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RÉSUMÉ 

L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle médiée par une cascade 
enzymatique impliquant une enzyme activatrice de l'ubiquitine (UBEl), une enzyme 
conjugatrice de l'ubiquitine (UBE2) et une enzyme ligase (UBE3). Cette modification 
permet, par l'ajout d'une ou de plusieurs ubiquitines sur un substrat, de moduler 
l'activité ou le niveau d'expression des protéines dans la cellule. Dans le cadre de ce 
projet de recherche, l'étude porte sur RNF167, une UBE3 membranaire à domaine 
RING (domaine de liaison aux UBE2s). Cette enzyme, au niveau des neurones, joue 
un rôle dans la régulation négative de l'expression de récepteur du glutamate, les 
récepteurs AMPAs (AMPAR), jouant un rôle au niveau de l'apprentissage et de la 
mémoire. L'ubiquitination de ceux-ci lors de leur endocytose, mène à leur dégradation 
au niveau des lysosomes. Le but de cette recherche est de caractériser l'interaction entre 
l'UBE3 ligase RNF167 et les enzymes conjugatrice de l'ubiquitine. Pour se faire, la 
purification d'une forme recombinante de RNF167 a été développée. Cette purification 
de la protéine a été possible lorsqu'une étiquette HA a été fusionnée à l'extrémité N-
terminale de RNF 167 et une étiquette 6xHis fusionnée à l'extrémité C-terminale. Une 
fois que la protéine ait été purifiée, un essai d'ubiquitination in vitro a permis de 
déterminer que RNFl 67 peut se lier de façon fonctionnelle avec une dizaine d'UBE2. 
Parmi les UBE2s qui ont réagi de façon fonctionnelle avec RNF 167, seul UBE2N, 
aidée de ses cofacteurs, UBE2Vl ou UBE2V2, peut former une chaîne d'ubiquitine 
K63. Ce type de chaîne représente la forme d'ubiquitination des AMPARs. C'est pour 
cette raison que l'étude s'est concentrée sur l'interaction entre RNF167 et UBE2N. Des 
essais d'interaction in vitro par GST pull-down ont confirmé l'interaction entre les deux 
protéines. Des essais biophysique de résonance des plasmons de surface Spratt et al. 
(2014) montrent que l'association et la dissociation du complexe est très rapide, ce qui 
représente une interaction transitoire et qui est conforme à une interaction entre une 
UBE2 et une UBE3 en milieu physiologique. Des essais d'immunofluorescence chez 
les cellules HEK293 montrent que les deux protéines se retrouvent dans le mêm~ 
espace cellulaire. Finalement, des fractionnements cellulaires d'un cortex de souris 
indiquent ·que RNF167, UBE2N, UBE2Vl et UBE2V2 se retrouvent dans les mêmes 
compartiments cellulaires. En conclusion, cette étude a permis de démontrer 
l'interaction entre RNF167 et UBE2N et rend intéressante l'étude d'UBE2N pour 
l 'ubiquitination des AMP ARs. 
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Mots clés : purification de protéines, interaction protéine-protéine, ubiquitination, 
RNF167, UBE2 



CHAPITRE! 

INTRODUCTION 

1.1 Modifications post-traductionnelles 

1.1.1 Importance des modifications post-traductionnelle 

Les protéines exprimées au niveau de la cellule définissent son type cellulaire (cellule 

épithéliale; neuronale, rénale, etc.) (Chagastelles et Nardi, 2011). Pour maintenir le 

bien-être de la cellule, l'activité, ainsi que le niveau d'expression des protéines doivent 

être contrôlés. Des dérèglements au niveau de l'expression de protéines et de leur 

activité peuvent engendrer des maladies comme le cancer (Arjonen et al., 2014). Les 

protéines, une fois exprimées, peuvent subir des modifications post-traductionnelles 

afin de réguler leur activité. Les modifications post-traductionnelles peuvent ainsi 

favoriser des interactions protéines-protéines, déterminer la localisation subcellulaire 

des protéines, protéger une protéine de sa dégradation, étiqueter une protéine pour 

dégradation ou encore inhiber l'activité des protéines en lui conférant un changement 

de configuration (Seo et Lee, 2004). Par exemple, la phosphorylation, définie par un 

ajout d'un groupement phosphate sur une sérine, une tyrosine ou une thréonine, est une 

des modifications les plus courantes au niveau des protéines. Cette modification est 

médiée par une kinase et le processus peut être réversible par l'action d'une 

phosphatase (Ardito et al., 2017). Cette modification est impliquée dans plusieurs 

processus physiologiques de la cellule tels que la prolifération, l'apoptose ou encore le 

trafic subcellulaire (Pawson, 2002). Une des voies de signalisation impliquant la 
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phosphorylation qui a beaucoup été étudiée est celle de la cascade enzymatique des 

MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) qui requiert l'activation de kinases par 

une cascade de phosphorylation (une kinase qui phosphoryle une autre kinase pour 

l'activer) (Ardito et al., 2017). La protéine p53, un facteur de transcription permettant 

de réguler le cycle cellulaire, l'apoptose et l' autophagie, est une protéine se faisant 

phosphoryler par la voie des MAPK, ce qui permet l'activation de celle-ci (Wu, 2004). 

Certaines modifications post-traductionnelles peuvent être antagonistes, c'est-à-dire 

que deux modifications peuvent agir sur le même site de la protéine et ainsi bloquer le 

site pour l'autre modification. Il y a également la possibilité qu'une modification sur 

un site de la protéine empêche l'autre modification de _se produire sur un autre site à 

cause d'un changement de conformation ou d'un encombrement. Ces modifications 

permettent de moduler différentes fonctions antagonistes dans la cellule (Seo et Lee, 

2004). Par exemple, l'acétylation du site K27 de !'histone 3 (H3K27) permet le 

déroulement de l' ADN et la disponibilité du gène pour permettre son expression. Par 

éontre, la déacétylation par le complexe NURD (nucleosome remodeling deacetylase) 

permet le recrutement du complexe PRC2 (polycomb repressive complex 2) qui induit 

la triméthylation de H3K27, ce qui empêche l'expression d'un gène (Reynolds et al., 

2012). D'autres modifications post-traductionnelles peuvent être nécessaires pour 

induire une autre modification post-traductionnelle (Seo et Lee, 2004 ). Par exemple, la 

phosphorylation du récepteur EGF (epidermal growth factor) (EGFR) induit son 

ubiquitination (Nguyen et al., 2013), une modification post-traductionnelle induite par 

l'action d'une cascade enzymatique impliquant une UBEl (Ubiquitin activating 

enzyme El), une UBE2 (Ubiquitin-conjugating enzyme E2) et une UBE3 (Ubiquitin 

ligase E3) qui permet l'ajout d'une ou plusieurs protéines ubiquitine sur un substrat 

(Stewart et al., 2016). En effet, la liaison du ligand d'EGFR entraîne son activation et 

son autophosphorylation. Cette modification permet le recrutement de la famille 

d'UBE3 ligase Cbl qui possède un domaine de reconnaissance des résidus tyrosines 

phosphorylées dans la portion N-terminale de la protéine. Ce recrutement induit 

l'ubiquitination du récepteur et son endocytose (Nguyen et al., 2013). 
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1.1.2 Ubiquitination et voie de signalisation des protéines Ubiquitine-like 

L 'ubiquitination a été découverte dans les années 1970 par son rôle dans la dégradation 

des protéines au protéasome (Varshavsky, 2006). Depuis, d'autres voies de 

signalisation faisant appel à l'ajout de protéine Ub-like (ubiquitine-like) (protéines 

ayant des homologies de séquence avec l'Ub) ont été découvertes (SUMOylation et 

NEDDylation). Ces voies sont toutes médiées par une cascade enzymatique impliquant 

des enzymes El, E2 et E3 (Kerscher et al., 2006). 

Lors de laSUMOylation, il y a attachement d'une ou plusieurs protéines SUMO (Small 

Ubiquitin-related MOdifier} sur une ou plusieurs lysines d'un substrat. La formation 

de la protéine mature SUMO est médiée par des protéases de type Ulps (Ub-like 

specific protease) et SENPs (sentrin-specific protease). Ces protéases permettent 

d'obtenir la forme mature de SUMO pour avoir deux glycines dans la portion C-

terminale permettant l'attachement de SUMO sur une enzyme de la cascade 

enzymatique ou un substrat. Ensuite, l'activation de SUMO est possible grâce à l'action 

d'un complexe enzymatique composé de SAEl (SUMO-activating subunit 1) et 

d'UBA2 (ubiquitin-like activation enzyme subunit 2) permettant l'adénylation de 

SUMO de manière ATP-dépendante. Suite à l'activation de SUMO, celle-ci est 

transférée sur une cystéine active de la sous-unité UBA2. Il y a ensuite transfert de 

SUMO sur une cystéine active de l'enzyme conjugatrice E2. Le transfert de SUMO sur 

un substrat peut être médié de manière E3-indépendante ou de manière E3-dépendante. 

Dans le dernier cas, l'E3 permet de positionner le complexe E2-SUMO soit en 

interagissant qu'avec le complexe (sans interaction avec le substrat) ou en interagissant 

avec le complexe E2-SUMO et avec le substrat en même temps. Les protéases Ulps et 

·SENPs peuvent renverser la SUMOylation sur un substrat, ce qui permet de recycler la 

protéine SUMO (Gareau et Lima, 2010). 

La NEDDylation est caractérisée par l'ajout d'une ou plusieurs protéines NEDD8 

(neural precursor cell expressed developmentally downregulated protein 8) sur une ou 
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plusieurs lysines d'un substrat. Similaire à la protéine SUMO, la portion C-terminale 

de NEDD8 doit tout d'abord être clivée par des enzymes hydrolases C-terminales afin 

d'obtenir le motif Gly-Gly (Rabut et Peter, 2008). Ensuite, l'activation ATP-

dépendante de NEDD8 est possible par l'action d'une enzyme El, un hétérodimère 

composé des protéines UBA3 (ubiquitin-like modifier activating enzyme 3) et APPBPl 

(APP binding protein 1) (Huang et al., 2004; Rabut et Peter, 2008). NEDD8 se lie sur 

la cystéine active d'UBA3 (Rabut et Peter, 2008). Il y a ensuite transfert de NEDD8 

sur une cystéine active de l'enzyme conjugatrice, E2 (Huang et al., 2007; Rabut et 

Peter, 2008). L'E3 ligase interagit avec le complexe E2-NEDD8 et permet la spécificité 

du substrat en agissant en tant que pont de liaison entre l'E2 et le substrat. Des enzymes 

NEED8 isopeptidases permettent de renverser le NEDDylation sur un substrat et 

permettent le recyclage de NEDD8 (Rabut et Peter, 2008). 

L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle caractérisée par l'ajout 

d'une ou plusieurs Ub sur un substrat. Dans un premier temps, une UBEl, l'enzyme 

activatrice de l'ubiquitine, se lie à la partie C-terminale de l'Ub via une cystéine active 

dans son domaine Cys. Cette réaction requiert la consommation d' ATP (Olsen et Lima, 

2013). Ensuite, l'UBEl transfère l'Ub sur une cystéine active dans le domaine UBC de 

l'UBE2, l'enzyme conjugatrice de l'Ub (Stewart et al., 2016). Finalement, l'UBE3, une 

enzyme Ub ligase, permet le transfert de l'Ub sur le substrat. Dans le cas des UBE3s à 

domaine HECT, l'UBE2 transfère l'Ub sur la cystéine active du domaine HECT. Dans 

le cas des UBE3s à domaine RING, cette dernière ne contient pas de cystéine active 

dans son domaine actif et agit en tant que pont de liaison entre l'UBE2 et le substrat 

(Metzger et al., 2012) (fig. 1.1). Étant donné le caractère réversible de l'ubiquitination, 

une protéine Ub peut être recyclée suite à sa déubiquitination par des protéines 

déubiquitinases (DUB) (Komander, 2009). Cette déubiquitination permet également de 

renverser l'ubiquitination des protéines. Les DUBs participent également dans la 

maturation des protéines ubiquitine qui sera discutée dans la prochaine section. 
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Figure 1.1. Voie de signalisation de l 'ubiquitination. L 'UBE 1 utilise de l' A TP pour 
activer l'ubiquitine (Takamori et al.) qui se lie sur la El (1). L' Ub est ensuite transférée 
sur l'UBE2 (2). L'UBE3 ligase catalyse la dernière étape de la cascade de signalisation 
(3). Après liaison d'une seule Ub sur le substrat, d'autres molécules d'Ub peuvent se 
lier sur la première et former une chaîne de plusieurs Ub. La réaction est réversible par 
l'action d'une DUB. 

1.2 Ubiquitine et les protéines Ubiquitine-like 

1.2.1 Ubiquitine 

Le génome humain code pour quatre formes de la protéine Ub qui seront libérées par 

des enzymes DUBs. Les gènes UBA52 et UBA80 codent pour une protéine d' ubiquitine 

qui sera attachée à la portion N-terminal de deux protéines ribosomales L40 et S27a 

respectivement. Les gènes UBB et UBC codent pour plusieurs copies de la protéine en 

chaîne linéaire (Komander et al. , 2009). L'Ub est une petite protéine de 76 acides 

aminés (fig. 1.2). Elle est composée de cinq feuillets~ avec sept tours renversés, d 'une 

hélice a et d'une petite hélice. La protéine contient seize acides aminés hydrophobes. 

Les ponts hydrogènes intracellulaires permettent de stabiliser la structure et la rendent 
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résistante à la chaleur. Lorsque la protéine se lie à un substrat, il y a un changement de 

conformation médié par la leucine 8 située dans la première boucle de la protéine. Ce 

changement de conformation est important pour l' interaction Ub-protéine. L 'Ub a deux 

surfaces qui sont importantes pour l' interaction avec les autres protéines. La première, 

composée des acides aminés L8, 144, V70 et H68 permet l' interaction avec le 

protéasome. La seconde, composée de Q2, F4 et T12 permet la liaison à d'autres 

protéines et au protéasome. Les deux résidus en C-terminal (G75-G76) sont très 

flexibles et permettent l'attachement de l' Ub sur une enzyme de la machinerie 

d'ubiquitination, un substrat ou sur une autre Ub (Callis, 2014). 

C-Terrninal 

' Lysll 

- Lys48 

.r-.J....--Metl 

Figure 1.2. Structure de la protéine Ub. L'Ub est une petite protéine de 76 acides aminés 
ayant une structure globulaire. Elle est possède un motif Gly-Gly en C-terminal, 
permettant son interaction avec les enzymes de l' Ub et le substrat. L'Ub peut se lier en 
chaîne via ses multiples lysines et la Metl. Figure adaptée de Komander (2009). 

La liaison de l'Ub sur la lysine du substrat se fait via la glycine (G76) située à 

l'extrémité C-terminale de l'Ub. Lors de la poly-Ub, la G76 s'attache sur une des sept 

lysines positionnées au sein d'une autre molécule d'Ub. C'est de cette façon qu' il est 

possible d'obtenir des chaînes d'Ub (Callis, 2014). Les Ubs peuvent également 
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s'attacher via leur portion N-tenninale (Ml), ce qui forme une chaîne linéaire. La 

chaîne d'Ub peut également être formée à l'aide de plusieurs lysines sur des molécules 

différentes d'Ub (chaîne hétérogène). Il est également possible d'avoir des 

branchements, c'est-à-dire que sur une même molécule d'Ub, plus d'un site de lysine 

se lie avec une autre Ub (Komander, 2009). 

1.2.2 Protéines Ubiquitine-like 

Les protéines ubiquitine-like sont des protéilles ayant une homologie de séquence avec 

l'Ub. Il existe plusieurs protéines de ce type qui sont codées par le génome humain. 

Parmi ces protéines, les deux plus connues sont SUMO et NEDD8. Ces deux protéines 

ont une structure similaire à l'Ub et possèdent les deux acides aminés Gly-Gly en C-

terminal conférant une flexibilité de la queue et permettant leur attachement sur une 

autre protéine. Ces deux protéines possèdent également une structure globulaire 

(Kerscher et al., 2006). NEDD8 est la protéine ubiquitine-like ayant la plus grande 

homologie de séquence avec l'Ub à environ 76% (Whitby et al., 1998). SUMO possède 

environ 18% d'homologie de séquence avec l'ubiquitine (Wilson et Heaton, 2008). 

Comme l 'Ub, ces deux protéines peuvent se lier en chaîne via leurs multiples lysines, 

bien que les fonctions associées à la formation des chaînes de ces deux protéines ne 

soient pas bien connues (Gareau et Lima, 2010; Rabut et Peter, 2008). Bien que ces 

deux protéines aient des similarités avec l'Ub, les enzymes impliquées dans les deux 

voies de signalisations ont des spécificités pour l'interaction avec chacune de ces 

protéines. En effet, la spécificité des enzymes impliqués dans la SUMOylation est 

dépendante du motif SIM (SUMO interaction motif) (Gareau et Lima, 2010). 

L'interaction des enzymes de NEDDylation avec NEDD8 est déterminée par le.résidu 

Ala72 chez NEDD8 qui n'interfère pas avec un résidu basique d'UBA3, alors que 

l'interaction Ub-UBA3 est empêchée par la présence d'un résidu Arg72 chez l'Ub qui 

est bloqué par ce même résidu basique chez UBA3 (Souphron et al., 2008). De plus, 

l'interaction entre l'El et l'E2 UBE2M, enzyme de la NEDDylation, est possible par 

une extension unique de la portion N-terminale de la protéine (Huang et al., 2004). 
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1.3 Ubiquitination du substrat 

Il existe plusieurs possibilités d'ubiquitination du substrat. Ces possibilités permettent 

d'engendrer différentes réponses dans la cellule. Il peut y avoir une mono-

ubiquitination, une poly-ubiquitination (chaîne ou embranchement) ou encore une 

poly-monoubiquitination. Les possibilités de chaînes homotypiques sont: Ml , K6, 

Kl 1, K27, K29, K33, K48 et K63. Un branchement est lorsque plus qu'un site de lysine 

d'une molécule d'Ub est occupé par une autre Ub (Swatek et Komander, 2016) (fig. 

1.3). 

Q 
monoUb homotypic mixed branched 

Figure 1.3. Modification du substrat par l'ubiquitination. Sur une lysine du substrat, il 
peut y avoir ajout d'une seule protéine Ub, nommé mono-ubiquitination ou ajout d 'une 
chaîne d'Ub, nommé poly-ubiquitination, qui peut être homotypique, mixte ou 
embranché. Une chaîne homotypique indique que les ubiquitines sont enchaînées par 
l' intermédiaire d ' une seule lysine. Une chaîne mixte indique que plus qu' une seule 
lysine permet de fom1er la chaîne. Un embranchement est lorsqu'il y a formation d' une 
chaîne sur plus d'une lysine d' une même protéine ubiquitine. Figure adaptée de 
Swatek et Komander (2016). 
La première fonction découverte de la voie d'ubiquitination est la dégradation au 

protéosome. La chaîne K48 est la plus répandue dans la cellule et elle est la première 

qui a été découverte comme étiquette pour la dégradation. La chaîne Kl 1 joue un rôle 

dans la régulation du cycle cellulaire par le complexe APC/C (Anaphase promoting 

complexe/cyclosome) via l'UBE2 UBE2S (Wickliffe et al. , 2011 b). Par contre, la 

chaîne KI 1 seule n'est pas un bon substrat pour le protéasome, alors il a été démontré 

- --- -- - - - -----
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que cette chaîne doit être couplée avec la chaîne K48 pour faire cette fonction. 

Finalement, la chaîne K29 médiée par la UBE3 ligase à domaine HECT 

KIAA10/UBE3C permet une association avec le protéasome 26S (Swatek et 

Komander, 2016). 

Depuis, d'autres fonctions ont été associées avec les différentes chaînes d'Ub. 

