéine contenant un domaine F-box, VHL-box ou
SOCS-box ou la protéine DCAF (Lydheard et al., 2013). Pour la famille des CRL3, dont le module
adaptateur de substrat n’est composé que d’une seule protéine, cette derniére assure les deux réles.
En effet, les protéines contenant un domaine BTB peuvent a la fois interagir avec la culline et
reconnaitre le substrat (Bosu et Kipreos, 2008). Il existe plusieurs sous-types d’adaptateurs de
substrat (voir tableau 2), permettant a chacun des complexes d’étre assez spécifique (Petroski et
Deshaies, 2005; Lee et Zhou, 2007).

Type d’adaptateur de Nombre d’adaptateurs
substrat potentiels
F-box 109
VHL-box ou SOCS-box 51
BTB 439
DCAF 60
Total 659

Tableau 2 : Nombre d’adaptateurs de substrats estimé chez ’humain

En considérant les différentes combinaisons possibles de protéines adaptatrices et d’adaptateurs de
substrats, le nombre de substrats pouvant étre ubiquitinés par ces complexes de maniére assez
spécifique est nécessairement trés élevé. On estime aussi qu’il pourrait y avoir plus de 600 enzymes
E3 encodées par le génome humain (Clague et al., 2015). Dans le cadre de ce mémoire, nous nous

attarderons au complexe de la famille SCF/CRL1.
4. Complexes SCF/CRL1

4.1. Historique

Les complexes SCF/CRL1 furent découverts en 1999 par Raymond J.Deshaies grace a des études
génétiques du cycle cellulaire chez S.cerevisiae. Ce chercheur a été capable de montrer que le
complexe pouvait médier la transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire chez la levure
(Deshaies, 1999).
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4.2. Structure

Tel que mentionné, les complexes SCF/CRL1 sont formés de cing protéines : 'enzyme conjuguée a
l'ubiquitine E2, RING-box protein 1 (Rbx1), Cullinl (Cull), S-phase kinase associated protein 1
(Skp1l) et une protéine contenant un domaine F-box (Pagano et Cenciarelli 1999; Jin et al., 2004). Le

nom du complexe SCF lui provient d’ailleurs de ses composantes Skpl, Cull et F-box.

A I'extrémité du complexe se trouve E2 qui se lie domaine RING-finger de RBX1. Cull, quant a elle,
se lie & RBX1 via son extrémité C-terminale et a Skpl via son extrémité N-terminale. La liaison de

Skpl a la protéine F-box se fait grace au domaine F-box plus spécifiqguement (Bai et al.,, 1996).

Finalement, les substrats du complexe SCF/CRLL1 se lient aux domaines WD40 de la protéine F-box
(Deshaies, 1999).

// ' ‘\k

\Substrat\\

Figure 8: Structure du complexe
SCF/CRL1.1

4.2.1. Enzyme conjuguée a l'ubiquitine E2

L’enzyme conjuguée a I'ubiquitine E2 constitue la partie enzymatique du complexe SCF. Lorsque E2
et l'ubiquitine sont liées, il y a liaison au reste du complexe ubiquitine ligase E3 ce qui entraine le
transfert de I'ubiquitine sur un résidu lysine du substrat (Metzger et al., 2014). Cependant, pour
permettre 'ubiquitination, la liaison thio-ester, qui lie 'ubiquitine a E2, doit étre suffisamment proche

de la lysine du substrat & dégrader (Ozkan et Deisenhofer, 2005).

4.2.2. RING-box protein 1 (RBX1)

RBX1 est une protéine composée de 108 acides aminés (Wei et Sun, 2010). Elle est formée de
feuillets B qui lui permettent d’interagir avec Cul1. Lorsque le complexe n’est pas activeé, le domaine
RING de RBX1 est enfoui et inaccessible pour la liaison a E2 (Zheng et al., 2002). Le domaine RING
de RBX1 doit donc étre disponible pour permettre a E2 de s’y accrocher, ce qui aura aussi pour effet
de rapprocher E2 du substrat. C'est la liaison de NEDD8 (neural precursor cell expressed
developmentally down-regulated protein8) a la culline qui rend le domaine RING accessible, et ce,
grace a un changement de conformation (Saha et Deshaies, 2008; Saifee et Zheng, 2008; Duda et

al., 2008). Le complexe est alors activité ce qui permet le recrutement de 'enzyme E2 via le domaine
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RING finger de RBX1 (Spratt et al., 2012). Un modéle de I'activation du complexe est présenté a la
section 4.4.1.

4.2.3. Cullinl (Cull)

Cul1 est une protéine d’échafaudage de 776 acides aminés qui permet 'assemblage du complexe
SCF (Yamoah et al., 2008). Via son domaine C-terminal, Cull se lie a RBX1 pour former le cceur du

complexe (Deshaies, 1999). Elle se lie a Skp1 via son extrémité N-terminale (Wu et al., 2000).

4.2.4. S-phase kinase associated protein 1 (Skp1)

Skp1 est une protéine ubiquitaire de 160 acides aminés que I'on retrouve a la fois dans le cytoplasme
et dans le noyau (Gstaiger et al., 1999). Au sein du complexe SCF, rappelons qu’elle occupe une
fonction de protéine adaptatrice : elle est essentielle pour 'assemblage du complexe ainsi que son
activité (Bulatov et Ciulli, 2015). Elle a la capacité de lier différentes protéines F-box, ce qui permet
de donner une grande spécificité & un complexe SCF donné. Au sein de ce complexe, elle interagit
avec le domaine N-terminal de Cull grace a son domaine BTB (bric-a-bras, tramtrack and broad
complex) et avec le domaine F-box de la protéine F-box via son domaine C-terminal. Elle fait
également le lien entre le coeur du complexe (Cul1 et RBX1) et la partie réceptrice du complexe (F-
box) (Schulman et al., 2000; Zheng et al., 2002).

4.2.5. Protéine F-box

Tel gue mentionné, les protéines F-box correspondent a une grande famille de protéines qui compte
approximativement 70 membres chez 'humain (Jin et al., 2004). Elles sont formées d’un domaine F-

box et souvent de domaines WD40 permettant l'interaction avec d’autres protéines.

4.2.5.1. Domaine F-box

Les domaines F-box des protéines F-box comprennent de 40 a 50 acides aminés. lls doivent ce nom
a la premiere protéine chez qui ce domaine fut identifié, soit la cycline F. C’est un domaine conservé

au travers de I'évolution. Il permet la liaison au complexe SCF via Skpl (Kipreos et Pagano, 2000).

4.2.5.2. Domaine WD40

Les domaines WD40 sont formés par 40 acides aminés dont un tryptophane (W) et un acide
aspartique (D) a la fin du domaine, ce qui explique leur nom (Zhang et Zhang, 2015). lls permettent
des interactions trés spécifiques avec le substrat. C’est pourquoi la protéine F-box, qui contient
souvent des domaines WD40, procure la spécificité au complexe (Xu et Min, 2011). Les domaines
WD40 sont constitués de 3 hélices alpha. lls sont trés peu conservés (Li and Roberts, 2001; Smith

et al., 1999). Le nombre de domaines WD40 varie d’'une protéine F-box a 'autre.
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4.3. Substrats des complexes SCF

Parmi les substrats dégradés par les complexes SCF, on retrouve des protéines impliquées dans la
progression du cycle cellulaire comme IkBa et p27 (Read et al., 2000; Podust et al., 2000) (Morimoto
et al., 2000). D’autres études ont aussi montré que la famille des F-box/WD40 était responsable de
la dégradation de protéines cibles impliquées dans les voies Wnt, Hh (hedgehog) et Nf-kB (Chen et
Chen, 2015; Hsia et al., 2015; Tauriello et Maurice, 2010). En effet, des protéines F-box ont été
associées a la dégradation de substrats comme Cubitus interruptus, IkBa et B-caténine qui sont tous
des membres des voies Hedgehog, NF-kb et Wnt. De facon intéressante, ces voies sont impliquées

dans le développement normal des membres.

4.4. Régulation du complexe SCF
4.4.1. Activation du complexe

L’activation du complexe passe par la linéarisation du domaine RING de RBX1 pour permettre le
recrutement de E2. Pour ce faire, un changement de conformation doit avoir lieu puisque le domaine
RING est enfoui au sein du complexe et est inaccessible. La liaison de la protéine apparentée a
I'ubiquitine NEDDS8 sur la lysine 720 de Cull entraine ce changement de conformation permettant a
E2 d’accéder au domaine RING. Le changement de conformation induit par la liaison de NEDD8
favorise également le transfert de I'ubiquitine de E2 vers la cible en plus de rendre le site de liaison
de CAND1, un inhibiteur du complexe, inaccessible (Saha et Deshaies, 2008; Saifee et Zheng, 2008;
Duda et al., 2008).

