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Exposé du sujet proposé:

Une caractéristique commune de plusieurs maladies est un état catabolique menant & une atrophie
musculaire. La principale fonction du muscle squelettique est de permettre la locomotion et la posture, mais
ce tissu est également le principal réservoir de protéines du corps. Ces protéines peuvent étre dégradées
pour fournir des acides aminés dirigés vers la néoglucogenése a des fins énergétiques et, lors de certaines
pathologies, vers la synthése des protéines de la réaction inflammatoire et des protéines des organes vitaux
(muscles respiratoires, coeur et cerveau). Cependant, une perte musculaire incontrélée et prolongée altére le
mouvement et a des conséquences métaboliques préjudiciables, conduisant a la fragilité du patient et
altérant les traitements. Le développement de stratégies pour prévenir ou limiter la perte de protéines
musculaires est donc un défi majeur ; il n'existe actuellement aucun traitement efficace pour cela.

Le systeme protéolytique ubiquitine protéasome (UPS) est le principal acteur de la dégradation des
protéines contractiles lors des fontes musculaires. Le ciblage des substrats vers la dégradation par le
protéasome 26S résulte de l'action séquentielle de 3 familles d’enzymes. L’enzyme E1 active I'ubiquitine
(Ub) et la transfére a une enzyme de conjugaison E2 (40 membres). En présence d’une ubiquitine ligase E3
(> 700 membres), I'E2 fixe de fagon covalente I'Ub sur un résidu lysine du substrat. Les enzymes E2 et E3
conferent la spécificité de ciblage de I'UPS, une E2 pouvant interagir avec plusieurs E3 et vice versa.

Nous avons montré que I'E3 ligase MuRF1 spécifique du muscle est le principal acteur ciblant les protéines
contractiles pour leur dégradation, au cours d’'un état catabolique (Polge 2011 FASEB J). Ceci est en accord
avec le phénotype des souris MuRF1” qui sont résistantes a l'atrophie musculaire dans plusieurs situations
cataboliques (immobilisation, traitement aux glucocorticoides, etc.) (Bodine, Science 2001). MuRF1 semble
donc étre un bon candidat a inhiber par un traitement pharmacologique pour limiter I'atrophie musculaire.
Cependant, MuRF1 cible également vers la dégradation des protéines non contractiles et inhiber
complétement MuRF1 aurait donc des effets secondaires. Il est donc nécessaire de savoir comment I'activité
de cette E3 ligase est régulée et ce qui fait la spécificité de ciblage des protéines contractiles a dégrader.

Il est probable que seules des paires spécifigues E2-E3 conduiront a la dégradation de substrats
spécifiques, comme les protéines contractiles. Nous avons identifié les E2 interagissant avec 'E3 MuRF1
mais d'importantes questions demeurent sur la régulation de ces enzymes. 1) Le substrat peut-il influencer
I'association d’'une paire E2-MuRF1 ? 2) Le chargement d’'une E2 par I'Ub favorise-t-il 'assemblage du
complexe E2-MuRF1 ? Existe-t-il une régulation par la co-localisation des partenaires (E2, E3, substrat) en
réponse a signal catabolique ?

Le sujet de thése proposé vise a répondre a ces questions pour 1 ou 2 des couples E2-MuRF1 identifiés.
L’influence de ces couples sur la dégradation des protéines contractiles sera testée par co-expression des
protagonistes en cellules HEK, suivie de western blot afin d’évaluer la dégradation du substrat. Les autres
techniques utilisées seront des techniques d’interaction protéines-protéines (Résonnance plasmonique de
surface [Biacore], split-GFP en cellules de mammiferes, chromatographie d’exclusion), ainsi que des
techniques de (co-)localisation cellulaire en myotubes (GFP ou immuno-marquage).
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Régulation d’enzymes d’ubiquitination impliquées dans I’atrophie musculaire

Une caractéristique commune a plusieurs maladies est un état catabolique menant a une atrophie
musculaire. Celle-ci résulte de la dégradation des protéines contractiles par le systéme protéolytique
ubiquitine protéasome (UPS). Un défi majeur pour limiter I'atrophie est donc de réduire la perte des
protéines contractiles. Les protéines sont dégradées apres marquage par une chaine d’ubiquitine (Ub) suite
a une cascade enzymatique (E1-E2-E3). Les enzymes E2 (40 membres) et E3 (> 700 membres) conférent
la spécificité de ciblage de I'UPS, une E2 pouvant interagir avec plusieurs E3 et vice versa. Seules des
paires spécifiques E2-E3 conduiront a la dégradation de substrats spécifiques, comme les protéines
contractiles. Nous avons montré que MuRF1, E3 ligase spécifique du muscle, est le principal acteur ciblant
les protéines contractiles du muscle pour leur dégradation au cours d’états cataboliques (Polge 2011). Nous
avons identifié les E2 interagissant avec MuRF1 mais d’'importantes questions demeurent quant a la
régulation de ces enzymes. Le sujet de thése propose d’étudier la régulation de 2 couples E2-MuRF1




identifiés. L'influence de ces couples sur la dégradation des protéines contractiles sera testée par co-
expression des protagonistes en cellules HEK. Ces travaux feront appel a des techniques de pointe
d’interaction protéines-protéines (SPR- Biacore, split-GFP en cellules de mammiféres, triple hybride ...) ainsi
que des techniques de (co-)localisation cellulaire sur myotubes en culture.
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