L'endocytose, médiée par la mono-ubiquitination et les chaînes K63, est un exemple 

(Haglund et Dikic, 2005). En effet, l'UBE3 ligase Cbl fait une multi-ubiquitination du 

récepteur tyrosine kinase (RTK) une fois activée pour induire son endocytose et sa 

dégradation au protéasome (Haglund et al., 2003). La réparation de l' ADN est 

également contrôlée par la mono-ubiquitination et l'ubiquitination par chaine K63 

(Haglund et Dikic, 2005). Par exemple, la protéine FANCD2 (Fanconi anemia protein 

of subtype 2) ubiquitinée interagit avec la protéine suppresseuse de tumeur BRCAl 

(breast cancer 1) pour permettre la réparation del' ADN (Vandenberg et al., 2003). De 

plus, il a également été démontré que la protéine PCNA (proliferating cell nuclear 

antigen) est poly-ubiquitinée en chaîne K63 pour induire la réparation de l' ADN 

(Hoege et al., 2002). Dans le cas de la chaîne K33, celle-ci joue un rôle dans le routage 

des protéines par le réseau trans-Golgien (Swatek et Komander, 2016). Par exemple, la 

poly-ubiquitination de la protéine Cm7 (Coronin7) par l'UBE3 ligase Cullin-3 permet 

le recrutement de Cm7 dans le réseau trans-Golgien (Yuan et al., 2014). Les chaînes 

Ml et K63 jouent un rôle dans l'activation de NF-KB (Swatek et Komander, 2016). Par 

exemple, le domaine UBAN (ubiquitin binding in ABIN and NEMO) de la protéine 

NEMO, qui fait partie du complexe IKK (inhibitor-of- KB kinase), reconnaît la chaîne 

linéaire d'ubiquitine Ml sur NF- KB pour activer NF- KB (Rahighi et al., 2009). La 

même protéine peut également être ubiquitinée en chaîne K63 et en chaîne mixte 

Ml/K63. Les chaînes K6 et K63 jouent un rôle dans la mitophagie médiée par Parkin. 

En effet, PINKl, une kinase, est accumulée lorsqu'il y a un dérèglement de la 

mitochondrie. Cette protéine phosphoryle l 'Ub, permettant le recrutement de Parkin à 

la mitochondrie. Il y a ensuite phosphorylation de Parkin pour permettre son activation. 
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Parkin activée ubiquitine USP30 permettant le recrutement de NDP52 et d'OPTN pour 

induire la mitophagie. Les chaînes K6 et K33 jouent un rôle dans la réponse au stress 

causé par les rayons UV sur l' ADN (Swatek et Komander, 2016). Par exemple, le 

complexe UBE3 ligase BRCA l/BARD 1 fait les deux types de chaînes suite à ce stress 

génotypique (Morris et Solomon, 2004). Finalement, la chaîne K27 permet le 

recrutement de protéines. En effet, l 'ubiquitination de l 'histone H2A et H2A.X par 

UBE3 ligase à domaine RING RNF168 permet le recrutement de la protéine 53BP1 

(p53 binding protein 1) à l' ADN endommagé pour induiFe la réparation de l' ADN 

(Gatti et al., 2015). 

1.4 Enzymes de l'ubiquitination 

1.4.l UBEl 

L'UBEl est la première enzyme de la cascade enzymatique de l'ubiquitination et elle 

est appelée l'enzyme activatrice de l'Ub. En cellule, cette enzyme coexiste dans un 

complexe UBEl-ATP-Ub. Le mécanisme d'interaction entre l'UBEl et l'Ub est, dans 

un premier temps, une adénylation suivie d'une liaison thioester entre le résidu C-

terminal de l'Ub et un résidu cystéine de l'UBEl. En premier lieu, l'UBEl se lie à 

l' ATP, qui sera hydrolysée en AMP par l'UBEl, ce qui permet la liaison de l'UBEl à 

la portion C-terminale de l'Ub (Callis, 2014). Ceci forme une Ub adénylée qui se lie 

de façon non covalente au domaine pseudo-dimérique d'adénylation de l'UBEl. Cette 

liaison provoque une rotation de 130° du domaine Cys pour positionner ce domaine à 

proximité de la portion C-terminale de l'Ub. Le domaine Cys est l'endroit où est situé 

la cystéine active permettant la liaison covalente à l'Ub par un lien thioester. C'est à ce 

moment qu'il y a formation du lien thioester entre l'Ub et l'UBEl. Après, l'UBEl 

retourne à sa conformation initiale pour· faire une autre adénylation. Le domaine Ub-

fold (UFD) permet le recrutement de l'UBE2 pour que l'UBEl puisse transférer l'Ub 

à l'UBE2 par un mécanisme de transthiolation. Lorsque les deux sites, d'adénylation 
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et de thioester sont occupés, il y a un meilleur recrutement de l'UBE2 (Olsen et Lima, 

2013). 

1.4.2 UBE2 

L'UBE2 est la seconde enzyme impliquée dans la voie de signalisation de 

l'ubiquitination et elle est aussi appelée l'enzyme conjugatrice de l'Ub. Dans le génome 

humain, il existe environ une quarantaine d'UBE2 impliquée dans cette voie ou encore 

dans d'autres voies de signalisation faisant appel à des protéines Ub-like (ex.: SUMO, 

NEDD8). Ces enzymes UBE2 n'ont qu'un seul domaine catalytique, UBC, qui permet 

de faire une transthiolation, soit le transfert de l'Ub de UBEl à UBE2, et le transfert de 

l 'Ub de UBE2 à l 'UBE3 à domaine HECT. Ce même domaine permet aussi le transfert 

de l'Ub sur le substrat par un processus de transthiolation appelé aminolyse. Ce 

domaine UBC, d'environ 150 ·acides aminés, est composé de quatre hélices a et de 

quatre feuillets p (Stewart et al., 2016). 

Il existe plusieurs types d'UBE2 qui diffèrent par leurs caractéristiques. Par exemple, 

l'UBE2L3 transfère l'Ub sur une cystéine au lieu d'une lysine, indiquant que cette 

enzyme ne peut qu'interagir de façon fonctionnelle avec une UBE3 à domaine HECT 

ou une UBE3 de type RBR tel que Parkin et HHARI (Wenzel et al., 201 la). L'étude 

de Wang et al. (2007) a démontré qu'UBE2J2 effectue le transfert d'Ub sur un 

groupement hydroxyle (sérine ou thréonine) du complexe majeur d'histocompatibilité 

à l'aide de l'UBE3 ligase virale à domaine RING, murine K3. L'UBE2W est 

particulière, car elle ne peut que transférer l'Ub sur la portion N-terminale désordonné 

d'un substrat. En effet, Scaglione et al. (2013) ont démontré qu'UBE2W permet 

l'ubiquitination d'ataxin-3 même lorsque toutes les lysines du substrat sont mutées par 

une arginine. La raison de cette spécificité est que la portion C-terminale de son 

domaine UBC est désordonnée et dynamique. Étant donné que la portion N-terminale 

de l'Ub est ordonnée, UBE2W ne peut que faire une mono-ubiquitination. La mono-

ubiquitination peut être exploitée par d'autres UBE2s permettant la formation d'une 
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chaîne d'Ub sùr la première Ub ajoutée par UBE2W (Christensen et al., 2007). Les 

UBE2s qui peuvent former des chaînes d'Ub vont utiliser des mécanismes propres à 

chacune des enzymes (Stewart et al., 2016). Par exemple, l'étude de cristallographie 

d'Eddins et al. (2006) a démontré qu'UBE2N, une enzyme spécifique à la formation 

de chaîne K63, utilise l'aide d'un de ses cofacteurs, UBE2Vl ou UBE2V2 qui 

positionne l'Ub sur le substrat pour rendre disponible la K63 au sein de la molécule 

d'Ub. De plus, une étude cristallographique par Middletonet Day (2015) indique 

qu'UBE2K, une enzyme spécifique à la formation d'une chaîne K48, utilise les acides 

aminés proches du site actif de l 'UBE2 qui interagissent avec une tyrosine à proximité 

de la K48 de l'Ub sur le substrat pour faire l'élongation de la chaîne. Un autre exemple 

est l 'UBE2S qui utilise des résidus acides dans la dernière hélice de son domaine UBC 

afin de former une chaîne Kl 1 (Wickliffe et al., 201 la). La famille des UBE2D est très 

réactive et peut former n'importe quel type de chaîne. Les enzymes UBE2N, UBE2S 

et UBE2Rl ne sont pas capables de lier directement une Ub sur le substrat. Elles ont 

besoin d'une autre UBE2 qui installe la première Ub (Stewart et al., 2016). En effet, 

des études ont fait un essai d'ubiquitination in vitro avec les UBE3s BRCAl 

(Christensen et al., 2007), CHIP et TRAF6 (Windheim et al., 2008) et les UBE2s, 

UBE2N et UBE2V 1. Celles-ci ont démontré que ces UBE2s ne pouvaient lier une 

chaîne d'Ub lorsqu'elles interagissaient seules avec l'UBE3 (Christensen et al., 2007; 

Windheim et al., 2008). 

1.4.3 UBE3 

L 'UBE3 est la dernière enzyme impliquée dans la voie de signalisation de 

l'ubiquitination et elle est appelée l'enzyme ligase. À ce jour, quatre classes d'UBE3 

ont été caractérisées: HECT, RING, RING-IBR-RING (RBR) (Zheng et Shabek, 2017) 

et U-BOX (Hatakeyama et al., 2001). 

Il existe environ une trentaine d'UBE3 à domaine HECT (Homologous to E6-AP C-

Terminus) codée par le génome humain (Rotin et Kumar, 2009). Le domaine HECT, 
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constitué d'environ 350 acides aminés est situé dans la portion C-terminale de 

l'enzyme. Ce domaine est séparé en deux sous-unités. La sous-unité N-terminale 

permet l'interaction avec l'UBE2. La portion C-terminale du domaine est l'endroit où 

il y a le site actif contenant la cystéine permettant de former le lien thioester avec l'Ub 

(Huang et al., 1999). Lors de l'interaction avec l'UBE2, la partie C-terminale du 

domaine HECT se rapproche pour permettre le transfert de l'Ub (Ogunjimi et al., 

2005). Le type de chaîne d'Ub formé par cette UBE3 est dépendant des soixante 

derniers acides aminés de la portion C-terminale du domaine HECT (Kim et 

Huibregtse, 2009). La portion N-terminale de la protéine permet de cibler les substrats. 

Les UBE3 à domaine RING (Really Interesting New Gene) sont les plus abondantes 

du génome humain avec environ 600 enzymes. Ce domaine a un motif à doigt de zinc 

nécessite la liaison de deux ions de zinc pour permettre la stabilité de la structure. La 

coordination du zinc se fait avec des résidus cystéines et histidines espacés pour former 

une structure en forme de croix (Metzger et al., 2012). Le domaine RING est classé en 

trois sous-groupes selon la position des histidines et des cystéines permettant la 

coordination du zinc. Le sous-groupe RING-H2 possède deux histidines à la position 

trois et quatre dans le domaine alors que le sous-groupe RING-HC possède une 

histidine à la position trois et une cystéine à la position quatre et le sous-groupe RING-

CH contient une cystéine à la position trois et une histidine à la position quatre (fig. 

1.4) (Nakamura, 2011). La liaison au domaine UBC de l'UBE2 par le domaine RING 

est possible grâce à l'hélice a centrale de l'UBE3. Il existe des UBE3s à domaine RING 

qui se lient à l'UBE2 par l'intermédiaire d'un autre domaine de liaison à UBC (Metzger 

et al., 2014). 
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Figure 1.4. Les trois types de domaine RING. Le domaine RING est classé en trois 
sous-groupes selon la position des histidines et des cystéines permettant la 
coordination du zinc. Le sous-groupe RING-H2 possède deux histidines à la position 
trois et quatre dans le domaine alors que le sous-groupe RING-HC possède une 
histidine à la position trois et une cystéine à la position quatre et le sous-groupe RING-
CH contient une cystéine à la position trois et une histidine à la position quatre. Figure 
adaptée de Nakamura (2011). 

Les UBE3s à domaine RING peuvent fonctionner en monomère, en dimère ou encore 

en complexe. Lors de la dimérisation, il peut y avoir une homodimérisation ou une 

hétérodimérisation. Lors de l ' hétérodimérisation, une des deux enzymes n' est pas active 

et va plutôt permettre de stabiliser l' interaction avec l'UBE2 (Metzger et al. , 2012). Par 

exemple, dans l'hétéromère formé par BRCAl-BARDl, l'UBE3 qui interagit avec 

l 'UBE2 et celui qui est actif est BRCA 1 alors que BARD 1 permet la stabilisation du 

complexe BRCA1-UBE2 in vivo (Joukov et al. , 2001). Dans l'hétéromère Mdm2-

MdmX, l'UBE3 Mdm2 est active et peut faire sa fonction d'UBE3 ligase seule ou en 

homodimère in vitro. MdmX est inactive et ne peut fonctionner en homodimère, mais 

elle permet la stabilisation de la liaison du complexe Mdm2-MdmX à l' UBE2 et au 

substrat (Uldrijan et al. , 2007). Lors de l'homodimérisation, les deux UBE3s peuvent se 

lier aux UBE2s. Des exemples d'homodimères sont RNF4, BIRC7 et CHIP (protéine 

ayant un domaine U-BOX). Comme les UBE3s à domaine RING, les UBE3s ayant un 

domaine U-BOX interagissent avec le complexe UBE2-Ub et agit en tant que pont de 

liaison entre l'UBE2 et le substrat. Le domaine U-BOX de ces UBE3s ne coordonne pas 

d'ion de zinc, ce qui différencie ces enzymes des UBE3s à domaine RING. Par contre 

la structure tertiaire du domaine est similaire au domaine RING pour l' interaction avec 

l'UBE2 (Metzger et al. , 2014). Une étude d' Hatakeyama et al. (2001) indique qu'une 
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UBE3s à domaine U-BOX, UFD2a, peut également interagir avec une protéine Ub sur 

un substrat permettant de faciliter l'élongation d'une chaîne d'Ub. 

La classe d'UBE3 la plus récente, la RBR (RING-IBR-RING), est un hybride des 

UBE3s à domaine RING et HECT (Wenzel et al., 201 la). Jusqu'à ce jour, il existe 

environ une dizaine de ce type d'UBE3 (Spratt et al., 2014) dont Parkin qui est l'un des 

membres les plus connus (Wenzel et al., 201 la). Cette enzyme comporte deux 

domaines RING, RINGl et RING2 et un autre segment entre les deux RING qui 

coordonne des ions de zinc (Zheng et al., 2000). Le domaine RING 1 est le domaine de 

liaison à l'UBE2 alors que le domaine RING2 est celui où il y a la cystéine active pour 

permettre la liaison à l'Ub. La régulation de l'activité ligase de la protéine se fait via la 

portion Cou N-terminale, dépendamment de l'enzyme. Le type de chaîne que formera 

l'enzyme est caractérisé par le domaine catalytique, RING2. L'hélice a de la région C-

terminale du domaine RING2 dirige l'orientation de l'Ub· sur le substrat (Zheng et 

Shabek, 2017). 

1.5 UBE3 à domaine RING transmembranaire 

1.5.1 Particularités 

Jusqu'à ce jour, il existe 49 UBE3 à domaine RING connues qui contiennent un 

domaine transmembranaire. Il existe trois grandes familles d'UBE3s 

transmembranaires à domaine RING dont la famille TRIM (tripartite motif-

containing), la famille PA-TM-RING et la famille MARCH (membrane-associated 

RING-CH). La structure de la famille TRIM est caractérisée par la présence d'un 

domaine RING-HC, d'un ou de plusieurs domaines B-BOX et une région super-hélice. 

Le domaine B-BOX a des similarités de structure avec le domaine RING par la 

coordination de deux ions de zinc. Le domaine super hélice est important pour la 

localisation subcellulaire de l'enzyme et permet la formation d'oligomère de celle-ci. 

La structure de la famille PA-TM-RING est composée d'un domaine PA (association 

aux protéases), d'un domaine transmembranaire (Westmark et al.) et d'un domaine 
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RING-H2. La plupart des protéines dans cette famille possèdent un signal peptide dans 

la portion N-terminale de la protéine. Le domaine PA est localisé dans le compartiment 

extracellulaire ou dans le lumen et est impliqué dans les interactions protéines..; 

protéines. Par exemple, il a été démontré par Su et al. (2009) que le domaine PA de 

l'UBE3 GRAIL (Gene Related to Anergy In Lymphocytes) permet de reconnaître et 

d'interagir avec son substrat CD83. La structure de la famille MARCH est composée 

de domaines transmembranaires et d'un domaine RING-CH. Certaines UBE3s de cette 

famille, tel que MARCH4, MARCH9 et MARCHl 1 possèdent une séquence C-

terminal riche en proline, impliqué dans les interactions protéine-protéine (Nakamura, 

2011). 

Les UBE3s RING à domaine transmembranaire sont impliquées dans plusieurs 

processus cellulaires, tels que la dégradation des protéines dans le réticulum 

endoplasmique (ER), la prolifération cellulaire et la différentiation, l'apoptose et 

!'endocytose des protéines membranaires (Nakamura, 2011). Par exemple, l'UBE3 

ligase RNFl 70 permet la régulation de la signalisation du calcium via l'induction de la 
/ 

dégradation d'IP3R (récepteur inositol triphosphate) pour cibler le récepteur dans la 

voie BRAD (ER-associated degradation) (Lu et al., 2011). Ensuite, l'enzyme RNF13 

est impliquée dans la différenciation cellulaire en contribuant à la myogenèse en 

régulant de manière négative la prolifération cellulaire (Bocock et al., 2009). Joo et al. 

(2011) ont démontré que l'UBE3 RFP2 permet l'induction de l'apoptose induite par 

les rayons UV chez les cellules HEK.293 en induisant l'ubiquitination de protéines anti-

apoptotiques, la kinase Akt et l'UBE3 Mdm2, entraînant leur dégradation. 

L'ubiquitination de Mdm2 stabilise p53 et l'ubiquitination d' Akt inhibe la signalisation 

anti-apoptotique. Les enzymes MARCH4 et MARCH9 sont impliquées dans la 

régulation de la réponse immunitaire par la régulation négative des protéines MHC 1, 

CD4, ICAM-1 et Multl (Nakamura, 2011). L'activité, de MARCH4 induit 

l 'ubiquitination en chaîne K63 de CD4, entraînant une dégradation au niveau des 
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lysosomes (Barriere et al., 2007). L'activité de MARCH8 induit la dégradation 

lysosomale des protéines CD44 et CD98 (Eyster et al., 2011 ). 

1.5.2 RNF167 

RNF 167 est une UBE3 à domaine RING-H2 faisant partie de la famille PA-TM-RING. 

Le domaine RING est situé dans la portion C-terminale de la protéine. Cette enzyme 

fait partie d'une des 49 UBE3s ligase à domaine RING ayant un domaine 

transmembranaire au sein du génome et une des 5 UBE3 s qui sont localisées aux 

endosomes. Elle contient également un signal peptide pour permettre son 

acheminement à la membrane plasmique (Lussier et al., 2012). La protéine aurait 

également un domaine de liaison aux protéases (PA-domain) impliqué dans les 

interactions protéine-protéine. van Dijk et al. (2014) ont identifié une mutation au 

niveau de ce domaine pouvant être la cause de tumeur, ce qui suggère un rôle de 

suppresseur de tumeur pour RNF167. De plus, cette même étude a déterminé que le 

domaine PA joue un rôle dans la localisation de la protéine aux endosomes (van Dijk 

et al., 2014). RNF167 possède deux sites de glycosylation situés dans le PA-domain, 

N33 et N79, qui pourraient empêcher la dégradation de la·protéine dans les lysosomes. 