4.4.1.1. NEDDS8

NEDDS8 (neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8) est une protéine de 8
kDa apparentée a l'ubiquitine qui se lie a I'extrémité C-terminal de Cull (Whitby et al., 1998). La
conjugaison de NEDDS8 sur la culline, appelée neddylation, s'effectue grace a trois enzymes
(appelées E1, E2 et E3) qui sont spécifiques a NEDD8. Malgré un processus de liaison semblable &
l'ubiquitination, les enzymes E1, E2 et E3 utilisées pour la liaison de NEDDS8 sur le complexe sont
différentes (Pan et al., 2004).

4.4.1.2. Processus de neddylation

La liaison de la protéine NEDD8 a ses substrats est covalente et se fait a la Lys720 de Cull lorsque
celle-ci forme un complexe dimérigue avec RBX1 (Pan et al., 2004). Dans ce complexe, NEDD8
induit un changement de conformation qui permet Cull-RBX1 de lier Skp1-F-box afin de former un
tétramere (Pierce et al., 2013). Le recrutement de E2 sur RBX1 est alors possible di a la libération
du domaine RING. Il est important de noter que la liaison de NEDD8 a Cull modifie seulement
'extrémité C-terminale de RBX1. Cette liaison n’interfére pas avec celle de Cull et Skp1-FBXW4 en
N-terminal (Pierce et al., 2013).
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L’effet de la neddylation sur 'activité du complexe SCF a été bien étudié. En outre, on sait que les
complexes neddylés ont une activité beaucoup plus importante que les complexes non neddylés in
vitro (Wu et al., 2000). De plus, les complexes SCF neddylés recrutent de maniere plus efficace
l'enzyme E2 activée, stimulent le transfert de la premiére molécule d’ubiquitine et la poly-
ubiquitination et permettent I'action répétée du complexe avec plusieurs substrats (Saha et Deshaies,
2008).

Une expérience a également été faite pour étudier I'effet de la neddylation sur le rapprochement de
la E2 et du substrat dans le complexe SCF/B-TrCP, B-TrCP étant une protéine qui contient un
domaine F-box. Avec des agents chimiques de pontage qui permettent la liaison covalente entre
deux protéines voisines, ils ont montré que la neddylation rapprochait bel et bien E2 des substrats.
L’équipe a aussi noté que cette liaison ne se formait que s’il y avait neddylation, confirmant par le fait
méme le changement de conformation induit par la liaison de NEDD8 sur la culline (Saha et
Deshaies, 2008). Des études cristallographiques ont par ailleurs montré que la neddylation induisait
un changement de conformation dans la région C-terminale de la culline a l'intérieur du complexe
Cul5%9/RBX1 et permettait I'accessibilité du domaine RING de RBX1 pour la liaison avec E2. Ces
recherches ont aussi montré que le domaine C-terminal de la Cull posséde une activité inhibitrice
qui est neutralisée par la liaison avec NEDD8 (Duda et al., 2008). L’équipe en est donc venu a la
conclusion que le domaine C-terminal de la culline est auto-inhibiteur. Cette inhibition peut étre
contrée par la liaison de NEDDS8 sur la culline ce qui favorise le repositionnement de la E2 prés des

résidus lysine des substrats a ubiquitiner.

4.4.2. Inhibition du complexe SCF

L’inhibition du complexe SCF passe par le blocage de son activation. En effet, une protéine appelée
CAND1 empéche I'assemblage du complexe en inhibant le processus de neddylation de Cul1. Elle
empéche également l'activité ligase de E2, c’est-a-dire qu’elle bloque le transfert des molécules

d’ubiquitine sur le substrat (Goldenberg et al., 2004).

4.4.2.1. CAND1

La protéine CANDL1 inhibe plus spécifiguement le complexe SCF en se liant a Cull lorsque celle-ci
n’est pas neddylée, ce qui empéche sa liaison a Skp1, et inhibe également la liaison de NEDD8 a
Cull. A linverse, CAND1 ne peut lier Cull si celle-ci est neddylée (Goldenberg et al., 2004). En effet,
la neddylation de Cul1 atténue I'effet de CAND1 de 30 000 fois (Pierce et al., 2013).

Il a été montré in vitro que l'activité inhibitrice de CAND1 s’effectue en empéchant 'assemblage du
complexe ainsi que sa neddylation. (Duda et al., 2012). Cependant, I'ajout du complexe F-box-Skpl
permet de retirer CAND1 de Cull rapidement. CAND1 peut également retirer plusieurs F-box de Cull
(Pierce et al., 2013). De cette maniére, le pool de F-box-Skpl pouvant se lier au complexe Cull-Rbx1

est équilibré.
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Lys720

Figure 9 : Inhibition de I'assemblage du complexe SCF par CAND1.!

4.4.2.2. Signalosome COP9

Le signalosome COP9 catalyse la réaction inverse de neddylation, c’est-a-dire qu'il brise la liaison
de NEDDS a la culline en plus d’inactiver le complexe SCF (Schmaler et Dubiel, 2010). Il est essentiel
pour 'action des ubiquitines ligases. En effet, I'inactivation du complexe empéche une dégradation
excessive des protéines dans la cellule (Richardson et Zundel, 2005). Lorsque COP9 est actif,
NEDDS8 n’est pas lié a la Cul1 et le complexe SCF est inactif. Lorsque COP9 est inactif, les modules
adaptateurs de substrats, c’est-a-dire le dimére Skpl-F-box, sont dégradés par un mécanisme
autocatalytique (Cope et Deshaies, 2003). Il a également été montré que la protéine F-box permet
de stabiliser le signalosome COP9 a titre de mécanisme autorégulateur (Enchev et al., 2012).
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Figure 10 : Activation du complexe SCF par la protéine NEDDS et inactivation par le signalosome COP9.!
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4.4.3. Dimérisation des complexes SCF

La dimérisation des complexes SCF permet de stimuler I'ubiquitination. Plusieurs protéines de la
famille des F-box, soit FBXW7 et FBX4, dimérisent via leur module de reconnaissance du substrat
c’est-a-dire le domaine F-Box (Hao et al., 2007; Welcker et Clurman, 2007; Barbash et al., 2008).
FBXW?7 dimérise grace a un motif se trouvant avant la F-box a son extrémité N-terminale. La
mutation des résidus 252, 253, 256 et 257, lesquels se trouvent avant le début de la F-box en
position 278, empéche la co-immunoprécipitation indiquant que le domaine de dimérisation, appelé
domaine D, se trouverait dans cette région (Hao et al., 2007). D’apres Welcker et Clerman, le
domaine de dimérisation de FBXW?7 se trouverait avant la F-box, soit entre les résidus 67 et 90
apres la fin de I'exon 1 et inclurait les résidus leucine, isoleucine, sérine et proline. Les mutants du
domaine D diminuent aussi l'ubiquitination de la cycline E, qui est le substrat du complexe
SCF/FBXWT7. La dimérisation est donc importante pour I'activité du complexe (Hao et al., 2007;
Welcker et Clurman, 2007).

Certaines protéines F-box dont le module de reconnaissance des substrats est inactivé par des
mutations sont capables de dimériser et d’agir comme des dominants négatifs. Elles perdent donc
leur fonction d’ubiquitination et empéchent la dégradation des substrats in vivo (Pintard et al.,
2003). Une observation intéressante a montré qu’une protéine F-box retrouvée chez
Saccharomyces cerevisiae (Cdc4) qui porte une mutation a la fois dans le module de
reconnaissance et le domaine D perdait son effet dominant négatif (Dixon et al., 2003; Tang et al.,
2007). Cette protéine double mutante n’empéche pas les protéines sauvages de fonctionner
contrairement a des protéines Cdc4 dont seul le domaine D est muté, indiquant I'importance de la
dimérisation sur I'action du complexe. Le fait de rétablir artificiellement la dimérisation permet aussi
de restaurer leur fonction (Tang et al., 2007). Toutefois, il a été montré que pour le complexe
SCF/Cdc4, la dimérisation n'augmente pas I'affinité pour les substrats mais permet d’en faciliter

'acces.

Il est également a noter que la dimérisation est favorable pour la diversité géométrique des chaines
d’ubiquitine. Les complexes dimérisés, puisqu’ils comportent deux enzymes E2, favorisent la
polyubiquitination des substrats en plus de positionner les molécules d’ubiquitine dans des angles
différents pour leur donner une géométrie unique. La géométrie de la chaine d’ubiquitine est

cruciale pour la reconnaissance du substrat par le protéasome (Tang et al., 2007).

