
  
  

Université de Montréal 
 
 
 
 
Influence de l’ubiquitylation initiale des substrats SH3 

sur leur régulation par la ligase Itch 

 
par 

 
Malick Gueye 

 
 
 

Département de sciences biologiques 
Faculté des arts et des sciences 

 
 
 

Mémoire présenté à la Faculté des études supérieures en vue de 
l’obtention du grade de Maître ès Sciences 

en Sciences biologiques 
 
 
 

Avril, 2016 
 
 
 

© Malick Gueye, 2016 
 

 



  
  

Université de Montréal 

Faculté des études supérieures et postdoctorales 

 
 
 

 
Ce mémoire intitulé : 

 
 
Influence de l’ubiquitylation initiale des substrats SH3 

sur leur régulation par la ligase Itch 

 
 
 

Présenté par :  
Malick Gueye 

 
 
 

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes : 
 
 

Jean François Pflieger, président-rapporteur 

Annie Angers, directrice de recherche 

Valérie Legendre-Guillemin, membre du juy



    
  

i 

Résumé 

  Ce projet de recherche explore un nouveau mécanisme de régulation de l’activité du 

domaine HECT de la ligase Itch. Ce domaine est responsable de la polyubiquitylation des 

protéines impliquant le plus souvent leur dégradation par le protéasome. Itch est une ligase de 

l’ubiquitine de la famille CWH contenant un domaine HECT catalytique en C-terminal, quatre 

domaines WW, et un domaine C2 N-terminal qui est important pour sa localisation cellulaire. Les 

ligases CWH interagissent par leur domaine WW avec leurs ligands. Un mécanisme proposé pour 

ces ligases est que la première molécule d’ubiquitine liée au substrat active le domaine HECT de 

manière à former une chaine d’ubiquitine sur le substrat. Itch a une particularité dans la famille 

CWH, car elle possède un domaine riche en proline qui lui permet d’interagir avec plusieurs 

protéines à domaine SH3. Dans cette étude, nous avons déterminé l’effet de l’ubiquitylation 

initiale des protéines SH3 sur l’activité du domaine HECT de la ligase Itch, et sur la régulation de 

ces substrats.  

Mots-clés : Itch, ubiquitine, ligand, protéines SH3, PRD, interaction, régulation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    
  

ii 

Abstract 

 The subject of this research is to reveal a new mechanism of regulation of the Itch 

ubiquitin ligase through its catalytic HECT domain. The HECT domain is in charge of 

polyubiquitylating proteins, which is often responsible for their degradation by the 

proteasome. Itch belongs to the CWH subfamily of ubiquitin ligases, characterized by the 

presence of C-terminal catalytic HECT domain, four WW domains for ligand binding and a 

N-terminal C2 domain important for the subcellular localization of the ligase. Attachment of 

a first ubiquitin moïties to the substrates is proposed to stimulate the ligase activity, 

promoting the creation of a polyubiquitin chain. Itch is the only member of its subfamily 

that has been shown to interact and promote the ubiquitylation of SH3 domain-containing 

proteins through a conserved proline-rich region located upstream of the four WW 

domains. In this work, we have determined the impact of the addition of a single ubiquitin 

to SH3 domain-containing proteins on the processivity of the ubiquitylation reaction 

catalysed by Itch and on the regulation of this class of substrates. 

Keywords : Itch, ubiquitin, SH3 protein, regulation, ligand, PRD, interaction. 
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1 Introduction  
1.1 La réaction d’ubiquitylation 
 
 L’ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés présente dans tous les tissus des 

organismes eucaryotes. L’ubiquitylation est une modification post-traductionnelle qui consiste en 

l'établissement d'une liaison peptidique entre l'extrémité C-terminale de l'ubiquitine et l'amine de 

la chaîne latérale d'une lysine du substrat. Ce «branchement» de la chaîne d'acides aminés 

modifie profondément la structure de la protéine cible. Le mécanisme d’ubiquitylation est médiée 

par la coordination d’une enzyme d’activation de l’ubiquitine E1, une enzyme de conjugaison E2 

et une ligase de l’ubiquitine E3 (Figure 1A) (Hershko and Ciechanover, 1998). La ligase E3 

détermine la spécificité de la réaction car elle interagit avec les substrats. L’ubiquitylation régule 

ainsi plusieurs processus biologiques en modifiant l’activité des protéines ciblées. 

1.1.1 Les types d'ubiquitylation 
 

En plus de l’ajout d’une molécule (monoubiquitylation), ou plusieurs molécules 

d’ubiquitine sur différentes lysines (multiubiquitylation), une chaîne d’ubiquitine 

(polyubiquitylation) peut se former sur une protéine. La polyubiquitylation consiste en une 

liaison entre le groupe carboxyl Gly76 d’une ubiquitine et un résidu du groupe amine Met1 ou 

une des 7 lysines de l’ubiquitine déjà liée au substrat (Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48 

et Lys63) (Ikeda and Dikic, 2008) (Figure 1B).  