RNFl 67 joue un rôle dans la dégradation des AMPARs via leur endocytose et leur 

dégradation dans les lysosomes (Lussier et al., 2012). De plus, il a été démontré que 

RNF167 peut également entraîner l'ubiquitination de la protéine SNARE Vamp3, ce 

qui empêcherait la fusion des endosomes à la membrane plasmique (Y amazaki et al., 

2013). RNF167 joue également un rôle dans l'ubiquitination d'une protéine 

suppresseuse de tumeur, TSSC5 (Yamada et Gorbsky, 2006). Finalement, RNF167 est 

impliquée dans la distribution subcellulaire des endosomes en contrôlant l'abondance 

de la protéine Arl8B. Arl8B lie la kinésine KIF5B (plus-end motor ki_nesin-1) pour 

réguler le transport antérograde (Deshar et al., 2016), qui est le mouvement des 

lysosomes vers la portion positive des microtubules (Pu et al., 2016). 
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1.6 Interaction UBE2-UBE3 à domaine RING 

L'interaction entre ces deux protéines a une faible affinité, de l'ordre des µM (Buetow 

et al., 2015), ce qui rend difficile la co-purification (Stewart et al., 2016). Au niveau du 

domaine UBC de l'UBE2, la liaison avec l'UBE3 s'effectue via les résidus dans 

l'hélice a 1 et les boucles 4 et 7. L'interaction se fait lorsque l 'UBE2 est couplée avec 

.l'Ub. Sans l'UBE3, le complexe UBE2-Ub est en conformation ouverte. Lorsque 

l'UBE2 se lie au domaine RING de l'UBE3, le complexe subit un changement de 

conformation pour être en conformation fermée. Ceci implique que l'Ub se rapproche 

de l'UBE2 par des interactions avec la pochette hydrophobe proche du résidu 144 de 

l'Ub et les résidus dans l'hélice a au-dessus des feuillets~ dans le domaine UBC de 

l'UBE2. L'état fermé est l'état actif pour produire une aminolyse (Stewart et al., 2016). 

Ceci est possible grâce à un résidu arginine en dehors du domaine RING de l'UBE3 

permettant la liaison UBE2-UBE3-Ub et donnant la conformation fermé du complexe 

UBE2-Ub. Ce mécanisme a tout d'abord été caractérisé avec une UBE3 en forme 

d'homodimère, RNF4 (Zheng et Shabek, 2017) et le même mécanisme a été démontré 

chez une UBE3 interagissant en monomère, CBL-B (Dou et al., 2013). Un résidu 

conservé, soit une arginine, une lysine ou une asparagine, dans le domaine RING des 

UBE3s forme un lien hydrogène avec un groupement carbonyle de la boucle 7 de l'Ub 

et à d'autres groupements dans la queue de l'Ub. Ceci permet le positionnement de la 

queue C-terminale de l'Ub pour une attaque nucléophile de la lysine cible sur le substrat 

(fig. 1.5) (Stewart et al., 2016). La faible affinité d'interaction entre l'UBE3 et l'UBE2 

est un mécanisme employé pour faire des élongations de chaîne d'ubiquitine, par 

exemple, en alternant la liaison de plusieurs UBE2s avec le domaine RING de l'UBE3 

(Zheng et Shabek, 2017). 
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Figure 1.5. Activation du complexe UBE2-Ub par une UBE3 à domaine RING. Sans 
l'UBE3 à domaine RING, le complexe UBE2-UB est sous la forme ouverte, qui est la 
forme inactive pour l'ubiquitination du substrat. L'UBE3 à domaine RING permet 
d' activer le complexe en stabilisant une forme refermée du complexe UBE2-Ub. 
Figure adaptée de Stewart et al. (2012). 

1. 7 Contexte de l'étude 

L 'ubiquitination est une modification post-traductionnelle qui joue un rôle important 

dans le cerveau pour réguler l'expression de protéines. Entre autres, cette modification 

permet le développement des synapses, le contrôle du relâchement des 

neurotransmetteurs et la plasticité neuronale par le changement d'expression de 

récepteurs dans le PSD (post-synaptic density) (Jiang et al. , 2006). Par exemple, la 

protéine PSD-95, qui permet la stabilisation des récepteurs du glutamate, NMDAR 

(N-methyl-D-aspartate) et AMPAR (a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-

isoxazolepropionic acid) (Chen et al., 2011 ), est ubiquitinée. Cette ubiquitination a 

pour effet de diminuer l' expression de ces récepteurs au PSD (Jiang et al. , 2006). 

L 'ubiquitination des AMP ARs permet la régulation de la mémoire par le processus de 

plasticité neuronale (Mabb et Ehlers, 2010). Les récepteurs ionotropiques du glutamate, 

AMPA et NMDAjouent un rôle au niveau de l' apparition de nouvelles mémoires. En 

effet, lorsqu' il y a une LTP (long term potentiation), il y a une augmentation de 

l'expression des AMP ARs à un certain nombre de synapses. L'activation des AMP ARs 

médie l ' influx d' ions sodium qui permet une dépolarisation de la membrane et 

l ' activation des NMDARs permettant l'influx de calcium. La dépolarisation du neurone 

et la stimulation des NMDARs permettent la formation de nouvelles mémoires. 
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L'influx des ions calcium active la CaMKII qui phosphoryle la sous-unité GluAl du 

récepteur AMP A. Cela augmente la conductance et la probabilité d'ouverture de la 

sous-unité. La phosphorylation de GluAl par la PKC est aussi importante pour 

l'induction de la L TP. Les synapses qui ne contiennent pas d' AMP ARs sont dites 

silencieuses (Chater et Goda, 2014) 

Les AMPARs sont formés de quatre sous-unités homologues soient GluAl à GluA4. 

(Traynelis et al., 2010). Une étude de Widagdo et al. (2015) a démontré que les 

AMP ARs sont ubiquitinés en chaîne K63 au niveau des endosomes. De plus, cette 

même étude a établi que les sous-unités GluAl à GluA4 peuvent se faire ubiquitiner 

(Widagdo et al., 2015). 

Il existe quatre UBE3s connues comme ayant un rôle dans l'ubiquitination des 

AMPARs. La Nedd4-1 est une UBE3 ligase à domaine HECT (Homologous to E6-AP 

C-Terminus). L'enzyme Nedd4-1 localise aux synapses suite à l'activation des 

AMP ARs. Il faut que le domaine C2 de l'enzyme soit fonctionnel, ce qui va permettre 

la liaison calcium-dépendante aux phospholipides. La Nedd4-2, une autre UBE3 ligase 

à domaine HECT, a besoin d'être liée à la protéine adaptative 14-3-31:: afin d'ubiquitiner 

la sous-unité GluAl (Widagdo et al., 2017). RNF167 est une UBE3 à domaine RING 

(Really Interesting New Gene) qui est localisée au niveau de la membrane plasmique, 

des endosomes et des lysosomes. Il a été démontré qu'une perte de la fonction de cette 

enzyme augmente significativement le niveau d'expression membranaire de la sous-

unité GluA2 (Lussier et al., 2012; Widagdo et al., 2017). L'UBE3 ligase à domaine 

RING, APCl 1 associé à la sous-unité catalytique du complexe promoteur d'anaphase 

APCCdhI est la quatrième UBE3 impliquée dans l'ubiquitination des AMPARs. La Cdhl 

est l'activateur du complexe. La Cdhl se lie, via son domaine WS40 au motif Dbox du 

domaine N-terminal de GluAl, ce qui permet l'ubiquitination de la sous-unité. Par 

contre, lorsqu'il y a une diminution de l'expression du complexe APC, il n'y a pas de 

changement de l'expression du récepteur. Conséquemment, l'hypothèse est plutôt que 
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APCCdhl serait impliqué dans l'ubiquitination d'autres protéines impliquées dans le 

recyclage des AMPARs, ce qui entraînerait leur dégradation (Widagdo et al., 2017). 

1.8 Problématique et objectifs 

La voie de l'ubiquitination au niveau de la portion pré et post-synaptique d'un neurone 

joue un rôle important dans la plasticité neuronale, définie par un changement dans 

l'expression de récepteurs à la membrane post-synaptique. Le récepteur AMP A est un 

exemple de récepteur dont l'expression est régulée par l 'ubiquitination. RNF 167 est 

une des UBE3s responsables de l'ubiquitination des AMPARs suite à !'endocytose du 

récepteur, ce qui mène à sa dégradation au niveau des lysosomes. Étant donné que 

RNF167 est une UBE3 à domaine RING, ce n'est pas cette enzyme qui est responsable 

de l'ajout de l'ubiquitine sur le substrat. En effet, RNF167 agit en tant que pont de 

liaison entre l'UBE2 et le récepteur. Jusqu'à présent, l'UBE2, interagissant avec 

RNF167 et permettant l'ubiquitination des AMPARs, n'est pas connue. 

Le but principal de cette étude est de caractériser l'interaction entre RNF167 et les 

UBE2s pour tenter de trouver l'UBE2 responsable de l'ubiquitination des AMPARs. 

Pour ce faire, les sous-objectifs suivants ont été réalisés: 

)- Purification d'une forme recombinante de RNF167, 

)- Détermination des UBE2s qui interagissent de façon fonctionnelle avec 

RNF167, 

)- Caractérisation de l'interaction entre RNF167 et UBE2N: 

)- Confirmation de leur interaction par des essaies in vitro, 

)- Détermination de la cinétique de liaison entre ces deux protéines, 

)- Caractérisation de la localisation par immunofluorescence et par 

fractionnement subcellulaire d'un cortex de souris. 



CHAPITRE II 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

2.1 Anticorps 

La description des anticorps utilisés est indiquée dans le tableau 2.1. 

Tableau 2.1. Description des anticorps utilisés lors des essais d'immunobuvardage et 
d' immunofluorescence. 

Anticorps Compagnie Clone Numéro de Animal Dilution catalogue 
anti-HA.11 8iolegend 16812 901502 Souris 1/1000 

anti-GFP Life Technologies A6455 Lapin 1/1000 

anti-RNF167 Voir Lussier et al., 2012 Lapin 1/500 

anti-U8C13 8ioRad polyclonal VPA00090KT Lapin 1/1000 

anti-Uev1a 8ioRad polyclonal VPA00598KT Lapin 1/1000 

anti-U8E2V2 8ioRad polyclonal VPA00672KT Lapin 1/1000 

anti-PSD95 Cell Signaling D27E11 3450 Lapin 1/1000 Technology 

anti-GluN1 Cell Signaling 06587 5704 Lapin 1/1000 Technology 
anti- Cell Signaling 035E4 5461 Lapin 1/1000 synaptophysin Technology 

anti-GFAP Santa Cruz polyclonal Sc-6170 Chèvre 1/1000 

anti-Histone H3 Cell Signaling D1H2 4499 Lapin 1/1000 Technology 
anti-mouse Alexa Life Technologies polyclonal A11019 Chèvre 1/1000 Fluor 568 
anti-mouse HPR- Cell Signaling polyclonal 7074 Cheval 1/10000 linked Technology 
anti-rabbit HRP- Cell Signaling polyclonal 7076 Chèvre 1/10000 linked Technology 
anti-goat HRP- - polyclonal - Souris 1/10000 linked 
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2.2 Constructions plasmidiques 

L' ADN codant pour RNF167-HA (a.a.195-350) a été optimisé pour expression dans 

les bactéries, synthétisé à GenScript puis cloné dans pGEX-4T-1 (Annexe A). L'ADN 

codant pour HA-RNF167-6xHis (a.a. 195-350) a été synthétisé puis cloné dans le 

plasmide pET-52B(+) (GenScript) (Annexe B). L'ADN codant pour 6xHis-UBE2N a 

été synthétisé puis cloné dans le plasmide pET-17b (GenScript) (Annexe C). L'ADN 

codant pour UBE2N a été excisé du plasmide pET-17b-6xHis-UBE2N (avec BamHI 

et EcoRI) et inséré dans les plasmides pGEX-4T-1 (GE Healthcare) (Annexe A) par 

les sites BamHI et EcoRI (Annexe E) et pEGFP-Cl (Clontech) (Annexe D) par les sites 

Bglll et EcoRI (Annexe E). L' ADN codant pour HA-RNF167-6xHis a été excisé du 

plasmide pET-52b(+) (avec BamHI et Sali) et inséré dans le plasmide pGEX-4T-1 (GE 

Healthcare) (Annexe A) par les sites BamHI et Sali (Annexe F). 

2.3 Purification 

2.3 .1 Transformation bactérienne 

Les bactéries E. coli BL21 (DE3) gold (Agilent technologies) ont été utilisées pour 

l'expression de protéines. Les bactéries E. coli DH5a (Invitrogen) ont été utilisées pour 

l'extraction des plasmides. 10 µL de bactéries compétentes ont été incubés sur glace 

avec 1 µL d' ADN plasmidique pendant 30 minutes, suivi de 45 secondes à 42°C et 

d'une incubation de 2 minutes sur glace. 200 uL de milieu LB (10 g/L NaCl, 10 g/L 

peptone et 5 g/L extrait de levure) ont été ajoutés en condition stérile et les bactéries 

ont été incubées à 3 7°C avec légère agitation pendant 30 minutes. Selon le plasmide, 

50 µLet 150 µL ont été mis sur un pétri LB-Agar-Amp (10 g/L NaCl, 10 g/L peptone, 

5 g/L extrait de levure, 15 g/L Agar et 100 µg/mL ampicilline) ou LB-Agar-Kan (10 

g/L NaCl, 10 g/L peptone, 5 g/L extrait de levure, 15 g/L Agar et 50 µg/mL 

kanamycine) en condition stérile. Les plaques ont été incubées à 3 7°C pendant 16h, 

utilisées immédiatement ou scellées et rangées à 4 °C jusqu'à leur utilisation. 
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2.3.2 Amplification d' ADN plasmidique (Midi Prep) 

Une colonie de bactéries E. coli DH5a (Invitrogen) transformées a été prélevée et 

cultivée dans 100 mL de milieu de culture LB-Amp (10 g/L NaCl, 10 g/L peptone, 5 

g/L extrait de levure et 100 µg/mL ampicilline) ou LB-Kan (10 g/L NaCl, 10 g/L 

peptone, 5 g/L extrait de levure, et 50 µg/mL kanamycine) pendant 16h à 200 rpm et 

3 7°C. Le Genopure Plasmid Midi Kit (Roche) a été utilisé pour l'extraction et la 

purification des plasmides. Les culots ont été séchés pendant 16h avant d'être 

solubilisés dans 20 à 50 µL tampon TE (10 mM Tris/HCl pH 8.0 et 1 mM EDTA). La 

quantification des plasmides a été faite à l'aide du NanoDrop (Thermo Scientific). 

2.3.3 Optimisation expression des protéines dans les bactéries 

Une colonie de bactéries a été inoculée dans 20 mL de milieu LB-Amp. La croissance 

s'est effectuée pendant 16h à 200 rpm à 37°C. La culture a été transférée dans 200 mL 

LB-Amp et les bactéries ont poussé jusqu'à l'obtention d'une densité optique à 600 nm 

équivalente à 0.6. 5 mL de bactérie a été utilisée pour faire les tests d'induction. Pour 

l'optimisation de l'expression de GST-RNF167-HA, la condition de référence était 

une induction de 2h, 0.1 mM IPTG, 30°C et 1 µM ZnCh. Le temps (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 

2.5, 3, 4h), la température (23, 30 et 37°C), la concentration d'IPTG (0, 0.03, 0.1, 0.3, 

1 mM à 23 et 30°C) et la concentration en ZnCh (0, 0.03, 0.1, 0.3 et 1 µM) ont été 

testés. Les bactéries ont été culotées en centrifugeant à 3000 x g pendant 20 minutes à 

4 °C. Les culots de bactéries ont été lysés dans un volume équivalent à 1110 du volume 

de culture dans du tampon de lyse GST (20 mM Tris/HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 % 

Triton X-100, lmM DTT et lmM PMSF). Le lysat a été agité 20 minutes, 4°C, 15 

tours/minutes. Le lysat total de protéines a été récupéré dans le surnageant à la suite 

d'une centrifugation de 30 minutes, 16000 x g à 4°C. La résine d'affinité Glutathione 

Sepharose (GE Healthcare) a été équilibrée à 5 reprises avec du tampon de lyse GST 

et culotée en centrifugeant pendant 1 minute, 376 x g à 4°C. Les lysats de protéines 

ont été incubés avec la résine pré-équilibrée pendant 1 heure à 4 °C, 15 tours/minutes. 
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La résine a été lavée à 5 reprises avec du tampon de lyse GST et culotées en 

centrifugeant pendant 1 minute, 376 g à 4°C. Un volume équivalent au volume de 

résine de tampon GST a été ajouté. Les protéines purifiées et immobilisées sur la résine 

ont été éluées avec un volume équivalent au volume de liquide avec du tampon de 

chargement Laemmli 2x (100 mM Tris/HCl pH 6.8, 20% glycérol, 2% SDS, 0.2% bleu 

de bromophénol et 10% B-mercaptoéthanol). 20 µL de l' élution a été chargée sur un 

gel SDS-PAGE 10%. Après la migration, les gels ont été lavés 3x 5 minutes avec de 

l'eau nanopure et les protéines ont été révélées avec le colorant Gel Code Blue 

(ThermoScientific) pendant 16h. La décoloration du gel a été effectuée 3x 5 minutes 

avec de l'eau nanopure. La photo a été prise avec l'appareil ChemiDoc MP (BioRad). 

Pour l'optimisation de l'expression de HA-RNF167-6xHis, les bactéries ont été mises 

en culture comme décrit plus haut. Les paramètres d'induction de références étaient 

d'utiliser une concentration d'IPTG à 0.5 mM avec une concentration de Zn Ch de 1 µM 

pendant 2h à 30°C. Le temps (1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4h), la température (23, 30 et 37°C), la 

concentration d'IPTG (0, 0.05, 0.1, 0.5, 1 et 2 mM) et la concentration en ZnCh (0, 

0.05, 0.1, 0.5, 1 et 2 µM) a été testé. Les bactéries exprimant la protéine d'intérêt ont 

été recueillies par centrifugation à 3000 x g pendant 20 minutes à 4 °C. Les culots de 

bactéries ont été lysés dans 1110 du volume de culture avec un tampon de _lyse (20 mM 

Tris/HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% Triton X-100, 0.5 mM DTT et lmM PMSF). Le 

lysat a été incubé pendant 20 minutes, 4 °C, 15 tours/minute. Le lysat total de protéines 

a été obtenu dans le surnageant suivant une centrifugation pendant 30 minutes, 16000 

x g à 4 °C. La concentration en protéine a été déterminée à l'aide du Pierce ™BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Scientific, #23227). Une courbe standard de BSA de 0 à 

2000 µg/mL a été réalisée. La microplaque a été incubée à 37°C pendant 30 minutes 

suivi de 5 minutes à température pièce. La microplaque a été lue à l'aide du lecteur à 

microplaque (Molecular Devi ces) à 562 nm. 5 µg de protéines totales a été chargé sur 

un gel SDS-PAGE 12% et un immunobuvardage anti-HA a été réalisé. Les protéines 
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HA-RNF167-6xHis ont été révélées à l'aide du Clarity Western ECL Substrate 

(BioRad) et à l'aide du ChemiDoc MP (BioRad). 

2.3 .4 Expression des protéines et extraction 

Une colonie de bactéries transformées par le vecteur pGEX-4T-1 RNF167-HA a été 

prélevée pour inoculer 200 mL de milieu LB-Amp (10 g/L N aCl, 10 g/L peptone, 5 g/L 

yeast extract et 1 OO µg/mL ampicilline) et incubée 16h, 200 rpm, 3 7°C. La pré-culture 

a été transférée dans 1500 mL LB-Amp et les bactéries ont poussé jusqu'à l'obtention 

d'une densité optique à 600 nm équivalente à 0.6. L'expression de la protéine GST-

RNF167-HA a été induite à 30°C, 2h, avec 0.1 mM IPTG et 1 µM ZnCh. Les bactéries 

ont été culotées en centrifugeant à 3000 x g pendant 20 minutes à 4°C. Les culots de 

bactéries ont été lysés dans 1125 du volume de culture avec du tampon de lyse GST (20 

mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, lmM DTT et lmM PMSF) 

puis incubé pendant 20 minutes, 4 °C, 15 tours/min. Le lysat total de protéines solubles 

a été obtenu en centrifugeant pendant 30 minutes, 16000 x g à 4°C. 

Un protocole similaire a été utilisé pour l'expression et l'extraction de GST-HA-

RNF167-6xHis. Ici, la protéine a été induite à 30°C, 2h, avec 0.5 mM IPTG et 1 µM 

ZnCh dans du milieu LB-Amp-glucose (10 g/L NaCl, 10 g/L peptone et 5 g/L extrait 

de levure, 1 OO µg/mL ampicilline, 1 % glucose). Les culots de bactéries ont été lysés 

dans du tampon de lyse GST. 