Il existe un trés grand nombre de protéines F-box chez 'humain chacune ayant des processus de
régulation qui lui sont propres. Etant donné la multitude de protéines existantes, cependant,
beaucoup de ces systemes de régulation ne sont pas encore élucidés. C’est le cas de la protéine
FBXW4,
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5. La protéine F-box/WD repeat-containing protein 4 (FBXW4)

La F-box/WD repeat-containing protein 4 (FBXW4) est une protéine qui fait partie de la famille des
F-box. Elle est encodée par le gene FBXW4 situé sur le locus 10g24. En plus de son domaine F-
box, cette protéine posséde également six domaines WD40 qui lui permettent de faire des
interactions protéine-protéine avec différents substrats (lanakiev et al., 1999). Le fait que FBXW4
posséde un domaine F-box laisse suggérer qu’elle ferait partie du complexe SCF et qu'elle y

jouerait un réle d’adaptateur de substrat en liant différentes protéines.

5.1. Structure

FBXW4 est une protéine de 412 acides aminés avec un poids moléculaire de 46,3 kDa (lanakiev
et al., 1999). Elle contient un domaine F-box du c6té N-terminal et six domaines WD40 situés du
cbté C-terminal. Le domaine F-box est constitué par les acides aminés 25 a 71 alors que les
domaines WD40 sont constitués par les acides aminés 154 a 190, 193 & 229, 236 a 277, 283 a
321, 327 a 366 et 373 & 409 (Lockwood et al., 2013). La protéine a été retrouvée dans des organes

tels que le rein, le cceur, les poumons, le cerveau, le foie, la rate et la vessie (Genecards).

154 190 236 277 327 366
F-Box WD40| WD40|| WD40 || WD40 || WD40| WD40
25 71 193 229 283 321 373 409

Figure 11 : Structure de la protéine FBXW4 et position des domaines F-box et WD40

5.2. Interactome

Afin de connaitre I'interactome de FBXW4, I'équipe de Lockwood et Beverly a fait des expériences
de spectrométrie de masse. lls ont trouvé que les composantes du complexes SCF, soit Skpl,
Cull et RBX1, ainsi qu’un des régulateurs du complexe, soit le signalosome COP9, interagissaient
avec FBXW4. lls ont également découvert que FBXW4 pouvait interagir avec des protéines
ubiquitinées. Les expériences que Lockwood et Beverly ont réalisées ont montré I'importance du
domaine F-box pour la liaison de FBXW4 a des protéines ubiquitinées. En effet, aprés avoir créé
une protéine sans domaine F-box, ils ont remarqué que FBXW4 était incapable de lier les protéines
ubiquitinées, confirmant une fois de plus que la F-box est nécessaire pour la liaison aux substrats
(Lockwood et al., 2013). Tous ces éléments laissent supposer que FBXW4 serait bel et bien une

composante du complexe SCF.

On croit que FBXW4 serait responsable de la dégradation de protéines impliquées dans la

prolifération cellulaire ou encore la survie cellulaire. Cependant, il s’agit encore que d’'une
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hypothéese et des recherches plus approfondies doivent étre réalisées (Lockwood et al., 2013).

L’identité de potentiels substrats reste aussi inconnue a ce jour.

5.3. Rbles

Les réles de FBXW4 chez I’humain sont encore mal définis. Cependant, plusieurs recherches ont
permis d’émettre quelques hypothéses. Il a été découvert que la survie de patients atteints de
cancer était diminuée chez ceux exprimant des taux plus bas de FBXW4. Cette observation
indiquerait que FBXW4 empéche les cellules de devenir malignes ou ferait en sorte que les cellules
malignes ne deviendraient pas plus agressives (Lockwood et al., 2013). De plus, FBXW4 est
souvent mutée, supprimée ou sous-exprimée dans certains cancers, laissant supposer qu’elle
aurait une activité anti-cancer ou suppressive (Lockwood et al., 2013). Finalement, on croit que
FBXW4 aurait un réle a jouer dans la formation des membres durant 'embryogenése en plus d’étre
impliquée dans un trouble appelé split-hand/split-foot malformation de type 3 (SHFM3) (Sidow et
al., 1999).

5.4. SHFM3

Le SHFMS3 est caractérisé par une hypoplasie des doigts et/ou des orteils en présence ou non de
syndactylie ou encore une d’'une ectrodactylie, soit une séparation marquée donnant aux mains
et/ou aux pieds une forme dite en pince de crabe (Temtamy et McKusick, 1978; Nunes et al., 1994).
Dans la littérature, le SHFM3 a été associé avec le locus 10g24. Il a été rapporté que, chez les
patients atteints de la maladie, tous présentaient des mutations dans ce locus (Gurrieri et al., 1996).
Bien que ce dernier contienne plusieurs génes, FBXW4 se trouve a étre un candidat fort selon des
analyses d’expression et des modéles murins atteints de dactylaplasie, soit une absence des doigts
centraux (lanakiev et al., 1999; Sidow et al., 1999). Cependant, aucun lien formel n’a pu étre établi

puisque tous les patients présentaient des réarrangements complexes sur le locus 10g24.

5.4.1. Causes

Le SHFMS est causé par une formation inadéquate des membres lors de 'embryogenése (Lyle et
al., 2006). Pour que I'embryogenése appendiculaire puisse avoir lieu normalement, elle doit étre
régulée par I'ubiquitination de plusieurs protéines. De fait, c’est I'activité de deux zones qui sont
cruciales au développement des membres qui doit I'étre, soit la zone d’activité polarisante (ZPA)
et la créte ectodermale apicale (AER). Ces deux constituants, qui proviennent respectivement du
mésoderme et de I'ectoderme, interagissent en co-dépendance par I'échange de signaux (Sifakis
et al., 2001).

Un défaut dans l'ubiquitination de la ZPA et de I'AER peut entrainer la dégradation de ces
structures qui ne peuvent plus communiquer entre elles (Lyle et al., 2006). De maniere plus

spécifique, on pense que FBXW4 favoriserait la dégradation d’un suppresseur de 'AER et que son
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inactivation I'en empécherait, entrainant par le méme fait la destruction de 'AER (Sifakis et al.,
2001).

antgrior
proximal l distal
posterior

AER
Figure 12 : Interaction entre I’AER et

la ZPA dans le développement des
membres (Source : Studyblue).

dorsal

6. Cas cliniques

Dans deux cas cliniques de SHFM3, une mutation faux-sens hétérozygote a été rapportée dans le
géne FBXW4 du locus 10g24. Aucun cas de SHFM3 ne portant qu’'une mutation unique n’avait été
rapporté par le passé (Holder-Espinasse et al., 2019). Le géne muté a pour effet de changer la
proline en position 376 par une glutamine. Il y a donc changement d’'un acide aminé non polaire et
aliphatique par un acide aminé polaire et non chargé. La mutation retrouvée chez les cas cliniques,
que I'on appellera P376Q dans ce mémoire, est située dans le sixieme domaine WD40 pres de

l'extrémité C-terminale. Elle est illustrée par I'étoile dans la Figure 13.

Figure 13: Modeéle prédit de FBXW4. Six
domaines WD40 repeat domain se
retrouvent dans la protéine. Chacun de ceux-
ci est composé de quatre brins antiparalléles.
La mutation se trouve dans I'un de ces brins
et pourrait donc affecter sa capacité de
liaison avec des protéines cibles. (Image :
Paul Isenring)
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6.1. Premier cas clinique

Le premier cas clinique a été rapporté chez un homme blanc caucasien adulte. Ce cas, répertorié
au Québec par notre laboratoire, présente une ectrodactylie des pieds avec absence des trois
orteils centraux. Il présente également une scoliose dorsolombaire et des malformations de la

bouche associées a une hypoplasie de plusieurs dents en plus d’étre atteint d’'une maladie rénale

appelée sclérose glomérulaire focale et segmentaire.

Afin de comprendre la provenance de cette mutation, les parents ont été testés. L’affiliation des
parents a été démontrée, mais la mutation dans le gene FBXW4 n’a été recensée ni chez le pére
ni chez la mére de I'individu (Figure 15). La mutation P376Q du cas clinique est donc une mutation

de novo. Puisque le cas index n’a pas d’enfants, il n’a pas été possible de faire des études de

ségrégation du géne.

O—1

Figure 14 : Phénotype du cas
index. A) Déformation dite en
pince de crabe par perte des
rayons  digitaux  centraux
(SHFM). B) Scoliose
dorsolombaire vue a la
tomodensitométrie sans
contraste. C) Hypoplasie de
plusieurs dents. D) Concré-
tions podocytaires hyper-
denses vues a un examen
ultrastructural du rein. Des
signes de FGS étaient aussi
présents sur la biopsie.
(Images : Paul Isenring)

57y 57y Figure 15: Pedigree du cas index. La mutation

P376Q n’a pas été retrouvée chez les parents
malgré des liens de filiation prouvés. Elle est donc
C) de novo. Pour cette raison, la sceur du cas index

29y| 27y ainsi que ses deux enfants n’ont pas été testés pour

Isenring)
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6.1.1. Sclérose glomérulaire focale et segmentaire

La sclérose glomérulaire focale et segmentaire est une maladie rénale touchant le glomérule du
rein, soit 'unité fonctionnelle permettant la filtration du sang. Dans cette maladie, des Iésions de
fibrose touchent un nombre restreint de glomérules et seulement une partie du glomérule atteint.
Les symptdmes associés sont une insuffisance rénale et une protéinurie chez plusieurs, sinon la
plupart (Rosenberg et Copp, 2017). La dialyse ou la transplantation rénale est requise lorsque la
la dysfonction rénale devient trop sévere (Sprenger-Mahr et al., 2017). La cause de la maladie
chez le cas clinique est inconnue, mais une accumulation de protéines non ubiquitinées dans le

rein est suspectée.