La monoubiquitylation et la multiubiquitylation sont impliquées dans plusieurs processus 

cellulaires, tels la réparation de l’ADN, le transport de récepteurs et le bourgeonnement viral 

(Hicke, 2001). L’ubiquitylation avec une chaîne d’ubiquitine formée via la Lys48 est dominante 

et cause la dégradation protéasomale, tandis qu’une ubiquitylation via la Lys29 favorise la 

dégradation lysosomale des substrats (Chastanger et al., 2006). La chaîne d’ubiquitine Lys11 est 
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connue pour réguler la progression du cycle cellulaire en dégradant des protéines qui y sont 

associées (Xu et al., 2009). Les chaînes d’ubiquitine Lys29 et Lys33 s’associent à des ligases de 

la famille U-box qui régulent la réponse au stress (Hatakeyama et al., 2001). La chaîne 

d’ubiquitine formée par Lys63 n’est pas protéolytique et joue un rôle dans la réparation de 

l’ADN, la réponse inflammatoire et l’endocytose (Pickart and Fushman, 2004). En plus des 

lysines, une chaîne d’ubiquitine est spécifique au résidu Met1, formant une chaine linéaire, et 

joue un rôle dans la voie de signalisation du NF-κB (Iwai, 2011; Kirisako et al., 2006). La chaîne 

de polyubiquitine Lys63 est linéaire alors que la chaîne Lys48 est dite fermée avec des 

interactions intra-chaînes entre les molécules d’ubiquitine (Varadan et al., 2002). La nature de 

l’embranchement a un impact sur la conformation de la chaîne d’ubiquitine qui sera reconnue 

selon cette spécificité par des protéines ayant un domaine de reconnaissance de l’ubiquitine.  

1.1.2 Les domaines de reconnaissance de l'ubiquitine 
 
L’ubiquitine liée à un substrat est reconnue par des protéines possédant des domaines de 

reconnaissance de l’ubiquitine (Ubiquitin binding domain ou UBD). Le premier domaine de 

liaison de l’ubiquitine UIM (ubiquitin interacting motif) a été identifié dans la protéine 

S5a/Rpn10, une sous unité du protéasome (Young et al., 1998). Environ 20 familles d’UBD ont 

été identifiées, classées en fonction de leur mode de reconnaissance de l’ubiquitine et leur 

structure. La plupart des UBD utilisent une structure en hélice α pour interagir avec le feuillet-β 

hydrophobe de l’ubiquitine autour du résidu Ile44, tandis que d’autres reconnaissent des surfaces 

différentes (Hicke et al., 2005). Bien que les UBD reconnaissent la monoubiquitylation, certains 

ciblent des types spécifiques de chaînes d’ubiquitine. Le domaine UBA (ubiquitin associated) de 

la protéine Rad23, impliquée dans l’adressage des substrats au protéasome pour leur dégradation, 

reconnait préférentiellement les chaînes d’ubiquitine Lys48 (Raasi et al., 2004). Alors que le 

domaine UIM de la protéine Rap80, impliquée dans la réparation des dommages de l’ADN, a une 
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affinité de liaison des chaînes d’ubiquitine Lys63 (Sims and Cohen, 2009). Les propriétés 

structurales et biochimiques des protéines contenant les UBD sont en lien avec la spécificité de 

reconnaissance des substrats ubiquitylés. Une des caractéristiques des UBD, est l’interaction 

faible avec l’ubiquitine (Kd de l’ordre des micromolaires), ce qui est compatible avec une 

interaction transitoire (Fisher et al., 2003). Les UBD sont considérés comme des adaptateurs qui 

participent à la reconnaissance d’un substrat ubiquitylé et à la transduction du signal biologique 

déclenchée par cette ubiquitylation (Harper and Schulman, 2006). 

 

                           
Figure 1: Mécanisme enzymatique de l'ubiquitylation. (a) La coordination de l’activité de 
l’enzyme d’activation E1, l’enzyme de conjugaison E2, et la ligase de l’ubiquitine E3 est requis pour 
l’ubiquitylation d’un substrat. On distingue l’activité des 2 types de ligases E3, les RING et les HECT. 
L’ubiquitylation est réversible par les enzymes de desubiquitylation. (b) Quelques rôles des types de 
chaînes d’ubiquitine (Husnjak and Dikic, 2012). 
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1.1.3 Rôles de l’ubiquitylation 
 

La diversité des types d’ubiquitylation est liée à la diversité de leurs effets sur les 

protéines qu’elles modifient (Weissman, 2001). Ainsi l’ubiquitylation est impliquée dans 

plusieurs processus tels l’endocytose, la réparation du cycle cellulaire et la réaction 

inflammatoire. Plusieurs protéines membranaires chez la levure telles Ste2p, Gap1p et Fur4p sont 

monoubiquitylées par la ligase Rsp5p, ce qui induit leur internalisation. Gap1p et Fur4p seront 

ensuite polyubiquitylé en Lys63, qui permet leur fusion avec la vacuole pour y être dégradés 

(Galan et al., 1996; Springael et al., 1999). 

Au niveau de la réplication, l’ubiquitylation agit sur le PCNA (proliferating cell nuclear 

antigen), une protéine qui augmente la processivité de l’ADN polymérase. Suite à un dommage 

de l’ADN lors de la réplication, la monoubiquitylation de PCNA induit une forme réplicative de 

la polymérase qui prône une erreur, alors que la polyubiquitylation rectifie le signal d’erreur et 

répare l’ADN (Zhang et al., 2011).  

 L’ubiquitylation joue un rôle important dans la voie du facteur de transcription NF-κB. 