L'expression de HA-RNF167-6xHis a été induite à 30°C, 2h, avec 1 mM IPTG et 1 

µM ZnCh. Le tampon de lyse His-tag (20 mM tampon phosphate pH 7.4, 500 mM 

NaCl, 20 mM imidazole, 0.5% Triton X-100, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF) a été utilisé 

pour l'extraction de la protéine. 

Pour l'expression et l'extraction de GST-UBE2N, la protéine a été induite à 30°C, 2h, 

avec 0.5 mM IPTG dans du milieu TB-Amp-glucose (47.6 g/L Terrifie Broth 
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(BioBasic, #SD7035), 0.4% glycérol, 1 OO µg/mL ampicilline, .1 % glucose). Les culots 

de bactéries ont été lysés dans du tampon de lyse GST. 

Les conditions suivantes ont été utilisées pour l'expression et l'extraction de 6xHis-

UBE2N. La protéine a été induite à 30°C, 2h, avec 1 mM IPTG. Le tampon de lyse 

His-tag (20 mM tampon phosphate pH 7.4, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, 0.5% 

Triton X-100, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF) a été utilisé. La colonie a été incubée dans 

du ~ilieu TB-Amp (47.6 g/L Terrifie Broth (BioBasic, #SD7035), 0.4% glycérol, 100 

µg/mL ampicilline ). 

2.3.5 Chromatographie d'affinité 

Le FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA pure (GE Healthcare) a été 

utilisé pour l'ensemble des chromatographies d'affinité à grande échelle(~ 500 mL de 

culture). Toutes les solutions utilisées ont été filtrées avec un filtre de 0.45 µm puis 

dégazées. Les colonnes GSTrap HP de 5mL et GSTrap 4B de 1 mL (GE Healthcare) 

ont été utilisées pour la purification des protéines avec l'étiquette GST. Ces colonnes 

ont été nettoyées avec 5 volumes de colonne (CV) d'eau nanopure puis équilibrée avec 

5 CV de PBS (137 mM NaCl, 10 mm Na2HP04, 2.7 mM KCl, 1.8 mM KH2P04, pH 

7.4) à une vitesse de 2.5 mL/minute pour les colonnes de 5 mL et 1 mL/minute pour 

les colonnes de 1 mL. Le lysat total a été dilué avec 2x l'équivalent du volume de lysat 

en PBS puis injecté sur la colonne à une vitesse de 1 mL/minute pour les colonnes de 

5 mL et une vitesse de 0.75 mL/minute pour les colonnes de 1 mL. Un échantillon du 

lysat total et le «flow through» ont été récoltés pour analyse sur SDS-PAGE. La 

colonne a été lavée avec 5 à 10 CV de PBS à un débit de 2.5 mL/minute pour les 

colonnes de 5 mL et de 1 mL/minute pour les colonnes de 1 mL. L' élution de la protéine 

recombinante a été faite avec 50 mM Tris/HCl, pH 8.0 avec 10 mM glutathione réduite 

au même débit que décrit précédemment. Les élutions ont été récoltées en fraction de 

0.5 mL dans des tubes de verre à l'aide du collecteur à fraction F9-R (GE Healthcare). 

Les échantillons récoltés ainsi que les élutions ont été analysés sur gel SDS-P AGE. 
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Les colonnes HisTrap FF crude de 1 mL (GE Healthcare) ont été utilisées pour la 

purification des protéines ayant l'étiquette 6xHis. La colonne a été nettoyée avec 5 CV 

d'eau nanopure puis équilibrée avec 5 CV de tampon d'équilibration His-tag (20 mM 

tampon phosphate, pH 7.4, 500 mM NaCl et 20 mM imidazole) sous un débit de 1 

mL/minute. Le lysat total a été mélangé avec 2x l'équivalent du volume de lysat avec 

du tampon d'équilibration His-Tag puis injecté sur la colonne à une vitesse de 0.75 

mL/minute. Un échantillon du lysat total et le «flow through» ont été récoltés pour 

analyse sur SDS-PAGE. La colonne a été lavée avec 5 CV de tampon d'équilibration 

His-tag, suivit de 5 CV du tampon de lavage #1 (20 mM tampon phosphate, pH 7.4, 

500 mM NaCl et 60 mM imidazole) et de 5 CV du tampon de lavage #2 (20 mM tampon 

phosphate, pH 7.4, 500 mM NaCl et 120 mM imidazole) à un débit de 1 mL/minute. 

Les lavages ont été recueillis et un échantillon de chaque lavage a été déposé sur gel 

SDS-PAGE pour analyse. L'élution de la protéine recombinante a été effectuée avec le 

tampon d'élution His-tag (20 mM tampon phosphate, pH 7.4, 500 mM NaCl et 500 

mM imidazole) à un débit de 1 mL/minute. Les élutions ont été récoltées en fraction de 

0.5 mL dans des tubes de verre à l'aide du collecteur à fraction F9-R (GE Healthcare). 

Les échantillons récoltés, ainsi que les élutions ont été analysés sur gel SDS-P AGE. 

2.3 .6 Dialyse, quantification et préservation 

Les fractions dans lesquelles il y avait le plus de protéines recueillies ont été assemblées 

et dialysée dans du tampon PBS pour les protéines recombinantes HA-RNF167-6xHis, 

GST-RNF167-HA et GST-HA-RNF167-6xHis et dans le tampon 20 mM Tris/HCI, pH 

8.0 et 50 mM NaCl pour les protéines recombinantes 6xHis-UBE2N, GST-UBE2N et 

GST. Pour les essais SPR, les protéines recombinantes 6xHis-UBE2N et GST ont été 

dialysées dans du tampon d'essai SPR (25 mM Tris/HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl et 

0.025% Tween-20). Une cassette de dialyse Slide-A-Lyzer (0.5, 2, 3 ou 15 mL, 

ThermoScientific) a été utilisée. Les échantillons ont été incubés dans le tampon de 

dialyse pendant 16h. Ensuite, les tampons ont été changés une première fois, suivis 

d'une incubation de 2h. Finalement, les tampons ont été changés une dernière fois et 
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les échantillons ont été recueillis et quantifiés après 2h d'incubation. La quantification 

des échantillons a été faite à l'aide du Pierce ™BCA Protein Assay Kit (Thenno 

Scientific, #23227). Les courbes standard allant de 0 à 2000 µg/mL de BSA ont été 

fraîchement réalisées pour chaque quantification. Un R2 de minimalement 0.98 a été 

jugé comme acceptable pour la quantification des protéines. Les échantillons ont été 

entreposés à -80°C. Les protéines GST-UBE2N, 6xHis-UBE2N et GST ont été 

préservées dans du tampon 20 mM Tris/HCl, pH 8.0, 50 mM NaCl, 10% glycérol et 2 

mMDTT. 

2.3.7 Clivage de la GST et purification avec les billes Glutathione Sepharose 

L'étiquette GSTde la protéine recombinante GST-RNF167-HA a été clivée dans du 

PBS à l'aide de la Thrombine (10 U/1.5 mL de solution) (GE Healthcare). La réaction 

a été faite à température pièce pendant 24h. La solution de réaction a été incubée avec 

de la résine Glutathion Sepharose (GE Healthcare) pré-équilibrées dans du PBS 

pendant lh. Le tout a été centrifugé pendant 3 minutes à 800 x g à 4°C. Le surnageant, 

contenant la protéine clivée, a été recueilli. Un échantillon de la protéine avant clivage, 

de la solution après clivage, de la résine contenant la GSH après incubation et du 

surnageant a été chargé sur gel SDS-PAGE. 

2.3.8 Purification de RNF167-HA 

La protéine recombinante RNF167-HA obtenue après clivage avec la Thrombine a été 

purifiée en incubant la protéine avec de la résine anti-HA (Biotool) pré-équilibrée dans 

du PBS pendant 1 h, 4 °C, 15 tours/minute. La résine a été lavée 5x avec 5 CV de tampon 

PBS. La protéine a été éluée avec 5x 2 CV de billes avec une solution de 2 mg/mL de 

peptide HA dans du tampon PBS. La résine a été centrifugée entre chaque lavage et 

élution pendant 1 minute, 376 g à 4°C. La résine a été brassée manuellement pendant 

5 minutes à température pièce lors de chacune des élutions avant de centrifuger. Les 

échantillons de chacune des étapes de purification et des élutions ont été chargés sur 

un gel SDS-PAGE pour analyse. 
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2.3.9 Électrophorèse sur gel SDS-PAGE 

Des gels SDS-PAGE 10%-12% ont été utilisés pour la purification des protéines 

recombinantes étiquetées GST de RNF167-HA et des protéines recombinantes 

étiquetées 6xHis. L'ajout de 0.5% 2,2,2-trichloroéthanol dans le gel de séparation 

(SDS-PAGE) permet la visualisation des protéines suite à une exposition aux rayons 

UV. La migration des protéines s'est faite à courant constant de 30 mA/gel pour une 

épaisseur de 1 mm ou 40 mA/gel pour une épaisseur de 1.5 mm pendant 30-45 minutes. 

La visualisation des protéines sur gel a été faite à l'aide du ChemiDoc MP (BioRad) et 

du logiciel Image Lab (BioRad). 

2A Immunobuvardage 

Les protéines sur gel SDS-PAGE ont été transférées sur une membrane PVDF à l'aide 

du Trans-Blot Turbo (BioRad) selon les exigences du manufacturier. Le transfert a été 

fait à 2.5 A avec un maximum de 25 V pendant 7 minutes pour les gels de 1 mm et 10 

minutes pour les gels de 1.5 mm. Le transfert des protéines sur la membrane a été 

vérifié par fluorescence du 2,2,2-trichloroéthanol à l'aide du ChemiDoc MP (BioRad). 

Les membranes ont été bloquées dans une solution 5% de lait dans du TBS-T (20 mM 

Tris/HCI, pH 7.5, 140 mM NaCl et 0.3% Tween 20) pendant lh à température pièce 

avant d'être incubées pendant lh à température pièce avec l'anticorps primaire dilué 

dans du TBS-T contenant 0.5% NaN3. Tous les lavages entre.le blocage et chaque 

anticorps ont été faits 3x 5 min à température pièce dans du TBS-T. Les membranes 

ont ensuite été incubées pendant 1 h à température pièce avec l'anticorps secondaire 

dilué dans du TBS-T. La révélation des protéines a été faite à l'aide du Clarity Western 

ECL Substrate (BioRad) et à l'aide du ChemiDoc MP (BioRad). 

2.5 Essai ubiquitination in vitro 

L'utilisation du E2 Screening Kit (UBPBio, #Jl l OO) a permis la réalisation de cet essai. 

L'essai a été réalisé avec un mélange de 1 OO nM UBE 1, 50 µM ubiquitine, 2 mM ATP, 
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2 µM UBE2 et 1 µg (2.57 µM) HA-RNF167-6xHis. La réaction a eu lieu lh à 30°C. 

Après la réaction, il y a eu ajout de Laemmli 2x. Un volume équivalent à 0.25 µg de 

RNF167 sur gel a été déposé sur SDS-PAGE pour analyse via immunobuvardage 

contre l'étiquette HA de RNF167. 

2.6 Culture cellulaire et transfection 

Les cellules HEK293T/17 ont été cultivées dans du milieu DMEM (+4.5 g/L glucose, 

+L-glutamine et sodium pyruvate) (Multicell) et 10% FBS selon les méthodes 

traditionnelles. De la poly-D-lysine hydrobromide (Sigma) à 0.1 mg/mL a été utilisé 

pour traiter des plaques de 6 puits (Eppendorf) pendant 30 minutes à température pièce. 

La poly-D-lysine a ensuite été enlevée et les puits ont été lavés deux fois avec de l'eau 

nanopure ~t asséchée à température pièce en zone stérile. 250 µL d'Opti-Mem 

(+HEPES, +2.4 g/L Sodium Bicarbonate, +L-Glutamine) (Life Technologies) a été 

déposé dans chaque puit suivi de 1 µg d' ADN total. 2 µL de Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) et 250 µL d'Opti-Mem ont d'abord été incubés 5 minutes à température 

pièce puis ajoutés dans chaque puit. Le mélange ADN plasmidique et Lipofectamine 

2000 a été incubé pendant 25 minutes à température pièce. 800 000 cellules dans 1.5 

mL ont été ajoutées dans chaque puit et incubées pendant 24h à 37°C dans une 

atmosphère humidifiée et contenant 5% C02. 

2.7 Lyse des cellules HEK293T/17 

Les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS à température pièce. Du tampon de 

lyse cellulaire (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 20 mM 

NEM (N-ethylmaléimide, Sigma), lx cocktail inhibiteur de protéase (EDTA-free, 

Bimake) à 4°C a été ajouté aux cellules suivit d'une incubation de 5 minutes sur glace. 

Les cellules ont ensuite été grattées puis mises dans un tube et incubées pendant 20 

minutes, 4 °C, 15 tours/minutes. Le lysat total de protéines a été récupéré dans le 

surnageant en centrifugeant pendant 15 minutes, à vitesse maximale à 4°C. La 
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concentration en protéines a été déterminée à l'aide du Pierce™BCA Protein Assay Kit 

(Thermo Scientific, #23227) selon les mêmes exigences décrites plus haut. 

2.8 Essai GST pull-down 

10 µg de protéines étiquetées GST ont été mélangés avec de la résine Gluthatione 

Sepharose (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec du tampon de réaction (20 

mM Tric/HCl pH 8.0, 150 mM NaCl et 1 % Triton X-100) pendant lh à 4°C. Ensuite, 

la résine a été culotée à 800 x g pendant 3 minutes à 4°C et le surnageant a été jeté. 

Ensuite, 10 µg de protéines purifiées étiquetées 6xHis ou 200 µg de lysat cellulaire de 

protéines ont été incubés 1 h, 4 °C avec la résine couplée à la protéine de fusion étiquetée 

GST. À la fin de l'essai, la résine a été lavée 5 fois avec 5 CV de tampon de réaction 

et culotée en centrifugeant pendant 1 minute, 376 x g à 4°C. 

2.9 Essai Résonance des Plasmon de Surface (Spratt et al.) 

L'instrument Biacore T200 (GE Healthcare) a été utilisé. La protéine purifiée HA-

RNF 167-6xHis a été immobilisée de façon covalente par couplage amine sur une puce 

CM5 de dextran carboxyméthylée (GE Healthcare ). Pour se faire, un mélange 1 : 1 de 

N-hydroxysuccinimide (NHS) à 0.1 M et de 3-(N-diméthylamino)-propyl-N-

éthylcarbonimide (EDC) à 0.4 Ma été injecté avec un débit de 30 µL/minute pendant 

420 secondes. Ensuite, une solution de protéines purifiées de 10 µg/mL dans 10 mM 

acétate de sodium pH 4.5 a été injectée dans le canal d'essai pour obtenir 300 RU 

(unités de réponse). Les sites libres des deux canaux (références et essai) ont été 

bloqués avec l'injection d'une solution d'Éthanolamine 1 M pendant 420 secondes à 

un débit de 30 µL/minute. Les essais cinétiques ont été réalisés en injectant des 

concentrations croissantes de 0 à 2 µM de protéines purifiées 6xHis-UBE2N et de 0, 2 

et 10 µM de protéines GST diluées dans du tampon d'essai SPR (25 mM Tris/HCl, pH 

7.5, 150 mM NaCl, 0.025% Tween-20) pendant 180 secondes à un débit de 30 

µL/minute. La dissociation du complexe a été observée en injectant du tampon d'essai 
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SPR pendant 300 secondes à un débit de 30 µL/minutes. La régénération de la puce a 

été effectuée avec 50 mM NaOH à un débit de 30 µL/minute pendant 20 secondes. 

L'analyse des résultats a été réalisée à l'aide du logiciel d'évaluation BIA (GE 

Healthcare) en utilisant un paramètre d'intera~tion 1 site pour 1 site de liaison. 

2.10 Immunofluorescence 

Les cellules HEK.293 T /1 7 transfectées ont été cultivées sur des lamelles de verre (18 

mm, 170 µm d'épaisseur, UltiDent) prétraitées avec 0.1 mg/mL Poly-D-Lysine et 

déposées dans des plaques de 12 puits (320 000 cellules/puits). Toutes les étapes 

suivantes ont été réalisées à température pièce et à la noirceur sauf pendant les lavages. 

Les cellules ont été lavées délicatement trois fois avec du PBS ( +Ca2+, +Mg2+). Les 

cellules ont été fixées pendant 15 minutes dans 4% paraformaldéhyde, 4% sucrose dans 

du PBS suivi d'un lavage au PBS. Les cellules ont été perméabilisées avec 0.25% 

Triton X-100 dans du PBS pendant 15 minutes avant un blocage avec 10% sérum de 

chèvre dans du PBS pendant 1 h. Les cellules ont été incubées avec de l'anticorps 

primaire anti-HA (Souris, Biolegend) 1/1000 dilué dans 3% sérum de chèvre dans du 

PBS pendent lh suivi de trois lavages au PBS. Les cellules ont ensuite été incubées 

avec l'anticorps secondaire Alexa Fluor 568 (anti-souris, Life Technologies) 1/1000 

dans 3% sérum de chèvre dans du PBS pendant lh. Les cellules ont été lavées une fois 

avec du PBS et incubées avec une solution de 2 µg/mL de DAPI (Life Technologies) 

dans du PBS pendant 5 minutes et lavées une dernière fois avant de monter les lamelles 

sur des lames à l'aide du tampon de montage ProLong Diamond Antifade (Life 

Technologies) préchauffé à 37°C. L'acquisition des images a été faite à l'aide d'un 

microscope confocal AIR (Nikon) avec un objectif CFI plan APO Lambda 60x 

(Nikon). L'acquisition des images a été faite avec des tranches en Z de 0.15 µm 

d'épaisseur, une résolution de 512x512, une calibration de 0.21 µm/pixel et une 

grosseur du Pinhole de 33.21 µm. 
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2.11 Souris 

Des souris FVB mâles âgées de 8-10 semaines ont été obtenues et manipulées 

conformément aux règles institutionnelles d'éthique en matière d'utilisation 

d'animaux. Ces animaux étaient destinés pour euthanasie. Brièvement, suite à 

l'anesthésie par inhalation d'isoflurane, après décapitation, le cerveau a été rapidement 

prélevé puis congelé sur glace sèche. L'entreposage à -80°C a été effectué jusqu'à 

utilisation pour extraction protéique. 

2.12 Fractionnement synaptoneurosome 

L'expérience a été réalisée telle que décrite dans Johnson et al. (1997). Brièvement, le 

cortex de souris mâle a été homogénéisé avec du tampon Synaptoneurosome (25 mM 

HEPES pH 7.4, 140 mM NaCl, 1 mM MgCh, 1.8 mM CaCh, 1.2 mM Na2HP04, 50 

mM KCl, 10 mM Dextrose, 1 x cocktail inhibiteur protéase (EDT A-free, Bimake) et 20 

mM NEM (Sigma)) à l'aide d'un Potter (1 mL). L'homogénat (H) a été filtré avec deux 

couches de filtres de 100 µm en nylon humectés de la solution d'homogénéisation 

(H100). Le filtrat a ensuite été appliqué sur une couche de filtre de 5 µm de nylon 

imprégné de la solution d'homogénéisation (Hs). Le dernier filtra a été centrifugé 

pendent 15 ·minutes à 1000 x g à 4 °C pour séparer l'échantillon en synaptoneurosome 

(SN, culot) et en fraction cytosolique (Cyt, surnageant). Le culot a été resuspendu dans 

du tampon Synaptoneurosome. Un aliquot de chacune des fractions a été gardé pour 

quantification à l'aide du Pierce™BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, #23227) 

selon les mêmes exigences décrites plus haut. Un maximum de 10 µg de protéines a 

été chargé et séparé sur gel SDS-PAGE avant d'effectuer un immunobuvardage contre 

des protéines spécifiques. 