6.2. Deuxiéme cas clinique

Le deuxieme cas clinique a été rapporté chez un enfant californien. Ce patient est aussi atteint
d’ectrodactylie des pieds comme le premier cas clinique en plus de présenter une insuffisance
rénale. Vu la découverte récente de ce cas clinique, aucune autre information, telle que son

phénotype ou son pedigree, n’est disponible.

L’ectrodactylie et les problémes rénaux dont sont atteints ces cas cliniques, qui portent tous deux
la méme mutation P376Q dans FBXW4, nous laissent croire que cette mutation cause la maladie

chez chacun d’eux.

7. Hypotheéses et objectifs

Comme il a été discuté précédemment, plusieurs indices laissent croire que FBXW4 serait une
composante du complexe SCF et qu’elle interviendrait dans le processus d’ubiquitination. Tout
d’abord, elle possede un domaine F-box qui lui permet d’interagir avec les autres protéines du
complexe ainsi qu’avec les protéines ubiquitinées et ensuite, elle posséde des domaines WD40
qui pourrait lui permettre de faire des interactions avec des substrats potentiels. De plus, malgré
son rdle présupposé dans le SHFM3, FBXW4 n’a jamais été formellement établi comme étant le
gene en cause vu la multitude d’autres genes présents sur le locus 10924 (Holder-Espinasse et
al., 2019). Cependant, la découverte des deux cas cliniques portant une mutation ponctuelle unique
dans le locus nous a incités a réaliser de nouvelles études pour comprendre le réle de FBXW4

dans le développement du SHFM3.

Les objectifs de ce projet étaient donc de 1) démontrer que FBXW4 fait bel et bien partie du
complexe SCF et qu’elle est impliquée dans le processus d'ubiquitination, 2) de montrer que
FBXW4 existe en dimére et qu'une mutation dans cette protéine pourrait donc avoir un effet
dominant négatif en théorie et 3) que le résidu en position 376 joue un réle a la fois dans le

processus d’ubiquitination, d’oligomérisation et dans la liaison avec le reste du complexe via Skp1.
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Nous croyons que la mutation P376Q entraine un changement important dans la conformation de
FBXW4 ce qui altére la composition du complexe SCF/FBXW4 et I'ubiquitination de certains
substrats cibles. Il en résulterait un trouble de la croissance des membres et une atteinte rénale de

type sclérose glomérulaire focale et segmentaire.
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Chapitre 1: MATERIEL ET METHODES

1. Vecteur utilisé pour les constructions

Tous les ADNc d’intérét ont été insérés dans le vecteur maison Pol1. Les constructions produites
ont été injectées sous forme d’ARNc pour permettre leur expression hétérologue dans des
ovocytes de Xenopus laevis. Le vecteur Poll est dérivé du vecteur pGEM et contient (5’ vers 3’)
un promoteur bactérien T7, le géne non traduit 5’ de la B-globine de Xenopus laevis (5 UTR), un
site de clonage multiple, le géne non traduit 3’ de la 3-globine de Xenopus laevis (3° UTR), une
gueue polyA et un site de linéarisation multiple pour la fabrication d’ARNCc. Le site de linéarisation

Nhel a été utilisé pour FBXW4 et Skp1 et le site de linéarisation Scal pour I'ubiquitine.

2. Clonage de Skp1l, FBXW4 et ubiquitine

La construction de Ha-hUbiquitine était déja disponible au laboratoire dans le vecteur BSSK. La
construction a été fabriquée par Mathias Treier au sein du laboratoire du Dr Dirk Bonhmann le 27
juin 1997. Le géne a été sorti du vecteur BSSK et inséré dans le vecteur Poll pour les expériences
subséquentes. Tous les autres ADNc ont été clonés par PCR a partir d’'un rein humain avant d’étre

insérés dans le vecteur Poll.

Insert Protéine produite

Ha-hUbiquitine Epitope Ha suivi de I'ubiquitine humaine
hSkp1-Flag Skpl humain suivi de I'épitope Flag
hFBXW4-Myc FBXW4 humain suivi de I'épitope Myc

hFBXW4pz760-Myc  FBXW4 humain suivi de I'épitope Myc avec P376 —» Q376
hFBXW4p376r-Myc  FBXW4 humain suivi de I'épitope Myc avec P376 —p R376
hFBXW4pz76w-Myc ~ FBXW4 humain suivi de I'épitope Myc avec P376 —p \W376

hFBXW4-Flag FBXW4 humain suivi de I'épitope Flag
hFBXW4pz760-Flag  FBXW4 humain suivi de I'épitope Flag avec P376—» Q376

hFBXW4p376r-Flag ~ FBXW4 humain suivi de I'épitope Flag avec P376—» R376
hFBXW4ps7ew-Flag  FBXW4 humain suivi de I'épitope Flag avec P376—» W?376
Tableau 3 : Liste des constructions utilisées : Toutes les constructions ont été réalisées dans

le vecteur Poll. h = humain. La lettre majuscule indique I'acide aminé, le chiffre est la position et

la fleche indique un changement d’acide aminé.
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3. Création des constructions Ha-hUbiquitine, hFBXW4Myc, hFBXW4Flag et hSkp1Flag
3.1. Ha-hUbiquitine

Tel que mentionné précédemment, la construction de Ha-hubiquitine était déja disponible au
laboratoire. Pour l'insérer dans le vecteur Pol1, une mutagenese en amont de I'ADNc a été
effectuée pour insérer un site de restriction EcoRI. Un autre site de restriction EcoRI était déja
présent a la fin de ’ADNCc tout juste avant le codon stop. Grace aux deux sites EcoRI de part et
d’autre de Ha-hUbiquitine, cet ADNc a pu étre inséré dans le vecteur Poll. Une deuxiéme

mutagenese a ensuite été effectuée pour rajouter un codon stop manquant.

Nom Séquence
Site de restriction EcoRI 5° Sens: TCGGGGGGGTGAATTCCGCCACCATG
Ha-hubiquitine Anti-sens : TCTGACGGTTCACTAAACGAGC

Mutation stop Ha-hubiquitine Sens: TGATCTAGAGCAAGCTTGATCTGGTTAC
Anti-sens : GAATTCCTGCAGCCCGGG

Tableau 4 : Oligonucléotides utilisés pour la construction de Ha-hUbiquitine
3.2. hFBXW4Myc et hFBXW4Flag

L’ADNc de FBXW4 a été cloné d’'une banque d’ADNc dérivée des ARN messagers de cellules
HEK-293. Cet ADNc a ensuite été inséré dans le vecteur PCR2.1. La digestion avec I'enzyme

EcoRI a permis l'insertion dans le vecteur Pol1. Pour I'insertion de I'épitope Myc (EQKLISEEDL)
et Flag (DYKDDDDK), le codon stop a été muté en site de restriction Xhol.

Nom Séquence
Sens : CCGGGAAGAGCACAGGGACG

Clonage FBXW4
Anti-sens : CCTGAGTAGCTGGTTTCCCTGGC

Site de restriction  S€ns : TTCAAAACCCTCGAGCGTCAGGGCC

Xhol 3’ FBXW4 Anti-sens : AATCCAGGACGTGGAGGT
Tag Myc FBXW4 ~ Sens:
g My TCGAGCTCGATCGGAGCAGAAGCTGATCTCTGAGGAAGACCTCTAAC
Anti-sens :

TCGAGTTAGAGGTCTTCCTCAGAGATCAGCTTCTGCTCCGATCGAGC

Sens : TCGAGCTCGATCGGACTACAAAGACGATGACGACAAGTAAC

Anti-sens :
TCGAGTTACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCCGATCGAGC

Tag Flag FBXW4

Tableau 5 : Oligonucléotides utilisés pour les constructions de FBXW4
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3.3. hSkp1lFlag

L’ADNc de Skp1 a été cloné d’'une banque d’ADNc dérivée des ARN messagers de cellules HEK-
293 et inséré dans le vecteur PCR2.1. Une mutagenése a ensuite été réalisée afin d’'insérer un site
de restriction BamHI en aval de ’ADNc. Un autre site BamHI présent en amont a permis de sortir
Skp1 de PCR2.1 et de I'insérer dans le vecteur Poll. Le codon stop de Skpl a finalement été muté

en site de restriction Xhol pour permettre I'insertion de I'épitope Flag en C-terminal.