Lors de l’activation de cette voie, le récepteur d’interleukine 1 (IL-1R) cause le recrutement de la 

protéine TRAF6 qui est une ligase E3 de l’ubiquitine. L’autoubiquitylation en Lys63 de TRAF6 

recrute des sous-unités régulatrices TAB2 et NEMO qui lient respectivement les protéines TAK1 

et IKK. TAK1 active par phosphorylation IKK, ce qui conduit à la polyubiquitylation en Lys48 et 

la dégradation de l’inhibiteur IκB. NF-κB migre dans le noyau et induit la transcription (Skaug et 

al., 2009).  

1.1.4 Les ligases de l'ubiquitine 
 

L’enzyme d’activation E1 forme une liaison thioester, ATP dépendante, entre une 

cystéine à son site actif et l'extrémité C-terminale de l'ubiquitine. L'ubiquitine ainsi activée est 

liée par transthiolation à une cystéine de l’enzyme E2. Dans la troisième étape, l’enzyme E3 lie 
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E2~Ub (~ liaison thiol) ainsi que le substrat, et catalyse la formation d'une liaison isopeptidique 

entre l'extrémité C-terminale de l'ubiquitine et le groupe amine d'une lysine du substrat. Les 

enzymes E3 déterminent la spécificité de la réaction puisqu’elles lient le substrat. On distingue 

principalement 2 groupes d’enzymes E3 : les enzymes E3 de type RING (Really interesting new 

gene), et les enzymes E3 de type HECT (Homologous to E6-associated protein C-Terminus). 

 Les enzymes E3 de type RING lient l’enzyme E2 pour faciliter le transfert de l'ubiquitine 

au substrat en utilisant un mécanisme qui implique le transfert direct de l'ubiquitine à partir de 

l’enzyme E2 à la protéine cible. Le domaine RING est caractérisé par la présence d’un motif 

riche en cystéine et en histidine CX2CX(9–39)CX(1–3)HX(2–3)C/HX2CX(4–48)CX2C dont 

l’espacement entre ces résidus permet l’incorporation de deux atomes de zinc et c’est cette 

structure en « doigt de zinc » qui va permettre la liaison avec E2~Ub et le transfert de l’ubiquitine 

sur le substrat (Joazeiro and Weissman, 2000). Les enzymes RING servent d’adaptateur lors du 

transfert de l’ubiquitine au substrat. 

 La première ligase de l’ubiquitine clonée contenait un domaine de type HECT. 

Contrairement aux RING, les enzymes HECT lient de façon transitoire l’ubiquitine avant son 

transfert au substrat, et catalysent elles-mêmes la réaction d’ubiquitylation. La caractéristique 

commune des E3 HECT est leur domaine catalytique en C-terminal. Isolé, le domaine HECT est 

capable de se lier à E2~Ub, formant une liaison E3~Ub intermédiaire, pour ensuite catalyser la 

liaison de l’ubiquitine au substrat ou à une ubiquitine distale lors de l’élongation d’une chaîne 

d’ubiquitine (Huibregtse et al., 1995).  

 Ce sujet de recherche portera principalement sur le mécanisme et la régulation de Itch, 

une ligase E3 de la famille des HECT. 
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1.2  Les ligases CWH 
 
 Les ligases CWH (C2-WW-HECT) constituent une sous famille dans les E3 HECT, et 

sont les plus étudiées grâce à leur architecture modulaire permettant des interactions 

intermoléculaires et un recrutement dans des endroits subcellulaires (Shearwin-Whyatt et al., 

2006). Nedd4 (Neuronal precursor cell-expressed developmentally downregulated 4) fut la 

première ligase de type CWH identifiée. Sa séquence fut isolée d’une banque d’ADNc 

d’embryons de souris lors d’un criblage cherchant à identifier des gènes dont l’expression était 

modifiée au cours du développement du système nerveux central (Kumar et al., 1992). La sous-

famille compte neuf membres chez les mammifères. Chez Saccaromyces cerevisiae, un seul 

membre connu, Rsp5p, régule un certain nombre de processus cellulaires tels l'héritage 

mitochondrial, l'internalisation des récepteurs de surface cellulaire, et la transcription. Chez la 

drosophile, Nedd4 est impliqué dans le guidage axonal par l'inhibition de la signalisation par le 

récepteur Robo, Smurf est un antagoniste du facteur de croissance TGF-β tandis que le 

suppresseur de deltex (Su (dx)) régule négativement la signalisation par le récepteur Notch 

(Ingham et al., 2004). La famille CWH s’est développée chez les mammifères, et il existe 

plusieurs formes d’épissage de ces ligases, montrant leur complexité, ce qui mène à des fonctions 

redondantes et spécialisées (Figure 2). 

 Les ligases CWH ont un domaine C2 à leur extrémité N-terminale. Ce domaine a été 

identifié dans la protéine kinase C et est un domaine de liaison aux phospholipides membranaires 

(Rizo and Sudhof, 1998). En effet, le domaine C2 se trouve dans de nombreuses protéines qui 

fonctionnent en association avec des phospholipides membranaires comme RasGAP, 

Synaptotagmin et plusieurs phospholipases (Ponting and Parker, 1996). Il est d'environ 120 

acides aminés et structurellement, partage un pli global comprenant huit feuillets β anti-parallèles 

assemblés dans une architecture en β sandwich avec des boucles souples sur le haut et le bas. Le 
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domaine C2 permet aux ligases CWH de s’associer aux membranes en liant les phospholipides. 

Chez la levure, le domaine C2 de la ligase Rsp5p interagit avec les phosphoinositides de la 

membrane des endosomes et permet à la ligase de reguler le trafic vesiculaire (Dunn et al., 2004). 