2 .13 Fractionnement subcellulaire 

Un cortex de souris mâle a été homogénéisé dans 10 mL/g de tampon TEVP (10 mM 

Tris/HCl, 1 mM EDTA, 20 mM NEM, lx cocktail inhibiteur, pH 7.5) + 320 mM 
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sucrose. L'homogénat (H) a été centrifugée à 800 x g pendant 10 minutes à 4°C. Le 

surnageant 1 (Sl) a été centrifugé à 9200 x g pendant 15 minutes à 4°C. Le culot a été 

nettoyé dans le tampon TEVP + 320 mM sucrose et centrifugé à 10000 x g pendant 20 

minutes à 4°C. Le culot obtenu (P2) a été resuspendu dans du tampon TEVP + 35.6 

mM sucrose et centrifugé à 31129 x g (rotor TLA-5 5, Beckman) pendant 20 minutes à 

4 °C. Le surnageant (LS 1) a été conservé sur glace et le culot (LP 1) a été rincé avec du 

tampon TEVP + 35.6 mM sucrose, resuspendu dans du tampon TEVP + 35.6 mM 

sucrose + 1 % Triton X-1 OO et centrifugé à 55341 x g (rotor TLA-55, Beckman) pendant 

30 minutes à 4°C. Le surnageant (SPSD) contient les membranes synaptosomales 

solubles dans du Triton X-100 et le culot (PSD) contient les membranes non solubles. 

Le culot a été resuspendu dans du tampon TEVP + 35.6 mM sucrose. Un aliquot de 

chacune des fractions (H, Sl, P2, LSl, LPl, SPSD et PSD) a été quantifié à l'aide du 

Pierce™BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, #23227) selon les mêmes 

exigences décrites plus haut. Un maximum de 10 µg de protéines a été chargé puis 

séparé sur gel SDS-P AGE avant d'effectuer un immunobuvardage contre des protéines 

spécifiques. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 La première stratégie de purification n'est pas optimale 

Pour être en mesure de caractériser l'UBE3 ligase RNF167 par des essais in vitro, il 

faut tout d'abord la purifier. La figure 3.1 représente la première stratégie de 

purification de la protéine. Pour ce faire, la portion N-terminale a été tronquée pour 

enlever le domaine transmembranaire de la protéine afin de rendre la protéine 

cytosolique, ce qui facilite sa purification, et le domaine RING, qui est le domaine de 

liaison aux UBE2s, a été gardé afin d'étudier l'interaction RNF167-UBE2. Sur la 

protéine recombinante, une étiquette GST fusionnée à l'extrémité N-terminale et une 

étiquette HA en C-terminale, pour faire une double purification par chromatographie 

de la protéine, ont été ajoutées (fig. 3.1 A). L'utilisation de l'étiquette GST pour la 

purification de protéines recombinantes amène plusieurs avantages tels qu'une 

meilleure solubilisation et la formation d'une grande quantité de protéines de fusion 

(Kimple et al.; 2013). L'ADNc a été inséré dans le vecteur pGEX-4T-l (Annexe A) 

pour permettre l'expression de la protéine recombinante chez les bactéries. Dans un 

premier temps, l'expression de la protéine a été effectuée chez les bactéries E. coli 

BL21 (DE3) gold. Les bactéries ont été cultivées dans du milieu LB et plusieurs 

paramètres d'expression comme le temps, la température, la concentration d'IPTG et 

la concentration de zinc ont été optimisés. L'expression de la protéine s'effectue sous 

le contrôle de l'opéron Lac afin de contrôler la toxicité qu'une protéine étrangère à 

l'hôte pourrait provoquer. L'IPTG agit en tant qu'analogue non métabolisable du 
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lactose pour activer la transcription via !'opéron Lac. Puisque le domaine RING de la 

protéine nécessite le zinc pour la stabilisation de sa structure, il a donc été important de 

tester ce paramètre afin de maximiser la stabilité structurale de la protéine lors de sa 

purification. Lors des tests d'induction, les paramètres de référence ont été une 

induction à 30°C pendant 2h avec 1 mM IPTG et 1 µM ZnC12. Les bactéries ont été 

culotées et lysées. Les lysats totaux ont été incubés avec la résine Glutathione 

Sepharose 4B et l'élution dénaturante avec le tampon d'échantillon Laemmli 2x a été 

chargée sur un gel SDS-PAGE (fig. 3.1 B). Les résultats démontrent qu'il y a une 

augmentation de l'expression de la protéine avec une augmentation de la concentration 

en IPTG. À 23°C, il n'y a pas d'expression avec une concentration de 0 mM d'IPTG. 

Par contre, à 30°C, pour la même concentration, il y a une faible expression de la 

protéine. L'expression de la protéine commence à saturer après une concentration de 

0.1 mM d'IPTG à 30°C, alors que l'expression reste croissante jusqu'à 1 mM d'IPTG 

à 23°C. L'expression de la protéine recombinante est optimale à 30°C. L'expression 

de la protéine est croissante jusqu'à 2h d'induction où il y a saturation d'expression. 

Lorsqu'il n'y a pas de temps d'induction, il n'y a pas d'expression de la protéine. 

L'expression de la protéine est croissante jusqu'à l'ajout de 1 µM de ZnCh. Les 

résultats démontrent que les paramètres optimaux d'expression sont les mêmes que les 

paramètres de base. 

Une fois que les paramètres d'expression ont été déterminés, une plus grande quantité 

de protéine a été exprimée chez les bactéries transformées E. coli BL21 (DE3) gold et 

la protéine a été purifiée par chromatographie d'affinité sur une colonne GSTrap à 

l'aide d'un FPLC AKTA pure. Puisqu'il y avait clivage protéolytique lors de 

l'expression de la protéine recombinante, la stratégie employée de purification a été de 

tronquer l'étiquette GST à l'aide de la thrombine afin d'obtenir une,,.protéine RNF167-

HA dépourvue de 1' étiquette GST (fig. 3.1 C). La GST clivée a été éliminée en incubant 

la solution de protéines recombinantes avec la résine GSTrap et en mettant de côté ce 

qui s'était lié à la matrice. 
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GST•RNF1&1.HA 

RNF1ê1-HA 

Figure 3.1. Première stratégie pour la purification de RNF167. A) Structure de la protéine recombinante 
GST-RNF167-HA dont la portion C-terminale de la protéine a été gardée et le domaine 
transmembranaire enlevé. 8) Gel SDS-PAGE de l'optimisation de l' induction de la protéine 
recombinante GST-RNF167-HA. Différents paramètres d'induction ont été testés. La protéine 
recombinante a été isolée par chromatographie d 'affinité avec la résine Glutathion Sepharose. Les gels 
ont été colorés avec du colorant Gel Code Blue. C) Gel SDS-PAGE du clivage de l'étiquette OST de la 
protéine recombinante GST-RNF167-HA après purification à l'aide du FPLC. L'étiquette GST a été 
clivée avec de la Thrombine pendant 24h. L'étiquette GST a été isolée par chromatographie d'affinité à 
l'aide de la résine Glutathion . Sepharose. D) Gel SDS-PAGE de la purification de la protéine 
recombinante RNF167-HA. La solution contenant la protéine a été incubée avec la résine anti-HA afin 
de tenter d ' isoler RNFI 67-HA. La protéine a été éluée à l 'aide du peptide HA. L'acquisition des images 
a été faite à l'aide du ChemiDoc MP. 

Il est possible d'observer sur le gel que l'étiquette GST a bien été clivée après la 

réaction avec la thrombine par la diminution du poids moléculaire de la protéine 

recombinante après clivage comparativement à la protéine avant le clivage. Comme il 
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restait encore des impuretés sur le gel après le clivage, il a fallu purifier la protéine 

RNF 167-HA à l'aide de la résine anti-HA (fig. 3 .1 D ). L' élution de la protéine se faisait 

avec un peptide HA. Il est possible de remarquer que le rendement de purification 

n'était pas très efficace. De plus, il restait encore de la protéine sur la matrice et il restait 

encore de la protéine recombinante dans le surnageant qui ne s'était pas liée sur la 

résine. 

3.2 La seconde stratégie de purification permet d'obtenir une protéine recombinante 

plus pure 

Comme la première stratégie de purification n'était pas efficace, il a été nécessaire 

d'avoir recours à une autre stratégie pour faciliter la purification en une seule étape. 

Pour se faire, il a été question de changer les étiquettes sur la protéine recombinante. 

Le plasmide utilisé a été le pET-52 b( +) dans lequel il y avait une étiquette Streptagll 

qui était déjà inclue. L' ADNc de la nouvelle protéine recombinante optimisée pour 

expression en bactéries a été synthétisé chez GenScript puis insérée dans le plasmide 

en ajoutant une étiquette HA fusionnée à l'extrémité N-terminale et une étiquette 6xHis 

fusionnée à l'extrémité C-terminal (fig. 3.2 A et annexe B). L'étiquette 6xHis fusionnée 

à l'extrémité C-terminal a été insérée dans but d'obtenir une protéine complète après 

la purification par chromatographie d'affinité sur une colonne de nickel. De plus, cette 

étiquette de petite taille est idéale pour les études d'interaction protéine-protéine 

puisqu'il y a moins de risque d'encombrement et il n'est pas nécessaire de la cliver 

(Kimple et al., 2013). Comme pour la construction précédente (fig. 3.1 B), il fallait 

d'abord optimiser l'expression de la protéine recombinante chez les bactéries. Les 

bactéries transformées ont été incubées dans du milieu LB et différents paramètres 

d'induction ont été testés. Les paramètres d'induction de référence étaient d'utiliser 

une concentration d'IPTG à 0.5 mM avec une concentration de ZnCh de 1 µM pendant 

2h à 30°C. Comme précédemment, le temps d'induction, la température, la 

concentration d'IPTG et la concentration de zinc ont été optimisés (fig. 3.2 B). Les 
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culots de bactéries ont été lysés et le lysat de protéines a été quantifié afin de charger 

une même quantité de protéines totales sur un gel SDS-PAGE. 
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Figure 3.2. Deuxième stratégie de purification. A) Structure de la protéine recombinante HA-RNFI 67-
6xHis dont la portion C-terminale de la protéine a été gardée et le domaine transmembranaire enlevé. B) 
Optimisation de l' induction de la protéine recombinante HA-RNFl67-6xHis. Les différents paramètres 
d' induction ont été testés. 5 µg a été chargé sur un gel SOS-PAGE pour ensuite faire un 
immunobuvardage anti-HA afin d' observer le niveau d'expression de la protéine. 
WB=immunobuvardage. C) Gel SDS-P AGE de la purification de la protéine recombinante HA-
RNFl 67-6xHis. Le lysat de protéine a été injecté dans une colonne de Nickel HisTrap FF crude à l'aide 
d' un FPLC AKTA pure. Des concentrations croissantes d' imidazole (20, 60 et 120 mM) ont été utilisées 
pour le lavage de la colonne après injection de la protéine. Une concentration de 500 mM d'imidazole a 
permis l'élution de la protéine. Les protéines ont été observées par UV visible grâce à la présence de 
TCE (acide 2,2,2-trichloroéthanol) dans les gels. La révélation des protéines après immunobuvardage a 
été faite à l'aide du Clarity Western ECL Substrate. L'acquisition des images a été faite à l'aide du 
ChemiDoc MP. 
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Un immunobuvardage contre l'étiquette HA de la protéine recombinante HA-RNF167-

6xHis a permis de déterminer les paramètres optimaux d'induction. Selon les résultats 

obtenus, il y a une augmentation croissante de l'expression de la protéine lorsqu'il y a 

augmentation de la concentration en zinc, jusqu'à apparition d'un plateau à partir de 1 

µM. De plus, il y a une. augmentation de l'expression de la protéine lorsque la 

température augmente sans qu'il y ait de différence importante entre une température 

d'induction à 30 ou 37°C. Il y a une augmentation de l'expression de RNF167 entre lh 

et 2h d'expression, ainsi qu'une diminution d'expression après 2h d'induction. De plus, 

il semble y avoir une faible expression de la protéine lorsqu'il n'y a pas d'ajout de 

l'inducteur, l'IPTG. Finalement, il y a une augmentation de l'expression de la protéine 

avec l'augmentation de la concentration en IPTG jusqu'à 1 mM et un plateau après 

cette concentration d'IPTG. Les résultats démontrent que les paramètres d'induction 

choisis de base sont optimaux avec comme seul changement la concentration de 

l'IPTG, qui passe de 0.5 mM à 1 mM.Une fois que l'expression de la protéine a été 

optimisée, il est maintenant possible de faire la purification en grande quantité. Pour se 

faire, une plus grande culture de bactéries transformées E. coli BL21 (DE3) gold a été 

utilisée et la purification de la protéine s'est faite par chromatographie d'affinité sur 

une colonne de nickel à l'aide d'un FPLC AKTA pure. Comme la colonne employée 

est une colonne sur laquelle il y a des ions Ni2+ liés dessus, il est possible d'avoir des 

interactions non spécifiques à l'étiquette 6xHis de d'autres protéines provenant du lysat 

total par affinité de charge. C'est pour cette raison que lors de l'équilibration de la 

colonne ainsi que dans le tampon de lyse et de lavage après l'injection du lysat total, il 

est recommandé d'ajouter une faible concentration d'imidazole (un analogue de 

l'histidine ayant plus d'affinité pour le nickel) afin d'enlever ces interactions non 

spécifiques. Dans un premier temps, la concentration d'imidazole dans le tampon de 

lavage a été optimisée afin d'obtenir une protéine d'excellente pureté suite à l'élution 

à forte concentration d'imidazole (résultat non montré). Afin d'obtenir une protéine de 

bonne pureté, il a été déterminé que l'utilisation de trois tampons de lavage avec des 

concentrations croissantes de 20, 60 et 120 mM d'imidazole permettait d'obtenir une 
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protéine d'excellente pureté sans entraîner l'élution de la protéine recombinante 

d'intérêt. La figure 3.2 C démontre que la méthode de purification a bien fonctionné et 

qu'il a été possible d'obtenir une protéine de grande pureté de HA-RNF167-6xHis. 

Alors, la seconde stratégie de construction et de purification de la protéine a bien 

fonctionné. 

3.3 Le domaine RING de RNF167 peut interagir fonctionnellement avec une dizaine 

d'UBE2 

Une fois que la protéine recombinante HA-RNF167-6xHis a été purifiée, un essai 

d' auto-ubiquitination in vitro a été établi pour déterminer quelles étaient les UBE2s 

pouvant se lier de façon fonctionnelle avec l'UBE3 (fig. 3.3). Pour ce faire, un essai 

permettant de tester l'interaction avec 29 UBE2s différentes a été utilisé. Dans chaque 

tube, tous les éléments permettant de recréer la voie de signalisation del 'ubiquitination, 

incluant une UBEl, del' ATP, l'ubiquitine, l'UBE3 d'intérêt RNF167 et une des 29 

UBE2s, ont été mélangés. Le contrôle négatif ne contient pas d'UBE2 dans la solution. 

La réaction a été chargée sur gel SDS-PAGE puis un immunobuvardage contre 

l'étiquette HA de RNF 167 a permis la détection- de la protéine. Pour éviter de saturer 

le signal de RNF167 lors de l'immunobuvardage, une titration de la protéine avec 

l'anticorps anti-HA a permis de déterminer que la quantité de protéine à charger sur 

gel est de 0.25 µg puisqu'il y a saturation à partir de 0.5 µg (fig. 3.3 A). L'augmentation 

du poids moléculaire de la protéine indique qu'il y a fixation de l'ubiquitine sur 

RNF167, donc qu'il y a eu interaction fonctionnelle entre RNF167 et l'UBE2. Puisque 

RNF167 est une UBE3 à domaine RING et qu'il n'y a pas de substrat présent dans la 

réaction, les différentes UBE2s ajoutent des molécules d'Ub sur une ou plusieurs 

lysines de RNF167. Tel que présenté à la fig. 3.3 B, il y a une augmentation du poids 

moléculaire lorsque RNFl 67 est mis en solution avec UBE2A, UBE2B, UBE2C, 

UBE2Dl-UBE2D4, UBE2El, UBE2E3, UBE2G2, UBE2K, UBE2N/UBE2Vl, 

UBE2Rl, UBE2T, UBE2N/UBE2V2 et UBE2W. Conséquemment, il y a eu 

interaction fonctionnelle entre RNFl 67 et ces UBE2s. 
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HA-RNF167-ôxHis 
ubiquitinée 

HA-RNF167-ôxHis 

Figure 3.3. Détermination des enzymes de conjugaison pouvant se lier de façon fonctionnelle avec 
RNF167. A) Immunobuvardage anti-HA de la protéine recombinante HA-RNF167-6xHis purifiée afin 
de déterminer le niveau de saturation du signal de l'anticorps. B) Essai Ubiquitination in vitro. La 
réaction est composée de l'UBEl , de l'ATP, de l' ubiquitine, de la protéine recombinante RNFl67 et 
une des 29 UBE2s. li n'y a pas d'UBE2 dans le contrôle négatif. L'équivalent de 0.25 µg de HA-
RNF l 67-6xHis a été chargé sur un gel SDS-P AGEet un immunobuvardage anti-HA a permis la détection 
de la protéine. La révélation des protéines après immunobuvardage a été faite à l'aide du Clarity Western 
ECL Substrate. L'acquisition des images a été faite à l'aide du ChemiDoc MP. 

3.4 RNF167 et UBE2N interagissent selon des essais in vitro 

RNF167 est connu comme ayant un rôle associé au cancer (van Dijk et al. , 2014; 

Yamada et Gorbsky, 2006) et à la régulation de la neurotransmission. À cet effet, 

Lussier et al. (2012) a démontré que RNF167 joue un rôle dans l'ubiquitination des 

récepteurs AMPA. Une étude subséquente (Widagdo et al., 2015) démontre que ces 

récepteurs sont ubiquitinés en chaîne de type K63. Parmi les UBE2s qui ont interagi de 

façon fonctionnelle avec RNF167 (fig. 3.3 B), seul UBE2N permet de former une 

chaîne de type K63 (Eddins et al. , 2006; Stewart et al., 2016). Donc, l'étude s'est 

concentrée plus sur la caractérisation de l'interaction entre RNF167 et UBE2N. Pour 

être en mesure d'étudier le complexe RNF167-UBE2N, il faut procéder à la 

purification d'UBE2N. La séquence codante de la protéine complète a été optimisée 
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pour l'expression chez les bactéries puis elle a été insérée dans un vecteur pGEX-4T-1 

pour avoir une étiquette GST fusionnée à l'extrémité N-terminale. Après expression 

dans des bactéries E. coli BL21 (DE3) gold, la protéine recombinante GST-UBE2N a 

été purifiée par chromatographie d'affinité sur une colonne GSTrap à l'aide d'un FPLC 

AKTA pure (résultat non montré). Pour s'assurer de l'interaction entre les deux 

protéines, des essais de liaison in vitro GST ont été faits (fig. 3.4 A et B). Dans un 

premier temps, l'essai a été fait avec les deux protéines purifiées, GST-UBE2N et HA-

RNF167-6xHis. La protéine purifiée HA-RNF167-6xHis a été incubée avec la résine 

Glutathione Sepharose 4B sur laquelle les protéines GST, GST-UBE2N ou aucune 

protéine étaient immobilisées (fig. 3.4 A). Après incubation puis lavage, il y a eu 

élution dénaturante du complexe avec le tampon d'échantillon Laemmli et les éluats 

ont été chargés sur gel SDS-PAGE. Après séparation, un immunobuvardage contre 

l'étiquette HA de RNF167 a été réalisé. Les résultats démontrent qu'il y a détection de 

la protéine HA-RNF167-6xHis lorsque GST-UBE2N est immobilisé sur la résine et 

que ce n'est pas le cas lorsque la protéine GST est immobilisée sur la résine ou lorsqu'il 

n'y a aucune protéine immobilisée sur la matrice. Pour le deuxième essai GST pull 

down, celui-ci a été fait avec des lysats de cellules transfectées. Pour se faire, il a 

d'abord été question d'insérer la protéine recombinante HA-RNF167-6xHis dans un 

vecteur pGEX-4T-1 pour ajouter l'étiquette GST fusionnée à l'extrémité N-terminale 

et elle a été purifiée en utilisant la même méthode de purification que GST-UBE2N. 