Nom Séquence

Clonage Skpl F Sens: TTTCTCTTCCTTCGCTAACG
Anti-sens : GCTGCTGCATTTGTCTACTG

Site de restriction BamHI Sens: ACTGTAAGGATCCTTCCAAATACTAGTTGCAC

Skpl Anti-sens : GTTACAGTGTCAGGCACAAC

Site de restriction Xhol Sens: TGAAGAGAAGCTCGAGGTTGTGCCTGAC

Skpl Anti-sens: CACCACTGGTTCTCTTTG

Tag Flag Skpl Sens: TCGAAGACTACAAAGACGATGACGACAAGTAAT
Anti-sens: TCGAATTACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCT

Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés pour la construction de Skpl

4. Mutagenése de FBXW4
4.1. Stratégies de mutagenése

En plus de la protéine sauvage, trois mutants de FBXW4 ont été fabriqués. A chaque mutant ont
été ajoutés un épitope Myc ou Flag pour permettre la détection par des anticorps lors d’expériences
de Western blot ou d’immunofluoresence. Ainsi, 8 constructions de FBXW4 ont été obtenues :
hFBXWA4Myc, hFBXW4ps7eo-Myc, hFBXW4pszer-Myc, hFBXWA4pszew-Myc, hFBXWA4Flag,
hFBXW4ps76q-Flag, hFBXW4ps7er-Flag et hFBXW4pszew-Flag.

Nom Séquence

Mutation FBXW4p376q Sens : CACGCCTTCCAGCTGACGTCG
Anti-sens : CAGGCAGGCCCTTTGACG

Mutation FBXW4p376r Sens: CACGCCTTCCGGCTGACGTCG
Anti-sens : CAGGCAGGCCCTTTGACG

Mutation FBXW4p376w Sens: CACGCCTTCTGGCTGACGTCGACTCG
Anti-sens : CAGGCAGGCCCTTTGACG

Tableau 7 : Oligonucléotides utilisés pour la mutagenese de FBXW4
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A la suite des mutagenéses effectuées sur FBXW4, la proline (P) normalement retrouvée en

position 376 a été mutée en glutamine (Q), arginine (R) ou tryptophane (W).

FBXW4

FBXWAP376Q
FBXW4P376R
FBXWAP376W

360 380
VVRLWDRRQRACLHAFELTST
VVRLWDRRORACLHAFQILTST
VVRLWDRROQRACLHAFRILTST
VVRLWDRRORACLHAFWLTST

Figure 16 : Résultats des mutagenéses sur la séquence en acides aminés de FBXW4

4.2 Choix des mutants

Les mutants hFBXW4ps76r €t hFBXW4ps7ew ont été créés afin d’étudier 'impact des propriétés

physicochimiques de I'acide aminé se retrouvant en position 376. L’arginine a été choisie pour sa

charge positive, qui n’est pas retrouvée chez la proline de la protéine sauvage, et le tryptophane a

été choisi a cause de sa géomeétrie particuliere dont un groupement bicyclique que I'on ne retrouve

gue chez cet acide aminé. Le tableau 8 résume la structure et les propriétés physicochimiques des

différents acides aminés en

position 376 chez FBXW4.

OH

TZ

Nom de l’acide Structure Propriétés
aminé en position physicochimiques
376
- Non polaire, non
Proline (P) chargée;

- Retrouvée chez la
protéine sauvage

Glutamine (Q)

HO NH,

NH,

- Polaire, non chargée
- Retrouvée chez le
mutant hFBXW4p376q
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- Polaire, chargée

Arginine (R) @ - Retrouvée chez le
N H2 0 mutant hFBXW4p376r
H,N~ N 0O
H
NH,

- Non polaire, non
chargé
\ NH2 - Retrouvé chez le
tant hFBXW4p37ew
H mu
O - Présence d’un
groupement bicyclique

Tryptophane HN

Tableau 8 : Structure des acides aminés en position 376 des différents mutants de FBXW4
et propriétés physicochimiques.

5. Validation
5.1. Vérification des séquences

Toutes les séquences des constructions ont été vérifiées par séquengage. Les oligonucléotides

utilisés a cet effet sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Nom Séquence Role

Seq Skpl CGTCTCCTTAACACCGAACA Séquencage 5’ Skp1
cSeq Skp1l GGAACAATCCTTACAGTGTTACAG Séquencage 3’ Skp1
cSegHa-Ubi CCATTCGGGTGTTCTTG Seq ubiquitine
SeqFBXwW4 CAGGACGGCCAAGGTGTGGC Seq FBXW4 (5’ vers 3’)
cFBXW4seq GCAATGGACCAGACTCG Seq FBXW4 (3’ vers 5')

Tableau 9 : Oligonucléotides utilisés pour le séquencage des constructions
6. Expression dans les ovocytes de Xenopus laevis
6.1. Validation de I’expression

A partir des constructions de FBXW4, Skp1 et ubiquitine, des ARNc sont produits grace a la T7

polymérase (mMessage-mMachine, Ambion). Ces ARNc sont ensuite injectés dans les ovocytes
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de Xenopus laevis défolliculés de stade V-VI (17,5 ng pour FBXW4, 1,25 ng pour l'ubiquitine et 0,5
ng pour Skpl).

Une fois injectés, les ovocytes sont incubés pendant 3 jours a 18°C dans une solution Barth pour

permettre I'expression des protéines.

Composante Concentration finale (mM)
Na+ 97
Cl- 86
K+ 1
Ca? 0,74
Mg?* 0,82
S0,> 0,82
Hepes 10
NOs. 0,66
HCOs. 2,4
Osmolalité finale de la solution 200

Tableau 10 : Composantes de la solution Barth

Aprés les trois jours d’'incubation, 'expression des protéines est validée par immunofluorescence

ou par Western blot.

6.1.1. Immunofluorescence

Les ovocytes sont congelés dans un milieu OCT (Fisher). Des coupes cryogéniques de 10 um
d’épaisseur sont ensuite réalisées et fixées dans le paraformaldéhyde 4% pendant 30 minutes. Par
la suite, les protéines d’intérét sont détectées avec des anticorps primaires, soit avec I'anti-myc
(1/100, Sigma), l'anti-flag (1/400, Sigma) ou I'anti-HA (1/100, Roche). Un anticorps secondaire, un
IgG de souris couplé a I'Alexa Fluor 488 (1/500, Invitrogen) est ensuite utilisé. Finalement, les

lames sont révélées au microscope confocal (Olympus FV-1000).
6.1.2. Western blot

Les ovocytes sont lysés dans une solution Miki afin de récupérer les protéines d’intérét.

Composante Concentration finale
Tris pH 8.0 20 mM
EDTA 0,1 mM
MgCl» 1 mM
Glycérol 10%
Triton-X 1%
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 1mM
Complete Mini (cocktail d’inhibiteurs de 1 comprimé/10 ml de miki
protéases)

Tableau 11 : Composantes de la solution Miki
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Le lysat est dilué par un facteur 2 dans du tampon Laemmli (4% SDS, 20% glycérol, 10% 2-
mercaptoéthanol, 0,004% bleu de bromophénol et 0,125 M Tris HCI) avant d’étre déposé sur gel
de polyacrylamide 10%. Les protéines sont ensuite analysées par immunobuvardage de type
Western blot. Pour permettre la détection, un anticorps primaire, soit I'anti-myc (1/500, Sigma),
l'anti-flag (1/4000, Sigma) ou lanti-HA (1/500, Sigma) ont été utilisés suivi d’'un anticorps

secondaire anti-souris TrueBlot®, une IGg couplée a la HRP (1/5000, Rockland).

7. Co-immunoprécipitations

Les interactions entre FBXW4 et Skpl ou FBXW4 ont été étudiées par des expériences de co-
immunoprécipitation. Pour ce faire, les injections sont réalisées en duplicata avec les combinaisons

d’ARNCc suivantes :

1) hFBXW4Myc (WT, P376Q, P376R ou P376W) + Ha-hubiquitine

2) hFBXW4Myc (WT ou P376Q) + hSkplFlag

3) hFBXW4Myc (WT, P376Q, P376R ou P376W) + hFBXW4Flag (WT, P376Q, P376R ou
P376W)

Les ovocytes sont ensuite lysés. Une partie du lysat est conservée afin de mesurer le taux
d’expression des protéines dans chaque échantillon. Cet échantillon du lysat est appelé « protéines

totales ». Le reste du lysat est utilisé pour I'immunoprécipitation.