Le domaine C2 de la ligase Nedd4 s’associe à la membrane plasmique par interaction avec les 

phospholipides dépendante du calcium (Plant et al., 1997). Le domaine C2 de la ligase Smurf1 

est indispensable à son association avec la membrane plasmique (Suzuki et al., 2002).  

 Les ligases CWH sont caractérisées par un ou plusieurs domaines WW centraux. Le 

domaine WW est un petit module composé d'environ 35 acides aminés et doit son nom à la 

présence de deux résidus tryptophane conservés espacés de 20 à 22 acides aminés. La structure 

du domaine WW montre trois feuillets β anti-parallèles qui forment une surface de liaison au 

ligand, avec une poche de liaison conservée qui est générée par la juxtaposition des deux résidus 

tryptophane. Les domaines WW sont présents dans une grande variété de protéines et lient 

principalement les motifs riches en proline, comme le motif PPxY (Pro, Pro, x, Tyr), le motif 

PPLP (Pro, Pro, Leu, Pro), le motif PR (Pro, Arg) et le motif phosphosérine/thréonine (pS/T) 

(Bedford et al., 1997; Bedford et al., 1998; Chen and Sudol, 1995; Yaffe et al., 1997). Les 

domaines WW de la famille des CWH reconnaissent principalement les motifs PPxY mais 

peuvent aussi lier les résidus pS/T et interagir avec d'autres ligands (Murillas et al., 2002).  

La ligase Itch de cette famille possède un domaine supplémentaire riche en proline 

nommé PRD (proline riche domain) localisé entre les domaines C2 et WW, une région de 

reconnaissance du domaine SH3 des protéines (Pawson, 1995), (Figure 3). Grace aux domaines 

WW et PRD, Itch est capable d’interagir avec diverses protéines dans la cellule. 
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Figure 2: Structure des ligases CWH. (A) Les ligases CWH sont constituées d’un domaine C2 N-
terminal, 2 à 4 domaines WW dans la région centrale et d’un domaine HECT C-terminal.(B) Structure des 
différentes ligases CWH humaines. (An et al., 2014). 

 
 

                   

Figure 3: Structure de la ligase Itch. Itch est composé d’un domaine C2 qui lui permet de s’associer 
aux membranes, un domaine PRR ou PRD reconnu par les motifs SH3, les domaines WW reconnaissent 
les motifs PPXY et un domaine HECT responsable de son activité ligase. (Venuprasad et al., 2015). 
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1.2.1 Rôles physiologiques 
 

En modifiant l’activité des protéines, les ligases CWH sont impliquées dans une panoplie 

de processus physiologiques. Elles participent dans les voies qui régulent la prolifération 

cellulaire, la différenciation, l’immunité et l'apoptose. Les rôles physiologiques les mieux 

compris concernent les ligases Itch, WWP2, et Smurf-2. Les travaux de notre laboratoire 

concernent principalement la ligase Itch.  

Voies de signalisation cellulaire 

Plusieurs voies de signalisation sont régulées par l'activité ligase de Itch et d'autres ligases 

de la famille CWH. La voie Wnt ou voie de la β-caténine est une voie de signalisation importante 

dans le développement des vertébrés et des invertébrés. Elle est impliquée dans l’embryogenèse 

et la morphogenèse et joue un rôle majeur dans la programmation cellulaire des cellules souches 

vers la différenciation ou la prolifération (Logan and Nusse, 2004). La protéine Dvl joue un rôle 

très important dans le mécanisme de signalisation Wnt. Les ligands Wnt sont reconnus par des 

récepteurs Fzd. En absence de stimulation des récepteurs Fzd, la β-caténine est phosphorylée par 

les kinases GSK3β et CK1α, et se retrouve dans un complexe de destruction avec l’axine et la 

protéine APC. Cette phosphorylation permet sa reconnaissance par son ubiquitine-ligase TRCP, 

qui conduit à sa dégradation dans le protéasome. L’activation du récepteur Fzd par un 

corécepteur Lrp5/6 conduit à la formation d’un complexe avec la protéine cytoplasmique Dvl, 

protéine adaptatrice dont l’activation par phosphorylation permet la rupture du complexe 

cytoplasmique où est engagé l’élément central de cette voie, la β-caténine, activateur 

transcriptionnel des gènes cibles (Logan and Nusse, 2004). Itch joue un rôle dans cette voie en 

favorisant l'biquitylation de la forme phosphorylée de Dvl ce qui conduit à sa dégradation par le 

protéasome (Wei et al., 2012). Itch régule ainsi négativement la voie de signalisation Wnt. 

La signalisation Notch a un rôle essentiel dans la régulation de la communication de 
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cellule-cellule au cours de l'embryogenèse, la prolifération cellulaire, la différenciation, et 

l'apoptose (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Notch est un récepteur transmembranaire, clivé 

suite à la liaison de son ligand. Le produit clivé migre vers le noyau, s’associe à un complexe de 

facteur de transcription et de coactivateur, qui déclenche la transcription de gènes spécifiques 

(Brou, 2009). La ligase Itch interagit avec le récepteur Notch, cause son ubiquitylation et permet 

sa dégradation dans le protéasome. Itch régule négativement la voie de Notch ainsi que les voies 

qui y sont associées (Qiu et al., 2000). 