La séquence d' ADN de la protéine'UBE2N a été insérée dans un vecteur pEGFP-Cl 

pour son expression dans des lignées cellulaires. Les cellules HEK293 T ont été 

transfectées du vecteur pEGFP-Cl-UBE2N. Le lysat cellulaire a été incubé avec la 

résine Glutathione Sepharose 4B sur lesquelles il y avait de la GST, de la GST-HA-

RNF167-6xHis ou rien de capturé (fig. 3.4 B). L'élution dénaturante, effectuée avec le 

tampon d'échantillon Laemmli a été chargée sur un ·gel SDS-PAGE et .l.:ln 

immunobuvardage contre l'étiquette GFP de la protéine recombinante UBE2N-GFP a 

été fait afin de déterminer s'il y a eu interaction ou non. Les résultats démontrent qu'il 

y a apparition de la bande GFP-UBE2N seulement lorsque la protéine GST-HA-
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RNF167-6xHis est immobilisée sur la matrice par affinité. La protéine recombinante 

UBE2N ne se lie pas à la résine vierge ou à la GST. Ces résultats confirment qu'il y a 

interaction entre RNF167 et UBE2N. 
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Figure 3.4. Essai d'interaction in vitro par GST pull-down entre RNF167 et UBE2N. A) Les protéines 
GST-UBE2N ou GST ont été liés sur de la résine Glutathion Sepharose. La protéine recombinate HA-
RNFl67-6xHis a été incubée avec la résine sur lesquelles il y avait de la GST, de la GST-UBE2N ou 
rien. Les éluats ont été chargés sur un gel SDS-PAGE et un immunobuvardge anti-HA a permis la 
détection de HA-RNF167-6xHis. *représente la protéine HA-RNF167-6xHis. B) Des cellules HEK293 
ont été tranfectées du plasmide pEGFP-Cl-UBE2N pendant 24h. Le lysat cellulaire a été incubé avec de 
la résine Glutathion Sepharose sur lesquelles il y avait de la protéine GST ou GST-HA-RNF167-6xHis 
ou rien. Les éluats ont été chargés sur un gel SDS-PAGE et un immunobuvardage anti-GFP a permis la 
détection de GFP-UBE2N. Les gels ont été observés par UV visible grâce à l'ajout de TCE (acide 2,2,2-
trichloroéthanol) dans ceux-ci. La révélation des protéines après immunobuvardage a été faite à l'aide 
du Clarity Western ECL Substrate. L'acquisition des images a été faite à l'aide du ChemiDoc MP. 

3.5 Caractérisation de la cinétique de liaison entre RNF167 et UBE2N 

Une fois que l' interaction entre les deux protéines a été démontrée in vitro, il est 

intéressant de caractériser la cinétique de liaison du complexe RNF167-UBE2N. Avant 

de faire cette cinétique, il faut faire la purification d'une protéine recombinante UBE2N 

sans l'étiquette GST. En effet, cette étiquette est une protéine d'environ 25 kDa. Bien 

que l' ajout de la GST amène des avantages au niveau de la purification de protéines 

recombinantes par l'augmentation de la stabilité de ces protéines (Kimple et al., 2013), 

il représente plus de la moitié du poids moléculaire de GST-UBE2N, dont le poids 

moléculaire d'UBE2N seul représente 17 kDa. Lors du GST pull down, l'interaction 

de l'étiquette GST de la protéine recombinante GST-UBE2N avec la GSH liée sur la 

résine permet de bien orienter UBE2N pour son interaction avec RNF 167. Par contre, 
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lors des essais cinétiques, la GST pourrait interférer et biaiser la valeur des paramètres 

cinétiques. Pour remédier à ce problème lors des essais cinétiques, une protéine 

recombinante 6xHis-UBE2N a été conçue dans le vecteur pET-17b. Dans ce vecteur, 

l'expression de la protéine ne se fait pas selon le principe de l' opéron Lac, mais plutôt 

en continue. Il n'y a donc pas besoin de faire de test pour l'optimisation de l'expression 

de la protéine. La protéine a été exprimée dans les bactéries E. coli BL21 (DE3) gold 

et le lysat total de protéines a été chargé sur une colonne de nickel à l'aide d'un FPLC 

AKT A pure pour permettre la purification de la protéine par chromatographie d'affinité 

(fig. 3.5 A). Les résultats démontrent une grande quantité d'expression de la protéine 

recombinante dans le lysat total, indiquant que la protéine s'est bien exprimée. Ce 

résultat est également confirmé par la grande quantité de protéine qui se retrouve dans 

les fractions d'élution. Donc, la méthode de purification pour 6xHis-UBE2N a bien 

fonctionné et permet d'obtenir une protéine d'excellente pureté. 

Une fois que la protéine recombinante 6xHis-UBE2N a été purifiée, il est maintenant 

possible de faire des essais de cinétique d'interaction avec la forme recombinante HA-

RNF 167-6xHis de l'UBE3. Pour se faire, il y a eu recourt à une méthode biophysique, 

la Résonance des Plasmons de Surface (Spratt et al.) à l'aide du Biacore T200. Lors de 

l'essai cinétique, la protéine HA-RNF167-6xHis a été immobilisée par liaisons 

covalentes via un couplage amine sur la couche de dextran carboxyméthylé d'une puce 

CM5. Ensuite, différentes concentrations de la protéine recombinante 6xHis-UBE2N 

ont été injectées sur la puce afin de déterminer la cinétique d'association du complexe 

(kon). Après chaque injection, la cinétique de dissociation du complexe était mesurée 

(kott) et la surface était régénérée afin de permettre l'étude de l'association et la 

dissociation du couple RNF167/UBE2N où une autre concentration d'UBE2N était 

utilisée. Une expérience permettantd'évaluer la spécificité d'interaction avec RNF167 

a été réalisée avec la protéine GST seule. Les résultats obtenus par la détermination des 

paramètres cinétiques entre RNF167 et GST illustrent l'absence d'interaction (fig. 3.5 
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B). La GST a été sélectionnée comme contrôle négatif étant donné la proximité du 

poids moléculaire avec UBE2N. 
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Figure 3.5. Cinétique de liaison entre RNFl67 et UBE2N. A) Gel SDS-PAGE de la purification de la 
protéine recombinante 6xHis-UBE2N par chromatographie d 'affinité sur une colonne de Nickel HisTrap 
FF Crude sur un FPLC AKTA Pure. Le lysat de bactérie a été injecté sur la colonne et un lavage ( 120 
mM imidazole) a été fait. Une concentration à 500 mM imidazole a permis d'éluer la protéine. Une 
coloration au Gel Code Blue a permis la visualisation des protéines sur le gel. L'acquisition de l' image 
a été faite à l'aide du ChemiDoc. B) et C) Essai SPR pour l'analyse de la c inétique de liaison entre 
RNFl67 et GST (B) et UBE2N (C). La protéine recombinante HA-RNF167-6xHis a été liée de façon 
covalente par couplage amine sur une puce CM5. Différentes concentrations de 8) GST ou de C) UBE2N 
ont été injectés. L'appareil utilisé est le Biacore T200. Le logiciel d 'évaluation BIA a permis l' analyse 
des courbes obtenues en utilisant un paramètre d' interaction 1 site pour 1 site de liaison. 

Les résultats démontrent également que l'association et la dissociation du complexe 

RNF 167 /UBE2N sont rapides (fig. 3 .5 C). La constante de dissociation calculée à partir 

des données de k on et k off et en considérant un modèle de liaison 1 : 1 Langmuir de 

l' interaction du complexe est de 1.063 x 10-6 M (tab. 3.1), ce qui est caractéristique 

d'une interaction de type transitoire. 
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Tableau 3.1. Valeur de la constante de dissociation suite à l'essai SPR entre RNF167 et les différents 

analytes. 

Analyte Poids Moléculaire (Da) Ko (M) Chi2 

UBE2N 19315 1_063 X 1{}-6 0_211 

GST 25499 

Les valeurs ont été obtenues grâce au logiciel d'évaluation BIA en utilisant un paramètre d'interaction 
1 site pour 1 site de liaison. Le Chi2 est une indication de la validité du Ko calculé. 

3.6 RNF167 et UBE2N co-localisent en cellule 

Après avoir caractérisé la cinétique de liaison entre RNF167 et UBE2N, un essai de 

co-localisation a été fait dans les cellules HEK293 afin de caractériser la localisation 

cellulaire d'interaction (fig. 3.6). Pour ce faire, les cellules ont été co-transfectées avec 

les vecteurs pEGFP-Cl-UBE2N et pcDNA3-RNF167-HA. Pour l'expression en 

cellule, l' ADN codant la protéine entière RNF 167 a été inséré dans le vecteur pcDNA3. 

Ensuite, une immunofluorescence contre l'étiquette HA de la protéine recombinante 

RNF167-HA a été faite pour la détection des deux protéines en microscopie confocale. 

Les résultats démontrent que RNF 167 et UBE2N se retrouveraient dans le même 

compartiment au niveau des cellules. Ce compartiment est probablement des vésicules 

endosomales ou lysosomales puisque l'étude de Lussier et al. (2012) a démontré que 

RNF167 est localisé au niveau des lysosomes. De plus, il semble qu'UBE2N soit 

localisé au niveau du noyau et du cytoplasme. La co-transfection du vecteur pEGFP-

Cl avec pcDNA3-RNF167-HA représente le contrôle négatif. Le DAPI a été utilisé 

comme marqueur du noyau. 
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OAPI 1:;FP RMF1 67 Merge 

Figure 3.6. Co-localisation de RNFJ 67 et UBE2N chez les cellules HEK293. Les cellules HEK293 ont 
été transfectées pendant 24h avec la combinaison des plasmides pcDNA3-HA-RNF 167 et pEG FP-C l 
ou pEGFP-C 1-UBE2N. Une immunofluorescence contre l'étiquette HA de RN F 167 a permis la 
détection de la proté ine par fluorescence. Les lamelles ont été observées à l'aide d ' un microscope 
confocal A 1 R avec un objectifCF l plan APO Lambda 60x. L'acquisition des images a été faite avec des 
tranches en Z de 0.15 µm d 'épaisseur, une résolution de 51 2x5 l 2, une ca libration de 0.2 1 µm/pixel et 
une grosseur du Pinhole de 33.21 µm. 

3.7 Localisation de RNF167, UBE2N, UBE2Vl et UBE2V2 dans un cortex de souris 

3.7.1 Synaptoneurosome 

Une fois que la localisation cellulaire de RNF167 et d'UBE2N a été déterminée par 

microscopie à fluorescence, il est important de corroborer la localisation par une étude 

supplémentaire par l'utilisation d 'un modèle animal. C'est pour cette raison qu'un 

fractionnement subcellulaire a été effectué sur un cortex de souris. Comme ce qui 

importe le plus dans cette étude est le lien entre la fonction de régulateur des AMP ARs 

de RNFl 67 et la liaison aux UBE2s, il est donc important de déterminer si la 

localisation d 'UBE2N est compatible avec celle de RNF167. Alors, un cortex de souris 

a été lysé et fractionné par filtration et centrifugation (fig. 3.7 A) pour isoler le 

synaptoneurosome (Johnson et al., 1997). Le synaptoneurosome représente un 

environnement refermé comportant la partie pré-synaptique et post-synaptique. Il peut 

être utilisé en recherche pour des études fonctionnelles de réponse synaptique 

(Westmark et al. , 2011 ). La portion cytosolique inclut également les synaptosomes 
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n'ayant pas été en mesure de se refermer. Un immunobuvardage a permis la détection 

de protéines spécifiques dans les différentes fractions (fig., 3.7 B). Pour vérifier 

l'efficacité du fractionnement, différents marqueurs ont été utilisés pour analyser la 

qualité de chacune des fractions. La protéine PSD-95 est une protéine qui joue un rôle 

dans la stabilisation de récepteurs du glutamate, NMDAR et AMP AR au niveau du 

PSD (Chenet al., 2011). PSD-95 est donc utilisé comme marqueur du synaptosome. 

La GluNl représente une sous-unité du NMDAR et est également un marqueur du 

synaptosome (Traynelis et al., 2010). La protéine Synaptophysine est située dans le 

synaptosome des neurones pré-synaptique. Cette protéine a une fonction au niveau de 

l'intégration des vésicules synaptiques à la membrane plasmique (K won et Chapman, 

2011 ). La protéine GF AP a une fonction structurale au niveau des cellules astrocytes 

(Messing et Brenner, 2003), qui sont les cellules gliales les plus abondantes dans le 

système nerveux (Jakel et Dimou, 2017). L'histone H3 est une protéine qui joue un 

rôle dans l'enroulement et le déroulement del' ADN. Elle est donc un marqueur du 

noyau et de l' ADN. Les résultats de l' immunobuvardage indiquent que la PSD-95 et le 

GluNl se retrouvent dans toutes les fractions sauf la fraction cytosolique. La protéine 

Synaptophysine est exprimée dans toutes les fractions, mais est plus concentrée dans 

la fraction contenant les synaptoneurosmes. La GF AP est plus grandement exprimée 

dans les deux premières fractions et très faiblement exprimée dans les dernières 

fractions. Finalement, !'histone n'est exprimée que dans les deux premières fractions, 

ce qui veut dire qu'il n'y a pas eu de contamination par l' ADN au cours du 

fractionnement. Donc, maintenant qu'il a été établi que le fractionnement a été efficace, 

il est possible de détecter la localisation de RNF167 et d'UBE2N. Les résultats 

démontrent que RNF167 se retrouve dans toutes les fractions et que son expression est 

plus importante dans la fraction cytoplasmique et est faiblement située dans le 

synaptoneurosome.· L'iminunobuvardage de RNF167 indique qu'il y a deux bandes 

pour Gette protéine pour les fractions H, H100, Hs et Cyt. L'étude de Lussier et al. (2012) 

a démontré que RNF167, lorsqu'exprimé à l'intérieur de la cellule, dans les lysosomes, 

est glycosylée. L'hypothèse est que cette glycosylation permet de protéger la protéine 
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de la dégradation lorsqu'elle se retrouve dans les lysosomes. La bande de plus haut 

poids moléculaire représente donc la forme glycosylée de RNF167. Dans la fraction 

SN, cette bande n'est pas présente car la protéine est exprimée à la surface de la cellule. 
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Figure 3.7. Localisation de RNF167, UBE2N, UBE2Vl et UBE2V2 dans un cortex de souris après 
isolation du synaptoneurosome. A) Étapes de fractionnement. Un cortex a été extrait d' une souris afin 
d' isoler le synaptoneurosome. B) Western Blot contre des protéines spécifiques. 5 µg (PSD-95, GluNl , 
Synaptophysine, GFAP et Histone H3) ou 10 ug (RNF167, UBE2N, UBE2Vl et UBE2V2) de protéines 
totales de chaque fraction obtenue ont été chargés sur gel SDS-PAGE. La révélation des protéines a été 
faite à l'aide du Clarity Western ECL Substrate et à l'acquisition des images a été effectuée à l'aide du 
ChemiDoc. 

La protéine UBE2N est une UBE2 particulière qui a besoin de l' aide d'un cofacteur, 

soit UBE2Vl ou UBE2V2, pour permettre la formation d'une chaîne K63. Ces deux 

cofacteurs se lient à l 'ubiquitine qui est déjà liée sur la lysine du substrat pour permettre 

de rendre disponible la lysine 63 de l' ubiquitine sur le substrat afin de former la chaîne 

(Eddins et al. , 2006). Les résultats démontrent un même profil de fractionnement pour 

UBE2N, d'UBE2Vl et d'UBE2V2 et qui correspond au profil de RNF167. Ceci 
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fractionnement pour UBE2N, d'UBE2Vl et d'UBE2V2 et qui correspond au profil 

de RNF167. Ceci indique que les UBE2s et RNF167 sont exprimées au niveau du 

synaptosome dans un cortex de souris. 

3. 7 .2 Fractionnement subcellulaire 

Il a été démontré à la figure 3.7 B par la localisation de RNF167 et des UBE2N que 

leur interaction est biologiquement possible. Il est maintenant crucial de déterminer, 

avec un fractionnement plus précis, la localisation subcellulaire exacte au niveau des 

synaptosomes des protéines d'intérêt. Pour se faire, un fractionnement subcellulaire 

d'un cortex de souris a été fait, puis les portions solubles (SPSD) et non solubles 

(PSD) des membranes synaptosomales ont été séparées par solubilisation dans le 

triton X-100 (fig. 3.8 A). La portion non soluble dans le détergent représente la région 

très dense en protéine où sont situés les récepteurs. La portion soluble dans le 

détergent représente la portion des membranes peu dense en protéines des 

synaptosomes. Encore une fois, un immunobuvardage a permis la détection de 

protéines spécifiques dans les différentes fractions. Les mêmes marqueurs utilisés 

dans la figure 3. 7 B ont été utilisés pour la vérification de l'efficacité du 

fractionnement. Dans ce fractionnement, GluNl et PSD-95 sont des marqueurs du 

PSD, alors que Synaptophysine est un marqueur du SPSD, GFAP un marqueur des 

cellules astrocytes et !'histone H3 est un marqueur del' ADN et du noyau. Selon les 

résultats obtenus, PSD-95 est fortement enrichi au niveau du PSD et du LPl et très 

faiblement détecté dans le LSl et le SPSD. GluNl est fortement enrichi au niveau du 

PSD et du LPl et aucunement détecté dans le LSl et le SPSD. Synaptophysine est 

faiblement exprimée dans le PSD et le LS 1 et fortement détectée dans le LPl et le 

SPSD. GFAP est présent dans le LPl et le PSD et faiblement exprimé dans le LSl et 

aucunement détecté dans le SPSD. Finalement, !'histone se retrouve seulement dans 

l'homogénat, ce qui veut dire qu'il n'y a pas eu de contamination par l' ADN après la 

première centrifugation. 
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Figure 3.8. Localisation de RNF167, UBE2N, UBE2Vl et UBE2V2 dans un cortex de souris par 
fractionnement subcellulaire. A) Étapes de fractionnement. Un cortex a été extrait d'une souris afin 
d'isoler le synaptosome. Une dernière extraction dans du Triton X-100 a permis d'isoler le SPSD du 
PSD. B) Western Blot contre des protéines spécifiques. 5 µg (PSD-95, GluN 1, Synaptophysine, GFAP 
et Histone) ou 10 ug (RNF167, UBE2N, UBE2Vl et UBE2V2) de protéines totales de chaque fraction 
obtenue ont été chargés sur gel SDS-PAGE. La révélation des protéines a été faite à l'aide du Clarity 
Western ECL Substrate et l' acquisition des images a été faite à l' aide du ChemiDoc. 

Les résultats indiquent donc que le fractionnement subcellulaire a été efficace et qu' il 

permet de comparer la localisation de RNF167 et d'UBE2N. Selon les résultats, 

RNF167 est exprimé en grande partie dans le LPl et le PSD et un peu dans le SPSD. 

RNF167 n'est aucunement détecté au niveau du LSl. Les protéines UBE2N, 

UBE2Vl et UBE2V2 sont toutes exprimées au niveau du LSl , LPl et SPSD avec la 

plus forte expression au niveau du LS 1. Ces protéines ne sont pas détectées au niveau 

du PSD. Alors, il y aurait une corrélation au niveau de la localisation dans le SPSD 

entre RNF167 et UBE2N. Ces résultats indiquent que RNF167 et les UBE2s se 

retrouvent dans le même compartiment subcellulaire au niveau du synaptosome, qui 

est le SPSD. De plus, ce compartiment correspond à l'endroit où il y aura endocytose 

du récepteur AMPA (Jaskolski et al., 2007). 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

L'ubiquitination est une voie de signalisation qui a tout d'abord été décrite comme 

jouant un rôle dans la dégradation des protéines. Depuis, plusieurs études ont démontré 

que cette voie pouvait jouer plusieurs rôles au niveau cellulaire. En effet, 

l'ubiquitination peut, en plus, avoir des rôles au niveau de la réparation à l' ADN, 

l 'endocytose et la réponse au stress par exemple (Mabb et Ehlers, 2010). 