Pour chaque duplicata d’échantillons, le premier est immunoprécipité avec un anticorps dirigé vers
une des deux protéines et détecté avec I'anticorps dirigé vers 'autre. Ensuite, I'inverse est fait pour
le deuxieme échantillon. Les anticorps utilisés ont été anti-myc (1/100, Sigma) et anti-flag (1/400,
Sigma). Une fois 'immunoprécipitation terminée, des billes magnétiques couplées a la protéine G
(Thermo Fisher Scientific) sont ajoutées afin d’isoler les protéines d’intérét (voir figure 17). Ces
derniéres sont par la suite rincées dans le TBST (0,2 M NaCl, 32 mM Tris-HCI, 7,4 mM Tris-Base,
1% Tween 20) avant d’étre dissoutes dans du tampon Laemmli. Les échantillons obtenus sont

ensuite analysés par Western blot.

m = o " £ o
‘ —> £ ) P
o° o > O - v
-
protéine G
Bille couplée ala
Lysat contenant les Incubation avec I'anticorps Isolation des protéines Analyse des protéines
protéines d'intérét X et Y d'intérét isolées par Western blot

Figure 17 : Schéma du principe général d’une co-immunoprécipitation
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Il est & noter que des expériences d'immunoprécipitation avec I'ubiquitine ont été abandonnées
puisque les résultats sont plus ou moins fiables et difficilement interprétables. Seuls les échantillons
de « protéines totales » ont été analysés.

Les différentes co-injections ainsi que les anticorps utilisés pour les immunoprécipitations et la

détection des protéines sont décrits dans le tableau ci-dessous.

Co-injection Immunoprécipitation Détection
FBXW4Myc (WT, P376Q, P376R ou P376W) + Non Ha
Ha-ubiquitine

FBXW4Myc (WT ou P376Q) + SkplFlag Myc Flag
FBXW4Myc (WT ou P376Q) + SkplFlag Flag Myc
FBXW4Myc (WT, P376Q, P376R ou P376W) + Myc Flag
FBXWA4Flag (WT, P376Q, P376R ou P376W)

FBXW4Myc (WT, P376Q, P376R ou P376W) + Flag Myc
FBXWA4Flag (WT, P376Q, P376R ou P376W)

FBXW4Myc (WT) + FBXWA4Flag (WT, P376Q, Myc Flag
P376R ou P376W)

FBXW4Myc (WT) + FBXW4Flag (WT, P376Q, Flag Myc

P376R ou P376W)

Tableau 12 : Résumé des co-immunoprécipitations

8. Quantification des résultats par densitométrie

L’intensité des bandes obtenues par Western blot est quantifiée par densitométrie grace au logiciel
Alphalmager. Le bruit de fond est également calculé et soustrait du résultat. Un ratio des protéines
immunoprécipitées sur les protéines totales est ensuite réalisé afin de normaliser les résultats
obtenus par rapport a leur expression dans les ovocytes.

9. Statistiques

Les expériences sont répétées plusieurs fois et les résultats sont présentés sous forme de
moyenne avec leur écart-type. Le test statistique utilisé entre les groupes de variables est un test

de Student bilatéral ou I'’hypothése nulle est rejetée pour une valeur de P < 0,05.
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Chapitre 2: RESULTATS

1. Immunofluorescences

1.1. Constructions FBXW4Myc

Myc + Myc -

FBXW4Myc

FBXW4Myc
P376Q

FBXW4Myc
P376R

FBXW4Myc
P376W

Figure 18 : Résultats des immunofluorescences des constructions de FBXW4Myc. A gauche
sont représentés les ovocytes détectés avec I'anticorps primaire myc et a droite, leur contréle
négatif ou aucun anticorps primaire n’a été appliqué. Les contréles négatifs donnent les mémes
résultats que les ovocytes injectés avec de I'eau et détectés avec l'anticorps primaire (non
représentés ici).



Les constructions FBXW4Myc, FBXW4MycP376Q et FBXW4P376R détectées avec 'anticorps
myc s’associent a une forte fluorescence comparativement au contréle négatif, ce qui indique
qu’elles sont bien exprimées. La construction FBXW4MycP376W, quant a elle, ne montre pas une
forte fluorescence.

1.2. Constructions de FBXW4Flag

Flag + Flag -

FBXW4Flag

FBXW4Flag
P376Q

FBXW4Flag
P376R

FBXW4Flag
P376W

Figure 19 : Résultats des immunofluorescences des constructions de FBXW4Flag. A gauche
sont représentés les ovocytes détectés avec I'anticorps primaire flag et a droite, leur contrdle
négatif ou aucun anticorps primaire n’a été appliqué. Les contréles négatifs donnent les mémes
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résultats que les ovocytes injectés avec de I'eau et détectés avec l'anticorps primaire (non
représentés ici).

Les quatre constructions expriment une fluorescence. Malgré que cette derniere varie entre les
constructions, une différence importante est observée comparativement au controle négatif, ce qui
indique que les protéines sont bien exprimées.

1.3. Skpl

Flag+ Flag-

N . .

Figure 20 : Résultats des immunofluorescences de la construction Skp1Flag. A gauche est
représenté I'ovocyte détecté avec I'anticorps primaire flag et a droite, un contrdle négatif ou aucun
anticorps primaire n’a été appliqué. Le contrdle négatif donne les mémes résultats que I'ovocyte
injecté avec de I'eau et détecté avec I'anticorps primaire (non représenté ici).

On observe de la fluorescence dans I'ovocyte détecté avec l'anticorps flag, ce qui indique la
présence de la protéine.

1.4. Ubiquitine

HA+ HA-
- . .

Figure 21 : Résultats des immunofluorescences de la construction Ha-ubiquitine. A gauche
est représenté I'ovocyte détecté avec I'anticorps primaire HA et a droite, un contr6le négatif ou
aucun anticorps primaire n'a été appliqué. Le contrle négatif donne les mémes résultats que
I'ovocyte injecté avec de I'eau et détecté avec I'anticorps primaire (non représenté ici).
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L’'ovocyte détecté avec I'anticorps HA semble exprimer une fluorescence plus importante que le
contrble négatif, ce qui confirme la présence de la protéine.

2. Co-immunoprécipitations
2.1. Co-immunoprécipitations entre FBXW4 et Skp1l

2.1.1. IP FBXW4, détecté Skpl

A B

30—
2,5

P

1,5

30—

Ratio (mutant/WT)

Bandes de Skp1

0,5

Total

Skp1+WT
Skp1+P376Q
Skp1+WT
Skp1 + P376Q
H20

Figure 22: Résultats des co-immunoprécipitations entre FBXW4 et Skp1 (IP FBXW4, détecté
Skpl) (WT = FBXW4 sauvage, P376Q = FBXW4p3760). Les résultats montrent des échantillons
pour lesquels FBXW4 a été immunoprécipité suivi par une détection de Skpl. A) Les données sont
présentées comme des ratios moyens de densités entre mutant et WT + erreur type de la moyenne.
Le bruit de fond a aussi été soustrait et les résultats normalisés en divisant la densité des protéines
IP par les protéines totales (la plus forte densité pour chaque expérience). La comparaison des
résultats est faite par rapport a la condition « Skpl + WT », le ratio de celle-ci étant établie a 1
comme valeur de référence, d’ou I'absence de barre d’erreur pour ce résultat (P=0,078092476, n
=7). B) Image illustrant les résultats obtenus par Western blot. En haut sont présentés les résultats

des IP et en bas, les résultats des protéines totales.

Les résultats des co-IP ont révélé des bandes plus abondantes pour I'échantillon Skp1 +

FBXW4p376q que pour I'échantillon Skp1 + FBXW4 (voir panneau B qui illustre les résultats
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obtenus). Toutefois, I'expression de Skp1 n’était pas équivalente entre les échantillons dans les
protéines totales. La moyenne des résultats normalisés montre malgré tout que la co-
immunoprécipitation entre Skp1 et le mutant P376Q est environ 2,2 fois plus importante qu’avec la

protéine sauvage (voir panneau A).

2.1.2. IP Skp1, détecté FBXW4

A B
1'5 50— ’
=
g
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Skp1 +WT
Skp1 + P376Q
Skp1 +WT
Skp1 + P376Q
H20

Figure 23: Résultats des co-immunoprécipitations entre FBXW4 et Skpl (IP Skp1l, détecté
FBXW4) (WT = FBXW4 sauvage, P376Q = FBXW4p376q). Les résultats montrent des échantillons
pour lesquels Skpl a été immunoprécipité suivi par une détection de FBXW4. A) Les données sont
présentées comme des ratios moyens de densités entre mutant et WT + erreur type de la moyenne.
Le bruit de fond a aussi été soustrait et les résultats normalisés en divisant la densité des protéines
IP par les protéines totales (la plus forte densité pour chaque expérience). La comparaison des
résultats est faite par rapport a la condition « Skpl + WT », le ratio de celle-ci étant établie a 1
comme valeur de référence, d’ou I'absence de barre d’erreur pour ce résultat (P=0,5295754, n=4).
B) Image illustrant les résultats obtenus par Western blot. En haut sont présentés les résultats des
IP et en bas, les résultats des protéines totales.