Les TGFβ sont une famille de facteurs de croissance impliquée dans la prolifération, la 

différenciation et la survie cellulaire, mais aussi dans de nombreux autres processus comme 

l’inflammation. La ligase Itch interagit avec Smad7, inhibiteur de la voie TGFβ et cause son 

ubiquitylation et sa dégradation par la protéasome. L’inhibition de Smad7 par Itch conduit à 

l’activation des R-Smad et à la voie de TGF-β (Park et al., 2015). Itch active ainsi la transition 

épithélio-mésenchymateuse induite par le facteur de croissance TGFβ (Park et al., 2015). La 

ligase Smurf-2 est aussi antagoniste de la voie TGF-β. Smurf2 interagit avec la protéine Smad 7. 

Le domaine NTD (N-terminal domain) de Smad7 lie le domaine HECT de Smurf2, et 

l’interaction cause la relocalisation du complexe du noyau au cytoplasme et facilite le 

recrutement de l’enzyme de conjugaison E2 UbcH7 (Ogunjimi et al., 2005). Smurf2 cause 

l’ubiquitylation du récepteur de TGF-β, terminant ainsi la signalisation induite par le ligand. 

Apoptose et régulation du cycle cellulaire 

Itch interagit avec plusieurs protéines intervenant dans le processus d’apoptose. En 

régulant des activateurs et des inhibiteurs de la mort cellulaire, Itch a un effet anti-apoptotique et 

pro-apoptotique, d’où son importance dans le ciblage des maladies qui y sont associées. 

 Dans les conditions apoptotiques, divers signaux induits par des stress intracellulaires ou 

d’origine extracellulaire sont apportés aux mitochondries par des protéines BH3-only, dont Bid. 
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Cette dernière sous la forme tronquée par protéolyse, t-Bid interagit avec les protéines 

mitochondriales de la famille BCL2, en favorisant l’ouverture du pore de transition qui cause la 

sortie du cytochrome c de la mitochondrie activant la caspase 3 qui déclenche l’apoptose (Li et 

al., 1998). La ligase Itch interagit avec t-Bid, suite à la stimulation à l’EGF, et cause sa 

dégradation par le protéasome (Azakir et al., 2010). Itch inhibe ainsi la voie apoptotique dans 

certains types de cellules. 

 La cytokine proinflammatoire inductrice de mort TNF, dépendamment du type cellulaire, 

reconnait deux types de récepteurs TNFR. TNFRII possédant un motif TIM qui reconnaît une 

protéine adaptatrice, TRAF, à l’origine de l’activation de voies de signalisation aboutissant au 

facteur de transcription NFκB. TNFRI possède un domaine DD (death domain) qui lui permet 

d’interagir avec la protéine adaptatrice TRADD qui est à l’origine de l’activation de la caspase 8, 

induisant l’apoptose (Dempsey et al., 2003). L’activité NFκB protège la cellule de l’apoptose, en 

activant une protéine c-Flip inhibitrice de la caspase 8 (Thome and Tschopp, 2001). Cependant 

l’activation de la ligase Itch par JNK, cause l’ubiquitylation et la dégradation de c-Flip par le 

protéasome. Itch inhibe l’activité de NFκB et induit l’apoptose (Chang et al., 2006). 

 La protéine p53 est un suppresseur de tumeur, qui régule le cycle cellulaire et l’apoptose, 

dont la dérégulation est impliquée dans plusieurs cancers. Les protéines p63 et p73 appartiennent 

à la famille p53, et partagent une architecture modulaire commune. Elles induisent l’arrêt du 

cycle cellulaire et la transcription des gènes impliqués dans l’apoptose (Melino et al., 2003). Itch 

interagit par ses domaines WW avec les motifs PPXY des suppresseurs de tumeurs p63 et p73, et 

non avec p53, permet leur ubiquitylation et leur dégradation, diminuant l’activité transcriptionelle 

de ces protéines (Rossi et al., 2006; Rossi et al., 2005).  

 La protéine LATS1 est une kinase serine/thréonine identifiée comme un homologue du 

suppresseur de tumeur chez la drosophile LATS, acteur central dans la voie Hippo-LATS, qui 
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joue un rôle important dans la prolifération cellulaire, l'apoptose et la différenciation des cellules 

souches (Justice et al., 1995). La surexpression de LATS1 inhibe considérablement la croissance 

des cellules tumorales en induisant soit l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M ou l’apoptose 

(Xia et al., 2002). La ligase Itch utilise ses domaines WW pour interagir avec les motifs PPXY de 

LATS1. La surexpression de Itch réduit l’activité kinase de LATS1, favorise sa 

polyubiquitylation et sa dégradation par le protéasome (Ho et al., 2011).  

 La protéine RASSF5/NORE1 de la famille RAS est un facteur apoptotique, suppresseur 

de la croissance tumorale en induisant l’arrêt du cycle cellulaire en G1/S (Bee et al., 2010; 

Calvisi et al., 2009). Itch interagit avec RASSF5, induit sa polyubiquitylation et sa dégradation 

par le protéasome. Itch inhibe l’activité apoptotique de RASSF5 (Suryaraja et al., 2013).   

Réponse immunitaire 

 Plusieurs substrats de Itch sont impliqués dans la réponse immune. La perte de Itch 

(Itch-/-) chez la souris étant accompagnée de déficiences dans l’inflammation et l’immunité, d’où 

le nom Itchy mice (Perry et al., 1998), l’identification de ces substrats ont permis de mettre en 

lumière le rôle de Itch dans ce processus.   