La voie de l'ubiquitination joue un rôle important dans la régulation de protéines au 

niveau du pré et du post-synaptique. Cela permet de moduler, entre autres, la plasticité 

neuronale, définie par un changement dans l'e~pression de récepteurs au niveau du 

PSD des neurones post-synaptiques (Jiang et al., 2006). Un de ces récepteurs, dont 

l 'ubiquitination a été étudiée, est le récepteur AMP A. Celui-ci est un récepteur du 

glutamate et joue un rôle au niveau de l'apprentissage et de la mémoire. Des études ont 

démontré que l'ubiquitination de ce récepteur peut être médié par quatre différentes 

UBE3s (Nedd4-1, Nedd4-2, RNF167 et APCcdhl). Parmi ces UBE3s, Nedd4-1 et 

Nedd4-2 sont des UBE3s à domaine HECT et sont directement responsables de 

l'ubiquitination du récepteur. RNF167 et APCcdhl sont des UBE3s à domaine RING et 

agissent plutôt en tant qu'intermédiaire entre l'UBE2 et le substrat (Widagdo et al., 

2017). Par contre, aucune étude ne s'est intéressée aux U~E2s permettant l'ajout de 

l 'ubiquitine sur le récepteur .. 

L'étude se concentre sur la caractérisation de l'interaction entre l'UBE3 ligase, 

RNF167, et des enzymes conjugatrice de l'ubiquitine afin de trouver une UBE2 
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potentielle pouvant ubiquitiner les récepteurs AMP As. Pour faire cette caractérisation, 

le but premier de l'étude était la purification d'une forme recombinante de la protéine 

d'intérêt RNF167. La première protéine purifiée avait une étiquette GST fusionnée à 

l'extrémité N-terminale et une étiquette HA fusionnée à l'extrémité c~terminale. 

Utiliser une étiquette GST permet une augmentation de la solubilité de la protéine 

recombinante et celle-ci peut se faire produire en grande quantité chez les bactéries. 

Par contre, étant donné que l'étiquette GST a un haut poids moléculaire (environ 26 

kDa), elle peut changer les propriétés de la protéine recombinante (Kimple et al., 2013). 

C'est pour cette raison qu'il a fallu cliver cette étiquette de la protéine. Comme 

l'indique la figure 3.1, la purification de la protéine clivée n'a pas été efficace et le 

rendement était très faible. Par contre, la purification n'a été faite qu'avec la 

chromatographie d'affinité. Après le clivage, il aurait été possible d'isoler la protéine 

d'intérêt, RNF167-HA en utilisant la chromatographie d'exclusion de taille. Par contre, 

puisque la taille des fragments de clivage était proche de la taille de la protéine 

complète, il aurait été difficile de bien les séparer et d'avoir une protéine pure (fig. 3.1 

C). Donc, produire une nouvelle construction de la protéine recombinante a été la 

formule privilégiée pour la purification de la protéine. Pour cette nouvelle construction, 

l'étiquette 6xHis a été fusionnée à l'extrémité C-terminale et l'étiquette HA a été 

fusionnée à l'extrémité N-terminale (fig. 3.2). Remplacer l'étiquette GST par 

l'étiquette 6xHis a eu l'avantage d'obtenir une protéine recombinante en une seule 
) 

étape de purification et il n'y avait pas le besoin de cliver l'étiquette 6xHis puisque 

celle-ci était petite et peu encombrante. De plus, l'étiquette 6xHis ne change 

généralement pas la fonction de la protéine (Kimple et al., 2013). Donc, c'est ainsi qu'il 

a été possible d'obtenir une protéine recombinante de haute pureté. 

Bien que la protéine RNF 167 ait été purifiée, cela ne veut pas nécessairement dire 

qu'elle est fonctionnelle. Une façon d'estimer si la protéine est bien repliée est de 

déterminer si elle est active par un essai in vitro d'activité de la protéine. L'essai 

d'ubiquitination in vitro (fig 3.3 B) a donc été une méthode de choix afin d'évaluer la 
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fonctionnalité de la protéine. De plus, pour être en mesure de caractériser l'interaction 

entre RNF167 et les UBE2s, il faut d'abord trouver quelles sont les UBE2s qui peuvent 

interagir de façon fonctionnelle avec l'UBE3. Cet essai d'ubiquitination in vitro est une 

bonne méthode permettant de trouver des UBE2s interagissant avec les UBE3 s et en 

plus, de déterminer que la protéine purifiée est fonctionnelle. van Wijk et al. (2009) 

avaient fait des essais de double hybride chez la levure afin de caractériser les 

interactions UBE3-UBE2. Les résultats qui ont été obtenus dans la présente étude 

concordent avec ce qui avait déjà été démontré lors de l'essai double hybride de van 

Wijk et al. (2009) pour la plupart des UBE2s. Par contre, lors del' essai d'ubiquitination 

in vitro qui a été réalisé pour cette étude, il y a des incohérences selon les résultats 

obtenus. En effet, il y a de nouvelles UBE2s qui semblent interagir par rapport à l'essai 

double hybride. Donc, l'interaction entre RNF167 et UBE2A, UBE2B, UBE2C, 

UBE2K, UBE2Rl et UBE2T représentent de nouvelles interactions par rapport à ce 

qui a été démontré par l'étude de van Wijk et al. (2009). Ces différences peuvent être 

expliquées par l'approche utilisée par van Wijk et al. (2009) qui diffère de celle qui a 

été utilisée lors de cette étude. En effet, lors de cette présente étude la méthode 

d'ubiquitination in vitro a été employée. Lors d'un essai in vitro, les deux protéines 

sont disponibles en grande quantité, ce qui favorise l'interaction entre RNF167 et 

l'UBE2. Lors d'un essai double hybride, l'interaction des deux protéines 

recombinantes chez la levure est dépendante de leur niveau d'expression. De plus, il 

est connu que l'utilisation de cette méthode a la possibilité de ne pas détecter certains 

interacteurs (faux négatifs) (Bruckner et al., 2009). 

Il a été démontré par Haldeman et al. (1997) qu'UBE2K est très réactive et que cette 

enzyme n'a pas besoin d'interagir avec une UBE3 pour former une chaîne 

d'ubiquitines. Il est possible que lors de l'essai d'ubiquitination in vitro, UBE2K ait 

interagi de façon indépendante de l'activité et de l'interaction avec le domaine RING 

de RNF167, ce qui pourrait expliquer la raison pour laquelle l'interaction entre ces 

deux protéines n'ait pas été détectée lors de l'essai double hybride. Lors de l'essai 
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double hybride de van Wijk et al. (2009) et celui in vitro de la présente étude, RNFl 67 

n'a pas interagi avec UBE2F, UBE2I et UBE2M. Ces trois enzymes ne sont pas des 

E2s faisant partie de la voie de l'ubiquitination. Ainsi, l'absence d'interaction entre 

UBE2F, UBE2I et UBE2M et RNF167 indique que RNF167 est une enzyme UBE3 

faisant partie de la voie de l'ubiquitination. En effet, UBE2F et UBE2M sont des E2s 

faisant partie de la voie de la NEDDylation. NEDD8 est une E2s qui interagit avec ces 

protéines et elle fait partie des protéines ayant une homologie de séquence avec 

l'ubiquitine menant à d'autres fonctions dans la cellule (Enchev et al., 2015). UBE21 

est une E2 impliquée dans la voie de la SUMOylation et elle interagit avec la SUMO, 

qui est une autre protéine ayant une homologie de séquence avec l 'ubiquitine et ayant 

d'autres fonctions dans la cellule (Stewart et al., 2016). 

Les interactions in vitro entre RNF167 et les UBE2s indiquent que RNF167 pourrait 

être impliqué dans plusieurs rôles au niveau cellulaire. La particularité des UBE3s à 

domaine RING est que ces protéines peuvent mener à plusieurs types de chaînes 

d'ubiquitine sur le substrat par une interaction avec différentes UBE2s. En effet, c'est 

l'UBE2 qui fait l'ubiquitination du substrat, ce qui détermine le type de réponse au 

niveau de la cellule (Wenzel et al., 201 lb). De plus, lors de l'essai d'ubiquitination in 

vitro, il est possible de remarquer que certaines UBE2s permettent de former une mono-

ubiquitination et d'autres forment des chaînes d'ubiquitine. Ceci peut être observé en 

comparant l'augmentation du poids moléculaire de RNF167 avec ou sans l'ajout de 

l 'ubiquitine sur la protéine. Par exemple, UBE2A est une UBE2 qui préconise la 

formation d'une mono-ubiquitination (Kim et al., 2005), ce qui est observé lors de 

l'essai in vitro (fig. 3.3 B). UBE2T préfère la formation d'une mono-ubiquitination, 

mais peut former n'importe quel type de chaîne in vitro (David et al., 2010). UBE2W 

ne peut qu'ajouter une molécule d'ubiquitine sur la portion N-terminale d'une protéine 

(Tatham et al., 2013), ce qui est aussi observé (fig. 3.3 B). Les autres UBE2s qui ont 

interagi avec RNF167 peuvent toutes former des chaînes d'ubiquitine in vitro (David 

et al., 2010). UBE2N ne peut que former une chaîne en K63 lorsqu'elle est aidée de 
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ces cofacteurs, UBEVl ou UBE2V2 (Eddins et al., 2006). En effet, il est possible de 

remarquer que le poids moléculaire de RNF167 ubiquitiné est beaucoup plus élevé que 

l'ajout de 8.5 kDa du poids moléculaire d'une molécule d'ubiquitine (Callis, 2014), 

signifiant ainsi qu'il y a eu ajout d'une chaîne d'ubiquitine sur la protéine RNF167 (fig. 

3.3 B). 

Plusieurs études ont démontré la localisation de RNF 167 au niveau de la membrane 

plasmique, des endosomes et des lysosomes (Deshar et al., 2016; Lussier et al., 2012; 

van Dijk et al., 2014; Yamazaki et al., 2013). De plus, cette enzyme est une protéine 

transmembranaire, donc il est impossible que RNF167 se retrouve dans le noyau sous 

sa forme complète. Le résultat d'immunofluorescence en cellule HEK293 confirme 

que RNF167 n'est pas localisé au noyau puisqu'il n'y a aucune colocalisation avec le 

DAPI, un marqueur de l' ADN et du noyau (fig. 3.6). Donc, les enzymes qui sont 

connues comme ayant un rôle exclusif dans le noyau, tel que UBE2B (Kim et al., 2005; 

Koken et al., 1991), UBE2C (Jin et al., 2008; Rape et Kirschner, 2004; Williamson et 

al., 2009), UBE2Rl (Butz et al., 2005; Sadowski et al., 2007) et UBE2T (Alpi et al., 

2008; Longerich et al., 2009) ne représentent pas une priorité au niveau de l'étude de 

leur interaction avec RNF167. Par contre, les UBE2s localisées au niveau du 

cytoplasme ou de la membrane plasmique deviennent des cibles d'interaction 

intéressantes à étudier. 

Un rôle connu de RNF167 au niveau des synapses de neurones est la régulation 

négative des récepteurs AMP As, un récepteur du glutamate impliqué dans 

l'apprentissage et la mémoire (Chater et Goda, 2014). L'intérêt de l'étude est au niveau 

de l'interaction entre RNF167 et une UBE2 qui serait responsable de l'ubiquitination 

de ces récepteurs. Il est connu dans la littérature que le type d'ubiquitination sur les 

récepteurs AMPAs est par une chaîne K63 (Widagdo et al., 2015). Parmi les UBE2s 

qui se sont liés de façon fonctionnelle avec RNF 167, seul UBE2N peut permettre de 

faire une chaîne K63 in vivo (Eddins et al., 2006). Pour s'assurer de l'interaction entre 

ces deux protéines, des essais d'interaction in vitro ont été faits (fig. 3.4 et 3.5). Les 
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essais de GST pull down qui ont été utilisés indiquent qu'il y a interaction spécifique 

entre RNF167 et UBE2N. Les essais de GST pull down sont couramment utilisés pour 

déterminer des interactions spécifiques entre des protéines (Ghosh et al., 2018; van 

Wijk et al., 2009). Dans un premier temps, l'essai d'interaction a été fait avec deux 

protéines purifiées (fig. 3.4 A). La protéine GST a été utilisée pour s'assurer de la 

spécificité de l'interaction. Par contre, la GST n'est pas une protéine faisant partie de 

la voie de l'ubiquitination ni n'est une protéine dont son ubiquitination a été démontrée 

dans la littérature. L'utilisation d'une UBE2 n'ayant pas interagi avec RNF167 lors de 

l'essai d 'ubiquitination in vitro aurait été un meilleur contrôle pour assurer la spécificité 

d'interaction. Dans un deuxième temps, l'essai a été fait avec une protéine purifiée liée 

sur la résine Glutathione Sepharose et un lysat de cellules transfectées (fig. 3.4 B). Ces 

résultats ont permis de valider l'interaction entre RNF167 et UBE2N lorsque ces deux 

protéines étaient purifiées (fig. 3.4 A). L'interaction in vitro entre RNF167 et UBE2N 

valide les résultats de double hybride déjà démontré par l'étude de van Wijk et al. 

(2009). De plus, les résultats supportent l'interaction fonctionnelle observée lors de 

l'essai in vitro d'ubiquitination (fig. 3.3 B). L'utilisation d'un mutant du domaine 

RING de RNF167 aurait aussi permis de montrer que l'interaction physique et 

fonctionnelle de ces deux protéines passe par cette région. 

L'interaction entre RNF167 et UBE2N en cellule n'a pas été démontrée jusqu'à 

présent. Comme ce que l'essai biophysique a démontré (fig. 3.5 C), l'interaction entre 

RNF167 et UBE2N est transitoire, étant donné que la constante de dissociation obtenue 

est de 1.063 µM (tab. 3.1). Ces résultats représentent une interaction entre une UBE2 

et une UBE3 dans un système physiologique. La faible affinité du complexe diminue 

les chances de copurifier le complexe RNF 167-UBE2N en cellule par une méthode 

biochimique d'interaction comme les immunoprécipitations (Wenzel et al., 201 lb). Par 

contre, des méthodes existent pour observer une telle interaction et elles pourraient être 

utilisées pour démontrer qu'il y a bel et bien une interaction en cellule. En effet, il y a 

la possibilité d'utiliser un agent de liaison qui génère une liaison covalente entre deux 
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protéines qui interagissent au sein d'un mélange de protéines confiné dans une cellule. 

Pour ce faire, des cellules doivent exprimer les deux protéines d'intérêts et les cellules 

intactes doivent être mises en contact avec un agent de liaison bifonctionnel tel que le 

DSS, le DSG ou le DSP qui permettra la formation d'un lien amide covalent entre les 

deux protéines qui interagissent. Afin d'effectuer l'expérience, les cellules doivent 

ensuite être lysées et une immunoprécipitation peut être faite afin de confirmer 

l'interaction (Tang et Bruce, 2009). Une autre méthode qui aurait pu également être 

utilisée est celle del' AlphaLISA®. Cette méthode utilise deux types de billes, une bille 

donneuse spécifique à une première protéine par l'entremise d'un anticorps lié sur la 

bille et une seconde bille accepteuse qui elle est spécifique à la deuxième protéine 

d'intérêt par l'entremise d'un autrè anticorps. Lorsqu'il y a excitation de la bille 

donneuse, celle-ci génère des radicaux d'oxygène qui permettent l'excitation et 

l'émission de la fluorescence par la bille accepteuse. Pour qu'il y ait transfert de 

l'oxygène à la bille accepteuse, il faut que les deux billes soient proches, donc que les 

deux protéines interagissent entre elles. Cette méthode a comme avantage de pouvoir 

être utilisée à faible concentration en protéine et la méthode est simple d'utilisation et 

rapide (Beaudet et al., 2008). La méthode de BioID (proximity dependant biotin 

labelling) aurait également pu être utilisée afin de confirmer l'interaction entre RNF 16 7 

et UBE2N. Cette méthode a été utilisée pour déterminer l'interaction entre RNF167 et 

Arl8B en cellule (Deshar et al., 2016). Lors de l'étude de Deshar et al. (2016), la biotine 

ligase BirA a été fusionnée sur la portion C-terminale de RNF167. Ils ont produit une 

Ub modifiée sur lequel il y a eu ajout d'un peptide _accepteur de biotine. Lorsque 

l'UBE2 ou le substrat, couplé à l'Ub modifiée, interagit avec RNF167, il y a transfert 

de la biotine sur une lysine du peptide accepteur. La détection de l'interaction peut se 

faire par colocalisation entre la biotine et RNF 167 ou par immunoprécipitation de la 

protéine interagissant avec RNF 167. Pour l'application de cette méthode dans la 

présente étude, la détection de la biotine dans l'immunoprécipitation indiquerait qu'il 

y a interaction entre RNF 167 et UBE2N. Par contre, pour détecter l 'Ub biotinée sur 

UBE2N, il faudrait utiliser un mutant d'UBE2N permettant l'attachement covalent de 
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l'Ub sur l'enzyme, en remplaçant la cystéine active de l'UBE2 par une sérine ou une 

lysine, par exemple. 

Après avoir déterminé qu'il y a interaction entre RNF167 et UBE2N, la caractérisation 

de la cinétique de liaison du complexe a été faite (fig. 3.5). Pour ce faire, la méthode 

qui a été utilisée est celle du SPR, qui représente une méthode de choix pour l'étude 

d'interaction de macromolécules. En effet, cette méthode est adaptée pour permettre 

l'étude d'interaction de plusieurs analytes, comme les protéines (Kim et al., 2006), 

l' ADN (Teh et al., 2007), les sucres (Beccati et al., 2005) et les lipides (Erb et al., 

2000). Il y a également possibilité de faire des études en immobilisant des membranes 

sur la puce. De plus, il n'y a pas besoin d'utiliser des protéines ayant une étiquette pour 

faire l'étude (Nguyen et al., 2015). Pour faire l'essai cinétique, la protéine purifiée HA-

RNF167-6xHis a été liée de façon covalente sur une puce CM5 par liaison amide. Les 

résultats obtenus lors de l'étude de l'association et la dissociation du complexe 

RNF167-UBE2N par SPR indiquent que le Ko est de 1.063 µM (tab. 3.1), ce qui 

représente une interaction de type transitoire. Ces résultats sont conformes avec l'étude 

de Buetow et al. (2015) qui avaient utilisé la méthode de SPR pour déterminer l'affinité 

d'interaction entre différentes UBE3s ligase et des enzymes conjugatrice de 

l 'ubiquitine couplées ou non avec l 'ubiquitine. Par exemple, l'affinité entre le domaine 

RING de RNF38 et UBE2D3 non couplé à l'ubiquitine est de 89 µM. La différence 

d'affinité entre l'étude présente et celle de Buetow et al. (2015) peut s'expliquer par la 

différence entre les formes recombinantes de leur UBE3 et celle de RNF 167 purifiée 

dans la présente étude. En effet, lors de l'étude de Buetow et al. (2015), seul le domaine 

RING de l'UBE3 avait été purifié alors que toute la portion C-terminale de RNF167 a 

été purifiée. De plus, le domaine RING de RNF38 purifié par Buetow et al. (2015) a 

une étiquette GST, qui peut encombrer et affecter l'interaction UBE2D3-RNF38. 

Contrairement, la protéine RNF167 purifiée dans cette présente étude, contient deux 

· étiquettes aux extrémités N-terminales et C-terminales de petite taille, diminuant les 

chances d'affecter l'interaction RNF167-UBE2N. Lors des essais cinétiques de l'étude, 
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la GST a été utilisée comme contrôle négatif vu la similarité du poids moléculaire de 

la protéine avec celui d'UBE2N. Cela indique que les signaux obtenus sont réellement 

spécifiques à l'interaction entre RNF167 et UBE2N. Lors de l'essai, il n'a été possible 

que d'obtenir un signal maximal de 12 RU, bien que ce signal a permis de mesurer un 

Kn avec une bonne fiabilité (Chi2=0.211). Ce faible signal obtenu peut être expliqué 

par la méthode de couplage utilisée ne permettant pas de contrôler l'orientation de HA-

RNF167-6xHis immobilisée. En effet, lors du couplage amide, tout groupement amine 

peut se lier de façon covalente avec le dextran carboxyméthylé sur la puce et il y a 

possibilité que la liaison covalente se produise dans le domaine RING, le domaine de 

liaison à l 'UBE2, réduisant la possibilité d.' interagir avec UBE2N. Pour remédier à cet 

inconvénient, un anticorps spécifique à une des deux protéines d'intérêt aurait pu être 

couplé sur la puce afin de capturer la première protéine et par la suite analyser plusieurs 

concentrations de la seconde protéine. Cette méthode aurait l'avantage d'orienter le 

domaine de liaison de RNF167 à UBE2N. Par contre, l'augmentation de la distance 

entre la puce et le complexe de protéines peut diminuer le signal maximal pouvant être 

mesuré en RU. 