Pour ce qui est de I'expérience inverse, soit 'immunoprécipitation de Skpl suivie de la détection

de FBXW4, on observe aussi une augmentation de la co-immunoprécipitation entre Skpl et
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FBXW4p376q comparativement a Skp1 avec FBXW4 (panneau A). Ce résultat n’est cependant pas

significatif (P > 0,05). Pour cette expérience, seules 4 expériences ont été compilées.

2.2. Co-immunoprécipitations entre FBXW4 sauvage et les différents mutants de FBXwW4

2.2.1. IP Flag, détecté Myc
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Figure 24: Résultats des co-immunoprécipitations entre FBXW4 sauvage et les différents
mutants de FBXW4 (WT = FBXW4 sauvage, P376Q = FBXW4p3760, P376R = FBXW4p376r, P376W
= FBXW4ps7ew). Les résultats montrent des échantillons pour lesquels FBXW4 a été
immunoprécipité avec l'anticorps Flag et détecté avec I'anticorps Myc. A) Les données sont
présentées comme des ratios moyens de densités entre mutant et WT + erreur type de la moyenne.
Le bruit de fond a aussi été soustrait et les résultats normalisés en divisant la densité des protéines
IP par les protéines totales (la plus forte densité pour chaque expérience). La comparaison des
résultats est faite par rapport a la condition « WT + WT », le ratio de celle-ci étant établie a 1 comme
valeur de référence et représenté en pointillé (pour WT + P376Q, P=0,01382966, pour WT +
P376R, P=0,010113817 et WT + P376W, P=0,19181151, n=4). B) Image illustrant les résultats
obtenus par Western blot. En haut sont présentés les résultats des IP et en bas, les résultats des
protéines totales.

Tous les Western blot obtenus ont montré des bandes plus péles pour ce qui est des échantillons
IP de WT + P376Q et de WT+P376R (voir panneau B qui illustre les résultats). Pour les échantillons
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WT + P376W, les résultats étaient plus variables. La compilation des données a ainsi montré une
diminution significative de l'interaction entre FBXW4wr avec FBXW4p376q, de I'ordre d’environ 0,5
fois, ainsi qu’entre FBXW4wt avec FBXW4p376r, de I'ordre d’environ 0,3 fois, comparativement aux
deux protéines sauvages ensemble (voir panneau A). L’expression des différents FBXW4 était
semblable, diminuant par le fait méme l'effet de la normalisation.

2.2.2. IP Myc, détecté Flag
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Figure 25: Résultats des co-immunoprécipitations entre FBXW4 sauvage et les différents
mutants de FBXW4 (WT = FBXW4 sauvage, P376Q = FBXW4ps76q, P376R = FBXW4p376r, P376W
= FBXWo4ps7ew). Les résultats montrent des échantillons pour lesquels FBXW4 a été
immunoprécipité avec I'anticorps Myc et détecté avec l'anticorps Flag. A) Les données sont
présentées comme des ratios moyens de densités entre mutant et WT + erreur type de la moyenne.
Le bruit de fond a aussi été soustrait et les résultats normalisés en divisant la densité des protéines
IP par les protéines totales (la plus forte densité pour chaque expérience). La comparaison des
résultats est faite par rapport a la condition « WT + WT », le ratio de celle-ci étant établie a 1 comme
valeur de référence et représenté en pointillé (pour WT + P376Q, P=0,30710505, pour WT +
P376R, P=0,61030845 et WT + P376W, P=0,25501618, n=3). B) Image illustrant les résultats
obtenus par Western blot. En haut sont présentés les résultats des IP et en bas, les résultats des
protéines totales.
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Les résultats obtenus sont ceux de co-IP ou les anticorps utilisés pour I'immunoprécipitation et la
détection ont été inversés par rapport aux expériences décrites ci-dessus. Dans I'exemple donné
(panneau B), les bandes obtenues pour les trois mutants sont toutes plus foncées que celles
obtenues pour les deux protéines sauvages ensemble. Par contre, une compilation des résultats
n'a pas montré de différences significatives entre les protéines mutées et la protéine sauvage
(panneau A). Les protéines totales, qui sont celles des différents mutants, montrent également une

expression semblable.

2.3. Co-immunoprécipitations entre les différents mutants de FBXW4

2.3.1. IP Flag, détecté Myc
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Figure 26: Résultats des co-immunoprécipitations entre les mutants de FBXW4 (WT =
FBXW4 sauvage, P376Q = FBXW4p37sq, P376R = FBXW4p37er, P376W = FBXW4p37ew). Les
résultats montrent des échantillons pour lesquels FBXW4 a été immunoprécipité avec I'anticorps
Flag et détecté avec I'anticorps Myc. A) Les données sont présentées comme des ratios moyens
de densités entre mutant et WT + erreur type de la moyenne. Le bruit de fond a aussi été soustrait
et les résultats normalisés en divisant la densité des protéines IP par les protéines totales (la plus
forte densité pour chaque expérience). La comparaison des résultats est faite par rapport a la
condition « WT + WT », le ratio de celle-ci étant établie & 1 comme valeur de référence et
représenté en pointillé (pour P376Q + P376Q, P=0,23363827, pour P376R + P376R,
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P=0,02142571 et P376W + P376W, P=0,68925973, n=4). B) Image illustrant les résultats obtenus
par Western blot. En haut sont présentés les résultats des IP et en bas, les résultats des protéines
totales.

Les résultats de la co-IP utilisés en illustration montrent des bandes plus foncées pour P376Q +
P376Q et P376W + P376W comparativement a I'’échantillon WT+ WT (panneau B). Pour P376R +
P376R, on observe une bande plus pale. Cependant, les protéines totales ne sont pas exprimées
de fagon équivalente parmi les échantillons. Aprés normalisation, les moyennes obtenues pour les
trois échantillons donnent ainsi des résultats plus bas que pour I'échantillon WT + WT. Cependant,

parmi ces trois résultats, seul P376R + P376R est statistiquement différent de WT + WT.

2.3.2. IP Myc, détecté Flag
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Figure 27: Résultats des co-immunoprécipitations entre les mutants de FBXW4 (WT =
FBXW4 sauvage, P376Q = FBXW4p37eq, P376R = FBXW4ps7er, P376W = FBXW4pa7ew). Les
résultats montrent des échantillons pour lesquels FBXW4 a été immunoprécipité avec I'anticorps
Myc et détecté avec I'anticorps Flag. A) Les données sont présentées comme des ratios moyens
de densités entre mutant et WT * erreur type de la moyenne. Le bruit de fond a aussi été soustrait
et les résultats normalisés en divisant la densité des protéines IP par les protéines totales (la plus

forte densité pour chaque expérience). La comparaison des résultats est faite par rapport a la
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condition « WT + WT », le ratio de celle-ci étant établie a 1 comme valeur de référence et
représenté en pointillé (pour P376Q + P376Q, P=0,80948851, pour P376R + P376R,
P=0,50347164 et P376W + P376W, P=0,32413175, n=4). B) Image illustrant les résultats obtenus
par Western blot. En haut sont présentés les résultats des IP et en bas, les résultats des protéines
totales.

Au final, les co-IP des mutants montrent des bandes plus foncées pour les mutants (panneau A).
Les protéines totales n’étaient toutefois pas exprimées de maniére équivalente (voir exemple
panneau B). Aprés normalisation, les trois résultats montrent une augmentation de la co-IP entre
les mutants comparativement a la protéine sauvage. Cependant, les différences n’étaient pas

statistiquement significatives.

2.4. Patrons d’ubiquitination avec les différents mutants de FBXW4
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Figure 28: Résultats des patrons d’ubiquitination en présence des différents mutants de
FBXW4 (WT = FBXW4 sauvage, P376Q = FBXW4pz7eq, P376R = FBXW4ps7er, P376W =
FBXW4p376w). Les résultats montrent des échantillons non-immunoprécipités et détectés avec
'anticorps HA. A) Les données sont présentées comme des ratios moyens de densités entre

mutant et WT * erreur type de la moyenne. Le bruit de fond a été soustrait et les résultats
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normalisés en divisant par la densité des protéines totales (la plus forte densité pour chaque
expérience). La comparaison des résultats est faite par rapport a la condition « Ubi + WT », le ratio
de celle-ci étant établie a 1 comme valeur de référence et représenté en pointillé (pour P376Q +
Ubi, P=0,70869769, pour P376R + Ubi, P=0,27490961 et P376W + Ubi P=0,71561842, n=6
B) Image illustrant les résultats obtenus par Western blot. Les résultats des protéines totales sont

présentés.