 En réponse à la stimulation de l’antigène, les cellules naïves auxiliaires T (Th) se 

différencient en cellules Th1 et Th2, classées en fonction des cytokines qu’elles produisent 

(Mosmann et al., 1986; Paul and Seder, 1994). Les cellules Th1 produisent de l'interleukine 2 

(IL-2) et l'interféron γ (IFN-γ), et jouent un rôle important dans la réponse immunitaire à 

médiation cellulaire contre des pathogènes. Les cellules Th2 produisent de l'IL-4, IL-5 et IL-10, 

et sont impliqués dans l'immunité humorale et la réponse allergique (Abbas et al., 1996). La 

protéine Jun-B, facteur de transcription de la famille Jun, est impliquée dans la différenciation 

des cellules Th2. Jun-B se lie au promoteur IL-4 qui conduit à l’expression du gène et à la 

production d’interleukine 4 (Li et al., 1999). La ligase Itch interagit, de par ses domaines WW 
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avec le motif PPXY de Jun-B, causant son ubiquitylation et sa dégradation par le protéasome. La 

protéine c-Jun impliquée dans la différentiation des cellules Th2, interagit aussi avec les 

domaines WW d’Itch. Itch atténue la différenciation des cellules Th2, et la réponse immunitaire 

(Fang et al., 2002).  

 La kinase p38α joue un rôle crucial dans le signal inflammatoire dérivé des récepteurs 

des cytokines. p38α est activé par phosphorylation dans la voie des MAP kinases par MKK3 et 

MKK6 (Ashwell, 2006). L’activation de p38α est associée à des maladies inflammatoires de la 

peau (Johansen et al., 2005). La protéine Tab1 interagit avec p38α indépendamment de la voie 

des MAPK, ce qui renforce son autophosphorylation et son activation (De Nicola et al., 2013). La 

ligase Itch interagit directement avec la protéine Tab1, cause son ubiquitylation et sa dégradation 

par le protéasome. Itch inhibe l’activation de p38α et réduit l’inflammation de la peau 

(Theivanthiran et al., 2015).  

 La ligase WWP2 intervient dans les voies de la réponse inflammatoire et l’immunité en 

liaison avec la protéine TRIF. TRIF est une protéine adaptatrice de la voie de TLR3 et est 

impliquée dans l’activation de facteurs de transcription (Oshiumi et al., 2003). La ligase WWP2 

interagit avec TRIF avec son deuxième domaine WW, induisant son ubiquitylation par une 

chaîne d’ubiquitine K48 et sa dégradation par le protéasome. La dégradation de TRIF inhibe la 

production d’interférons et de cytokines pro-inflammatoires (Yang et al., 2013). WWP2 régule 

ainsi négativement la réaction inflammatoire. 

Itch et les protéines à domaine SH3 

SH3 (Src homoly 3) est un domaine protéique d’environ 60 acides aminés de la famille de 

protéines Src présent chez les procaryotes et les eucaryotes (Whisstock and Lesk, 1999). Le 

domaine SH3 reconnait les séquences riches en proline PxxP des ligands (Mayer, 2001). Itch de 

par son domaine riche en proline, interagit avec plusieurs protéines à domaine SH3. Endophiline 
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est une protéine contenant un domaine SH3 impliquée dans l’endocytose dépendante de la 

clathrine. Trois isoformes d’endophiline ont été identifiées : endophiline A1 spécifique au 

cerveau, endophiline A2 exprimé de façon ubiquitaire et endophiline A3 exprimé dans le cerveau 

et les testicules (de Heuvel et al., 1997). Itch interagit avec le domaine SH3 d’endophiline A1 et 

cause son ubiquitylation (Angers et al., 2004). SNX9 (sorting nexin 9) appartient à une famille de 

protéine impliquée dans l’endocytose et le trafic intracellulaire. SNX9 participe dans 

l’endocytose du récepteur de transferrine (Lundmark and Carlsson, 2009). Le domaine PRD de 

Itch interagit avec le domaine SH3 de SNX9, ce qui cause son ubiquitylation et sa dégradation. 

Itch régule le niveau intracellulaire de SNX9 (Baumann et al., 2010).  

Des travaux récents de notre laboratoire ont montré l’interaction entre la ligase Itch et la 

protéine Grb2, à domaine SH3 (Desrochers G, non publié). Grb2 est une protéine ubiquitaire, 

impliquée dans diverses fonctions cellulaires et joue un rôle crucial dans plusieurs voies de 

signalisation cellulaire (Giubellino et al., 2008). Structurellement, Grb2 contient deux domaines 

SH3 entourant un domaine SH2 (Lowenstein et al., 1992). Le domaine SH2 reconnait les motifs 

phosphotyrosines pYXNX (où X représente un acide aminé quelconque), et permet à Grb2 

d’interagir avec les récepteurs à activité tyrosine kinase. Les domaines SH3 via la reconnaissance 

des motifs riches en proline PXXP permettent à Grb2 d’interagir avec plusieurs protéines (den 

Hertog and Hunter, 1996). Le rôle le plus étudié de Grb2 est son implication dans la signalisation 

de l’EGF. Suite à l’activation du récepteur de l’EGF, le domaine SH2 de Grb2 interagit avec les 

phosphotyrosines du récepteur, et recrute par son domaine SH3 la protéine adaptatrice Sos1. Le 

complexe Grb2-Sos1 active la protéine membranaire Ras, s’ensuit une cascade de 

phosphorylation Ras/MEK/Erk, conduisant à l’activation des facteurs de transcription induisant 

une prolifération cellulaire (Suen et al., 1993). Le domaine PRD de la ligase Itch interagit avec le 

domaine SH3 de Grb2, ce qui cause son ubiquitylation (voire Thèse de Desrochers G, 2015). 