Bien que la méthode de SPR soit un essai bien reconnu dans la littérature, d'autres 

méthodes auraient également pu être utilisées, en plus du SPR, pour vérifier les 

résultats de Kn obtenus. Par exemple, l'ITC (titrage calorimétrique isothermique) 

utilise une cellule dans laquelle il y a une quantité de la première protéine. Ensuite, il 

y a injection graduelle de la seconde protéine dans la cellule. Cet essai permet de 

calculer le Kn d'après la chaleur dégagée qui est proportionnelle au niveau 

d'interaction entre les deux protéines. Cette méthode est simple et rapide et peut se 

faire en une seule étape (Liang, 2008). Par contre cette méthode requiert beaucoup 

d'analytes pour permettre d'obtenir de la chaleur permettant de mesurer l'affinité (Du 

et al., 2016). L'autre méthode qui aurait pu être utilisée est celle del' AlphaScreen® 

qui utilise le même principe que la méthode d' AlphaLisa® décrite plus haut. 

L' AlphaScreen® se fait avec des protéines purifiées et le principe de titration est 
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produit en utilisant une seule concentration de la première protéine et différentes 

concentrations de la seconde protéine sur une microplaque. Comme pour 

l' AlphaLisa®, cette méthode est simple, rapide et les concentrations utilisées sont 

faibles. 

Une fois que la cinétique d'interaction a été caractérisée, il est important d'observer la 

localisation cellulaire de l'interaction. Dans un premier temps, des cellules HEK293 

ont été cotransfectées avec des protéines recombinantes GFP-UBE2N et RNF167-HA. · 

Une immunofluorescence contre l'étiquette HA de RNF167 a permis de détecter la 

protéine en microscopie confocale (fig. 3.6). Selon les résultats obtenus, UBE2N est 

localisé au niveau du noyau et au niveau du cytoplasme. Ceci est en accord avec une 

étude qui démontre le rôle d'UBE2N au niveau de la réparation de l'ADN (Hofmann 

et Pickart, 1999). De plus, des études ont démontré qu'UBE2N est aussi localisé au 

.niveau du cytoplasme par son interaction avec Parkin (Limet al., 2013) et son rôle dans 

la signalisation de NF-KB (Hodge et al., 2016). Par contre, la localisation de GFP peut 

changer la localisation de la protéine à cause de la taille de l'étiquette. De plus, selon 

les résultats de l'immunofluorescence avec la GFP seule, il est possible d'observer que 

celle-ci se retrouve partout dans la cellule, ce qui est la même localisation qu'UBE2N. 

Cependant, les résultats de fractionnement du cortex de souris supportent les résultats 

obtenus lors de l'immunofluorescence quant à la localisation et à l'expression 

d'UBE2N au niveau du cytoplasme (fig 3.8 B). Pour éviter cet inconvénient, il aurait 

été possible d'utiliser une protéine recombinante d'UBE2N avec une étiquette plus 

petite comme Flag ou Mye et faire une immunofluorescence contre cette étiquette ou 

encore d'utiliser un anticorps contre la protéine endogène. Par contre, puisque . . 

l'immunofluorescence contre l'étiquette HA de RNF167 a été faite, il faut faire 

attention de choisir un anticorps primaire provenant d'une autre espèce que celui de 

HA pour s'assurer que le signal est spécifique à UBE2N. De plus, il faut choisir un 

anticorps secondaire fluorescent qui sera excité à une autre longueur d'onde afin de 

pouvoir différencier les deux protéines. Pour ce qui est de RNF167, la focalisation de 
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la protéine semble être au niveau du cytosol. Plusieurs études ont démontré que cette 

protéine joue un rôle au niveau des lysosomes et que la localisation de cette protéine 

est dans ce compartiment (Deshar et al., 2016; Lussier et al., 2012; van Dijk et al., 

2014; Yamazaki et al., 2013). Donc, il est possible de déterminer que RNF167 est 

localisée aux lysosomes. Pour être certain de cette localisation, il aurait fallu utiliser un 

marqueur de lysosome comme Lamp-1 ou Lamp-2 par exemple. Donc, la 

colocalisation des deux protéines est au niveau du cytoplasme et plus précisément au 

niveau des lysosomes. Par contre, il a été démontré que l'utilisation d'un microscope 

confocal et de la méthode d'immunofluorescence ne fait qu'indiquer que les deux 

protéines se retrouvent dans le même espace cellulaire et donc cela ne montre pas 

réellement qu'il y a interaction entre RNF167 et UBE2N (Dunn et al., 2011). Par 

contre, l'interaction entre ces protéines a été démontrée par les essais in vitro présentés 

aux figures 3.3 B, 3.4 et 3.5 C. De plus, le modèle cellulaire utilisé n'est pas un modèle 

idéal en neuroscience. Des travaux futurs utilisant des neurones en culture permettront 

de démontrer l'expression de RNF167 et UBE2N dans le même compartiment par la 

méthode d' immunofluorescence. 

Une autre méthode qui aurait pu être utilisée afin de déterminer spécifiquement qu'il y 

a interaction entre les deux protéines et qui utilise la microscopie est le FRET (transfert 

d'énergie de fluorescence par résonnance). Cette méthode permet de déterminer s'il y 

a une interaction entre les deux protéines en cotransfectant RNF167 et UBE2N 

étiquetées par des protéines fluorescentes pouvant se coupler. Par exemple, la CFP peut 

être couplée avec la YFP et lorsque la CFP est excitée, il peut y avoir un transfert 

d'énergie sur la YFP qui sera excitée et qui émettra dans le jaune. Pour avoir l'émission 

dans le jaune, il faut que la CFP et la YFP soient très près l'une de l'autre, donc il faut 

que les deux protéines RNF167 et UBE2N interagissent ensemble. S'il n'y a pas 

d'interaction, il y aura émission exclusivement dans le bleu (Selvin, 2000). 

L'utilisation de l'immunofluorescence a permis d'obtenir un résultat indiquant la 

possibilité d'une colocalisation en cellule entre RNF167 et UBE2N. Pour déterminer 
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la localisation des deux protéines au niveau des neurones, deux types de 

fractionnements d'un cortex de souris ont été faits (fig. 3.7 et 3.8). Le premier 

fractionnement permettait d'isoler les synaptoneurosomes (fig. 3.7 A) qui représentent 

un environnement refermé composé de la partie pré-synaptique et post-synaptique 

(Westmark et al., 2011 ). Dans la fraction cytosolique, il peut y avoir présence des 

membranes synaptiques non refermées. La localisation de l'expression de RNF167, 

UBE2N, UBE2Vl et UBE2V2 a été déterminée par l'utilisation d'anticorps spécifiques 

à ces protéines par immunobuvardage. UBE2Vl et UBE2V2 sont des cofacteurs 

d'UBE2N permettant la formation des chaînes d'ubiquitines en K63 (Widagdo et al., 

2015). Il a était démontré par Lussier et al. (2012) que RNF167 est une protéine qui est 

exprimée au niveau des membranes synaptiques, des endosomes et des lysosomes, ce 

qui explique son expression au niveau du synaptosome. De plus, les études de Ma et 

al. (2017) et de Yin et al. (2015) ont démontré qu'UBE2N est exprimé au niveau du 

synaptosome. Ainsi, puisque UBE2N a besoin de ses cofacteurs, il est normal que la 

localisation de l'expression d'UBE2Vl et d'UBE2V2 soit la même. 

Un second fractionnement a permis d'étudier plus en détail les membranes du 

synaptosome afin de les séparer en membranes denses en protéines (PSD) et en 

membranes moins denses. Ces dernières représentent les membranes latérales du 

synaptosome et sont solubles dans le triton X-100 (SPSD) (fig 3.8 A). La localisation 

de RNF167 dans le SPSD est en accord avec la localisation de la protéine au niveau 

des endosomes et des lysosomes. Cette localisation est en lien avec le rôle de RNF167 

dans l 'ubiquitination des récepteurs AMP As qui va se produire lorsque le récepteur va 

se déplacer vers les membranes latérales (Lussier et al., 2012). La localisation de 

RNF167, bien que l'expression soit en faible quantité, au niveau du PSD semble ne pas 

convenir avec le rôle de la protéine. Une étude qui a isolé le PSD a utilisé un gradient 

de sucrose après avoir fait l'extraction au triton X-100 afin de bien isoler le PSD 

(Therien et Mushynski, 1976). De plus, le culot obtenu contenant la fraction PSD n'a 

pas été lavé, pouvant expliquer une contamination par la fraction SPSD. Alors, les 
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résultats obtenus peuvent être un d'écoulement de la limitation du protocole de 

fractionnement qui a été utilisé. Par contre, étant donné que le PSD est composé de 

plusieurs protéines, il se peut que RNF167 intèragisse avec une des protéines du PSD, 

ce qui peut expliquer sa localisation. Pour ce qui est de la localisation d'UBE2N et de 

ces cofacteurs, celle-ci ne semble pas concorder avec l'étude de Ma et al. (2017). En 

effet, cette étude a démontré qu'UBE2N et UBE2Vl sont localisés au niveau du PSD; 

alors que le fractionnement obtenu (fig. 3.8 B) ne· montre aucune localisation 

d'UBE2Vl ou UBE2V2 au PSD et qu'il semble y avoir une faible expression 

d'UBE2N au PSD. Encore une fois, la localisation d'UBE2N au PSD peut être due aux 

mêmes raisons qui expliquent la localisation de RNF167 dans ce compartiment. 

L'expression des UBE2s dans le LS 1 confirme la présence dans le cytosol lors de 

l'immunofluorescence en cellule HEK293 de UBE2N (fig. 3.6). La localisation des 

UBE2s au niveau du SPSD indique que ces protéines vont interagir avec une protéine 

membranaire puisqu'elles n'ont pas de domaine transmembranaire. Comme 

l'interaction de RNFl 67 et UBE2N a été démontrée in vitro (fig. 3.3 B, 3.4 B et 3.5 C), 

il est possible de supposer que l'interaction en neurone se ferait au niveau du SPSD, ce 

qui rend encore plus intéressante l'étude d'interaction entre RNF167 et UBE2N et leur 

implication au niveau de la régulation des récepteurs AMP As. 



CHAPITRE V 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L'étude a permis la caractérisation de l'interaction entre RNF167 et les UBE2s. Dans 

un premier temps, il a été possible de purifier une forme recombinante de RNF167 

après des étapes d'optimisation en ajoutant une étiquette HA a été fusionnée à 

l'extrémité N-terminale et une étiquette 6xHis a été fusionnée C-terminale. Cette 

protéine était dépourvue du domaine transmembranaire en N-terminale de la protéine 

pour ne garder que la partie C-terminale de RNF167 qui contient le domaine RING 

permettant la liaison aux UBE2s. Ensuite, un essai d'ubiquitination in vitro a permis 

d'identifier les UBE2s qui peuvent se lier de façon fonctionnelle avec l'UBE3 ligase 

. RNF167. Parmi ces UBE2, l'étude de l'interaction entre RNF167 et UBE2N a été faite 

puisqu'il s'agit de la seule UBE2 permettant de former des chaînes K63, qui est le 

même type d'ubiquitination des récepteurs AMP As, un des substrats connus de 

RNF167. Des essais in vitro ont démontré qu'il y a bel et bien une interaction entre ces 

deux protéines et la cinétique de liaison montre qu'il s'agit d'une interaction transitoire. 

La localisation au niveau des cellules HEK293 montre que RNF 167 et UBE2N peuvent 

être situées dans le même espace cellulaire au niveau du cytoplasme et que cette 

localisation pourrait être au niveau des lysosomes puisque RNF167 est connu comme 

étant localisé dans ce compartiment. Finalement, RNF167 et UBE2N, ainsi que ses 

cofacteurs, UBE2V 1 et UBE2V2, sont localisées au niveau des neurones dans le 

compartiment du SPSD. Ces résultats permettent de supposer qu'UBE2N pourrait être 

un bon candidat pour l 'ubiquitination des récepteurs AMP As. 
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Pour être certain de ces résultats, il faut faire des essais in vitro et en cellule afin de 

faire le lien entre l'ubiquitination des récepteurs AMPAs et le couple RNF167/UBE2N, 

sans oublier les cofacteurs d'UBE2N qui permettent la formation de la chaîne. Pour ce 

faire, des études d'interaction entre UBE2N et des sous-unités du récepteur pourraient 

être faites. Ensuite, le niveau d'expression du récepteur pourrait être comparé lorsqu'il 

y a surexpression ou délétion de l'expression d'UBE2N. Finalement, il serait 

intéressant de déterminer quelle est l'UBE2 qui permet l'ajout de la première ubiquitine 

sur le récepteur étant donné qu'UBE2N ne peut ajouter d'ubiquitine sur les substrats in 

vivo (Christensen et al., 2007; Windheim et al., 2008). Selon les UBE2s qui ont interagi 

de façon fonctionnelle avec RNF167, il y a possibilité qu'il s'agisse d'une des enzymes 

de la famille des UBE2Ds. 
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Figure SI. Cartographie de pGEX-4T-1 et séquence de RNF167-HA. La séquence 
d'ADN (a.a. 195-350) a été insérée aux sites BamHI et Sali par GenScript. Vert: 
séquence ADN de l' étiquette HA. Rouge: Le site de BamHI. Orange: Site de Sali. 
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Figure S2. Cartographie de pET-52b(+) et séquence HA-RNF167-6xHis. La séquence 
d' ADN (a.a. 195-350) a été insérée aux sites Smal et Sall par GenScript. Rouge: 
séquence ADN de l'étiquette HA. Vert: séquence ADN de l' étiquette 6xHis. Bleu: Le 
site de Ndel. Orange: Site de BamHI. Mauve: Le site de Sall. 
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GCTAGC CATCATCACCACCACCATGGATCCATGGCGGGCCTGCCGCGTCGCATTATCAAGGAAACCCA 
ACGTCTGCTGGCGGAGCCGGTGCCGGGTATCAAAGCGGAGCCGGACGAGAGCAACGCGCGTTACTTTC 
ACGTGGTTATTGCGGGTCCGCAAGACAGCCCGTTTGAGGGTGGCACCTTTAAGCTGGAACTGTTCCTG 
CCGGAGGAATACCCGATGGCGGCGCCGAAAGTGCGTTTCATGACCAAAATTTATCACCCGAACGTTGA 
TAAACTGGGCCGTATCTGCCTGGACATTCTGAAGGATAAATGGAGCCCGGCGCTGCAGATCCGTACCG 
TGCTGCTGAGCATTCAAGCGCTGCTGAGCGCGCCGAACCCGGATGATCCGCTGGCGAACGACGTTGCG 
GAGCAATGGAAGACCAACGAAGCGCAAGCGATTGAGACCGCGCGTGCGTGGACCCGCCTGTATGCGAT 
GAACAACATTTAAGTCGAC GAATTC 

Figure S3 . Cartographie de pET-17b et séquence de 6xHis-UBE2N. La séquence 
d' ADN a été insérée aux sites Nhel et EcoRI par GenScript. Vert: séquence ADN de 
l'étiquette 6xHis. Bleu : Le site de Nhel. Orange: Site de BamHI. Mauve: Le site de 
Sail. Rouge: Le site d'EcoRI. 
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Figure S4. Cartographie et séquence des sites des enzymes de restriction du vecteur 

pEGFP-Cl. 



ANNEXEE 

CGA CC ATGGCGGGCCTGCCGCGTCGCATTATCAAGGAAACCCAACGTCTGCTGGCGGAGCCGGTGCC 
GGGTATCAAAGCGGAGCCGGACGAGAGCAACGCGCGTTACTTTCACGTGGTTATTGCGGGTCCGCAAG 
ACAGCCCGTTTGAGGGTGGCACCTTTAAGCTGGAACTGTTCCTGCCGGAGGAATACCCGATGGCGGCG 
CCGAAAGTGCGTTTCATGACCAAAATTTATCACCCGAACGTTGATAAACTGGGCCGTATCTGCCTGGA 
CATTCTGAAGGATAAATGGAGCCCGGCGCTGCAGATCCGTACCGTGCTGCTGAGCATTCAAGCGCTGC 
TGAGCGCGCCGAACCCGGATGATCCGCTGGCGAACGACGTTGCGGAGCAATGGAAGACCAACGAAGCG 
CAAGCGATTGAGACCGCGCGTGCGTGGACCCGCCTGTATGCGATGAACAACATTTAAGTCGAC GAATT 
c 

Figure SS. Séquence d'ADN d'UBE2N insérée dans le vecteur pGEX-4T-1 et dans le 
vecteur pEGFP-Cl. La séquence d' ADN d'UBE2N a été coupée aux sites BamHI et 
Eco RI du vecteur pET-17b-6xHis-UBE2N. Le vecteur pEGFP-C 1 a été coupé aux sites 
BglII et Eco RI tandis que le vecteur pGEX-4 T-1 a été coupé aux sites BamHI et EcoRI. 
Orange: Site de BamHI. Mauve: Le site de Sall. Rouge: Le site d'EcoRI. 



ANNEXEF 

GGATCCTACCCGTATGATGTGCCGGACTATGCGTGCATCCAGCACCGCAAACGCCTGCAACGCAACCG 
CCTGACCAAGGAGCAACTGAAACAGATTCCGACCCACGATTACCAAAAGGGCGACCAGTACGATGTGT 
GCGCGATCTGCCTGGACGAATATGAGGACGGTGATAAACTGCGTGTTCTGCCGTGCGCGCATGCGTAC 
CACAGCCGTTGCGTTGATCCGTGGCTGACCCAGACCCGTAAGACCTGCCCGATTTGCAAACAACCGGT 
TCACCGTGGTCCGGGCGACGAAGATCAGGAAGAGGAAACCCAGGGTCAAGAAGAGGGTGATGAAGGTG 
AACCGCGTGATCACCCGGCGAGCGAACGTACCCCGCTGCTGGGTAGCAGCCCGACCCTGCCGACCAGC 
TTCGGCAGCCTGGCGCCGGCGCCGCTGGTGTTTCCGGGCCCGAGCACCGACCCGCCGCTGAGCCCGCC 
GAGCAGCCCGGTTATTCTGGTGCATCATCACCACCACCATTAAG C,AC 

Figure S6. Séquence d' ADN de HA-RNF167-6xHis insérée dans le vecteur pGEX-4T-
1. La séquence d'ADN de HA-RNF167-6xHis a été coupée dans le vecteur pET-
52b(+)-HA-RNF167-6xHis aux sites BamHI et Sail. Le vecteur pGEX-4T-l a été 
coupé aux sites BamHI et Sali. Vert: séquence ADN de l'étiquette 6xHis. Rouge: 
séquence ADN de l'étiquette HA. Orange: Site de BamHI. Mauve: Le site de Sali. 



ANNEXEG 

A) Signal peptide Transmembranaire RING 

B) Signal peptide Transmembranaire RING 

Figure S7. Construction des protéines recombinantes de RNF167 et leurs étiquettes. A) 
La portion C-terminale de la protéine RNF167 (a.a. 195-350) contenant le domaine 
RING (domaine de liaison aux UBE2s) a été gardée et des étiquettes ont été ajoutées 
pour la purification par chromatographie d'affinité et pour la détection de la protéine. 
B) La protéine entière a été exprimée chez les cellules et une étiquette en HA en N-
terminale a été ajouté pour la détection de la protéine. 
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ANNEXEH 

A) 

B) 

Figure S8. Construction des protéines recombinantes d'UBE2N et leurs étiquettes. A) 
L'ensemble de la protéine UBE2N a été gardé et une étiquette a été ajouté en N-
terminale pour la purification de la protéine pas chromatographie d'affinité. B) Une 
étiquette GFP en N-terminale a été ajoutée sur la protéine entière pour la détection de 
UBE2N en cellule par microscopie fluorescence. 
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