Aprés compilation des résultats, on observe des différences minimes entre les différents patrons

d’ubiquitination et aucun de ces résultats n’est significatif.
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Chapitre 3: DISCUSSION

Avant de débuter ce projet de recherche, des travaux antérieurs avaient déja montré que FBXW4
pouvait interagir avec des protéines du complexe SCF, dont Skp1, et avec I'ubiquitine. Cependant,
les déterminants de ces liaisons n’avaient pas encore été identifiés. De plus, la régulation de la

protéine FBXW4 est encore trés peu connue.

Avec la recension de deux cas cliniques présentant une mutation unique hétérozygote dans le
géne FBXW4 du locus 10924, nous avons pu identifier pour la premiéere fois un acide aminé précis
qui joue probablement un réle dans la fonction de cette protéine. Nous avons plus particulierement
étudié les effets d’'un changement de l'acide aminé en position 376 chez FBXW4 sur trois

processus : ’homomérisation, la liaison au complexe SCF et 'ubiquitination.

Association avec le SHFM3

Les deux cas présentés ont permis de montrer pour la premiére fois que FBXW4 était fort
probablement associé au SHFM3 et que le locus 10924 n’avait pas besoin d’étre réarrangé de
maniére grossiére pour expliquer le phénotype. Fait a noter, les deux patients, I'un investigué dans
mon laboratoire et I'autre identifié par la compagnie Fulgent, présentaient aussi une atteinte rénale

en relation avec le variant retrouveé.

Oligomérisation de FBXW4

Ce projet a permis de découvrir que FBXW4 était organisé en homomeéres et que I'acide aminé
retrouvé en position 376 chez FBXW4 jouait un réle dans cet assemblage structural. En effet, deux
des mutations que nous avons étudiées, soit les mutations FBXW4pz7eq (celle du patient) et
FBXW4p376r, diminuaient I'oligomérisation de la protéine. La proline a cette position est non-polaire
et non-chargée alors que la glutamine retrouvée chez FBXW4ps376q est polaire et I'arginine
retrouvée chez FBXW4ps76r €St polaire et chargée positivement. Les substitutions faites étaient
donc de nature trés peu conservatrices et indiquent que la proline native en position 376 ne se

laisse pas substituée sans nuire a 'assemblage.

Il est toutefois a noter que la mutation P376Q ne diminue I'oligomérisation que si 'autre monomere
est le FBXW4 sauvage. Bien que nous ne sachions pas pourquoi il en est ainsi, ces observations
sont tres pertinentes compte tenu du fait que la mutation retrouvée chez les cas cliniques est de

type hétérozygote. Cette interaction FBXW4 — FBXW4p376q pourrait donc étre fautive in vivo.

En ce qui concerne la mutation P376R, nos résultats ont indiqué qu’un tel changement entrainait
une diminution de linteraction entre deux protéines FBXW4ps7er ainsi qu’entre FBXW4 et
FBXW4ps76r. Ces résultats laissent sous-entendre que I'addition d’'une charge positive sur 'un des

monomeéres ou sur les deux exerce un effet délétére sur I'homomérisation via un effet
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conformationnel. La substitution par un résidu tryptophane, quant a elle, n’a pas engendré de
changement significatif sans doute parce que ce résidu partage avec la proline les mémes
propriétés physicochimiques.

Pour plusieurs des co-immunoprécipitations FBXW4-FBXW4, que les protéines aient été mutées
ou non, nous n‘avons pu observer de résultats significatifs que dans un seul sens, c’est-a-dire,
lorsque I'lP a été faite avec I'anticorps flag et la détection avec I'anticorps myc. Pour le moment,
nous ne savons pas pourquoi il en a été ainsi, mais comme cette observation s’est répétée a
plusieurs reprises, il est possible que I'anticorps flag ne soit pas aussi performant que I'anticorps

myc pour des analyses quantitatives ou les différences a observer sont faibles.

A la lumiére de ces résultats, nous sommes tout de méme portés a croire que la protéine mutée
FBXW4 p376r €t la protéine sauvage ne se lient pas avec autant d’affinité que les protéines
sauvages entre elles et que le complexe hybride est en quelque sorte dysfonctionnel pour cette
raison. |l y aurait donc lieu de penser qu’une partie des complexes FBXW4/Skp1/Cull formés chez
le patient auraient une conformation impropre a I'ubiquitination optimale de substrats cibles. Il en
résulterait ainsi une accumulation de protéines mal repliées dans le cytosol qui serait responsable
du phénotype observé. Dans les podocytes ou un matériel électro-dense a été observé, cette
accumulation pourrait donc aussi expliquer la sclérose glomérulaire focale et segmentaire chez
'un des patients.

Liaison avec Skp1l

Nos expériences nous ont également permis de confirmer I'interaction entre FBXW4 et Skp1 et ont
montré que Skpl se liait de maniére plus importante avec la protéine FBXW4ps760 qu’avec la
protéine sauvage. Ces résultats laissent croire que le résidu 376 est impliqué dans le processus
de liaison entre FBXW4 et le complexe SCF. lIs confirment aussi que la mutation identifiée chez le
patient pourrait affecter I'intégrité conformationnelle du complexe FBXW4/Skp1/Cull. On pourrait
donc étre tenté de croire qu’il y a plus de complexes SCF/FBXW4p3760/FBXW4wT dans les cellules
du malade qu’il n’y a de complexes SCF/FBXW4p376q/FBXW4p376q 0U SCF/FBXW4wT/FBXW4wT et

qu’il y aurait donc plus de complexes dysfonctionnels que fonctionnels.

Tel que mentionné, toutefois, les co-IP n'ont pas donné des résultats probants dans les deux sens.
Plusieurs expériences ou nous avons détectée FBXW4 a la suite de 'immunoprécipitation de Skp1
n’ont pas permis d’obtenir de résultats. Cela pourrait s’expliquer par la conformation du complexe
Skpl/FBXWA4. En effet, I'étiquette de Skp1 a été insérée dans le domaine C-terminal de la protéine,
méme domaine ou alieu la liaison avec FBXW4. Il est donc probable qu’une fois ces deux protéines
liees, leur conformation rende plus difficile 'accés a I'étiquette de Skp1 par I'anticorps. La détection
subséquente de FBXW4 en serait donc compromise. Pour I'expérience inverse ou Skpl a été

détecté a la suite de l'immunoprécipitation de FBXW4, la conformation du complexe était
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probablement favorable a I'anticorps pour se lier a I'étiquette de FBXW4 et permettre la détection

de Skp1l par la suite.

Ubiquitination

Les patrons d’ubiquitination que nous avons obtenus en présence des différents mutants de
FBXW4 n’ont pas montré de différence significative. Ces résultats pourraient laisser sous-entendre
que l'ubiquitination n’est pas affectée par les mutations et donc que le résidu 376 n’est pas impliqué
dans ce processus. Toutefois, les protéines ubiquitinées que nous avons révélés ne se limitaient
pas aux substrats du complexe SCF/FBXW4 mais aux nombreux substrats de plusieurs autres
complexes. Il pourrait donc avoir été tres difficile d’'observer des différences significatives a cause
de I'importance du bruit de fond. Ces difficultés ont été rapportées dans plusieurs autres études
par le passé (Emmerich et Cohen, 2015). Il est donc possible qu’'un changement dans le patron
d’ubiquitination soit survenu, mais que la différence n’était pas assez importante pour étre détectée

en Western blot.
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CONCLUSION

En conclusion, nous avons pu mettre de I'avant I'importance du résidu 376 dans I'assemblage de
FBXW4 avec lui-méme et un autre partenaire, Skpl. D’aprés nos travaux, nous croyons que la
mutation identifiée chez les deux patients affecte 'assemblage oligomérique de FBXW4, qu’elle
est donc fort possiblement causale et qu’elle entraine la maladie d0 a un désordre de

l'ubiquitination de certaines protéines durant le développement.

Afin de prouver que la mutation P376Q est responsable du SHFM3, il serait intéressant de
développer un modéle murin hétérozygote FBXWA4P376QWT — Ce modeéle nous permettrait de

confirmer I'importance du gene dans la formation des membres et de la barriere glomérulaire.

Puisque FBXW4 a trés peu été étudiée, les perspectives sont nombreuses. Tout d’abord, tel que
mentionné, aucune protéine n’a été identifiée comme substrat du complexe SCF/FBXWA4. |l serait
donc trés pertinent de découvrir la nature des substrats dégradés par ce complexe. Pour ce faire,
des expériences de Bio-ID pourrait étre réalisées afin d’isoler des protéines substrats candidates
suivies de spectrométrie de masse pour les identifier. Il serait alors possible de faire des co-
immunoprécipitations entre FBXW4 et les substrats identifiés pour étudier le réle du résidu 376

dans la liaison avec ceux-ci.
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