 

    
  

15 

1.2.2 Régulation  
 

L’activité des ligases de l’ubiquitine ayant une grande influence sur des processus 

cellulaires très fondamentaux, il est logique de penser que leur activité est elle aussi étroitement 

régulée. Plusieurs mécanismes régulateurs ont été mis en évidence. L’autoinhibition, la 

phosphorylation par des kinases, la liaison à des activateurs et répresseurs, l’interaction avec des 

adaptateurs ou la liaison aux enzymes de dé-ubiquitylation (DUB), ont été démontrés comme 

mécanisme de régulation de l’activité des ligases. 

Autoinhibition 

Les ligases CWH adoptent une conformation inactive causée par une interaction 

intramoléculaire du domaine HECT avec une autre région de la protéine ce qui bloque leur accès 

à l’enzyme E2. L’état inactif de Itch est causé par l’interaction entre son domaine HECT et ses 

domaines WW2 et WW3 (Riling et al., 2015). Dans le cas de Nedd4-2 l’inhibition 

intramoléculaire est causée par la liaison de son domaine WW et son domaine HECT. Les ligases 

Nedd4-1, WWP2 et Smurf2 sont inhibées par la liaison de leur domaine C2 avec leur domaine 

HECT (Wiesner et al., 2007). Ces ligases dépourvues du domaine C2 sont douées d’une forte 

activité catalytique. Le domaine C2 de la ligase Nedd4-1 étant un domaine de liaison aux 

phospholipides dépendante du calcium, ce dernier peut lever l’état de son autoinhibition en liant 

le domaine C2, libérant ainsi le domaine HECT. Le calcium régule l’activité de la ligase Nedd4-1 

(Wang et al., 2010). 

La Phosphorylation  

 Plusieurs ligases CWH sont régulées par phosphorylation. La phosphorylation de Itch par 

la kinase JNK augmente son activité ligase envers ses substrats c-Jun et Jun-B (Gao et al., 2004). 

Le site de phosphorylation de JNK dans Itch est situé dans la région riche en proline sur les 

résidus serine 199, thréonine 222 et serine 232. La phosphorylation par JNK libère l’interaction 
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intramoléculaire entre les domaines de Itch (Gallagher et al., 2006). À l’opposé, la 

phosphorylation de la ligase Itch par la kinase Fyn sur le résidu tyrosine 371 dans le domaine 

WW3 inhibe l’activité de Itch envers Jun-B (Yang et al., 2006). Dépendamment du site de 

phosphorylation, la ligase Itch peut être activée ou inhibée par des kinases.  

 L'activité de la ligase Nedd4-2 est modulée par phosphorylation de résidus thréonine et 

sérine par la kinase SGK1. Cette phosphorylation survient lorsqu’un stimulus active la kinase 

SGK1 qui à son tour interagit par son motif PY avec le domaine WW de Nedd4-2 et permet de la 

phosphoryler, causant ainsi une diminution de son activité catalytique. Cette phosphorylation 

empêche Nedd4-2 d’ubiquityler son substrat ENaC, entrainant ainsi dans la cellule 

l’augmentation de l’entrée du sodium (Debonneville et al., 2001). 

 La ligase Smurf1 est phosphorylée par la kinase PKA sur un résidu thréonine localisé 

dans son domaine WW. Cette phosphorylation module la préférence de Smurf1 entre deux 

protéines ayant des rôles opposés dans le développement de l’axone, Par6 et RhoA dans les 

neurones de l’hippocampe. Le développement de l’axone est influencé par l’état de 

phosphorylation de Smurf1 (Cheng et al., 2011). 

Liaison à d’autres protéines 

Les ligases CWH peuvent interagir avec des activateurs ou répresseurs, qui modulent leur 

activité. Itch peut interagir avec des protéines adaptatrices afin de recruter des substrats et 

augmenter son activité. Les protéines adaptatrices Ndfip augmentent l’activité de plusieurs 

ligases CWH (Mund and Pelham, 2009; Oliver et al., 2006). La protéine Ndfip1 interagit par ses 

motifs PY avec les domaines WW de la ligase Itch, et augmente son activité ligase en facilitant la 

réaction de transthiolation entre Itch et l’enzyme E2 (Oliver et al., 2006; Riling et al., 2015). 

Ndfip1 en activant Itch cause la diminution de Jun-B et la production de cytokine des cellules Th 

(Oliver et al., 2006). La protéine Numb permet l’interaction entre Itch et le facteur de 



 

    
  

17 

transcription Gli1 de la voie Hedgehog (Di Marcotullio et al., 2006). Numb interagit avec les 

domaines WW de Itch d’une part et recrute Gli1 d’autre part qui permet l’interaction entre les 

motifs PPXY de Gli1 et le domaine WW1 de Itch. La liaison de Numb sur le domaine WW1 de 

Itch libère le domaine HECT, ce qui favorise l’ubiquitylation de Gli1 (Di Marcotullio et al., 

2006). La protéine adaptatrice N4BP1 interagit avec les domaines WW de la ligase Itch et 

empêche par compétition son interaction avec ses substrats. N4BP1 inhibe l’activité d’auto-

ubiquitylation de Itch et l’ubiquitylation de ses substrats p73α, p63 et c-Jun. N4BP1 est un 

répresseur de l’activité de la ligase Itch (Oberst et al., 2007).  

La ligase Nedd4-2 est phosphorylée sur les résidus serine, suite à l’activation des kinases 

SGK1 ou AKT. La protéine 14-3-3 lie les phosphoserines de Nedd4-2, et par compétition 

empêche la liaison au substrat ENaC.14-3-3 est un répresseur de l’activité de Nedd4-2 (Ichimura 

et al., 2005). 

Auto-ubiquitylation et dés-ubiquitylation 

 La ligase Itch subit une auto-ubiquitylation in vivo (Gallagher et al., 2006; Gao et al., 

2004; Mouchantaf et al., 2006; Scialpi et al., 2008), qui cause sa dégradation par le protéasome 

(Mouchantaf et al., 2006), influençant ainsi son activité dans la cellule. L’auto-ubiquitylation de 

Itch peut être enlevée par la protéase de l’ubiquitine FAM /USPX9 membre des USPs (ubiquitin-

specific proteases). La protéase FAM interagit avec la ligase Itch par ses domaines WW et 

stabilise son niveau intracellulaire en le désubiquitylant. La signalisation cellulaire activant la 

ligase Itch régule son interaction avec FAM (Mouchantaf et al., 2006). 

1.3  Le mécanisme des ligases HECT 
 
 La spécificité des ligases E3 HECT est la catalyse de 2 réactions : une 

transthioesterification dans laquelle l’ubiquitine est transférée de la cystéine catalytique de 

l’enzyme E2 à la cystéine du domaine HECT, et l’attaque de la liaison thioester HECT~Ub par 
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une lysine d’un substrat (Huibregtse et al., 1995). Le domaine HECT est composé de 2 lobes : un 

lobe N-terminal et un lobe C-terminal. Une liaison flexible entre les deux lobes permet des 

configurations différentes afin de faciliter l’activité du domaine HECT (Verdecia et al., 2003). 

1.3.1 Interactions entre les enzymes E2 et E3 
 

L’enzyme de conjugaison E2 se lie à l’ubiquitine, puis permet son transfert au domaine 

HECT de l’enzyme E3. Ce transfert nécessite une liaison entre les enzymes E2 et E3. Le site de 

liaison de l’enzyme E2 est localisé dans le lobe N du domaine HECT (Huang et al., 1999) alors 

que la cystéine qui doit recevoir l’ubiquitine se trouve dans le lobe C, ce qui suggère que les 2 

cystéines de l’enzyme E2 et du domaine HECT doivent se juxtaposer pour le transfert de 

l’ubiquitine. Pour comprendre les mécanismes par lesquels l’ubiquitine est transférée des 

enzymes E2 à E3, plusieurs études ont rapporté une structure cristalline d'un complexe E2~Ub-

HECT (Figure 4). Cette structure révèle des interactions entre les composants individuels de 

E2~Ub intermédiaire et les lobes N et C du domaine HECT, respectivement, importantes pour le 

transfert de l’ubiquitine de l’enzyme E2 au domaine HECT de la ligase E3. La comparaison de 

l'interface UbcH5B–HECTNEDD4L avec celle de la structure du complexe UbcH7-HECTE6AP 

(Kamadurai et al., 2009) révèle la spécificité des séquences du domaine HECT qui reconnaissent 

l’enzyme E2. Les surfaces parallèles de HECTNEDD4L et HECTE6AP interagissent avec le résidu 

Phe62 dans la boucle de UbcH5B et UbcH7, respectivement. Ce résidu est critique pour la liaison 

de l’enzyme E2 au lobe N du domaine HECT. Toutefois, l'identité de l’interaction avec la Phe62 

diffère entre les domaines HECT. Par exemple, le résidu Tyr736 dans l’hélice 7 de HECTNEDD4L 

établit des contacts clés avec Phe62 de UbcH5B. En revanche, dans HECTE6AP, ce rôle est réalisé 

par Tyr694 dans l’hélice 8 (Kamadurai et al., 2009). La structure E2~Ub-HECT montre comment 

E2~Ub interagit avec l’enzyme E3 et l’orientation optimale afin de rapprocher les cystéines 

catalytiques des 2 enzymes et l’interaction de ces derniers pour le transfert de l’ubiquitine. Le fait 
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qu’une même surface de l’enzyme E2 interagisse avec des surfaces différentes dans le domaine 

HECT explique le fait que quelques E2 seulement interagissent avec une panoplie d’enzymes E3. 

 

            

Figure 4: Structure de UbcH5B~Ub-HECTNEDD4L. a-c. 3 vues du complexe UbcH5 (bleu)~Ub 
(jaune)- HECTNEDD4L (cyan) séparées de 90° en b et 60° en c. (Kamadurai et al., 2009). 

 

1.3.2 Interactions entre l’enzyme E3 et l’ubiquitine 
 

La caractéristique importante des ligases HECT, est la liaison intermédiaire avec 

l’ubiquitine avant son transfert sur le substrat. Les ligases HECT sont responsables de la 

spécificité de la réaction d’ubiquitylation. Le site de liaison de l’ubiquitine dans le domaine 

HECT réside dans le lobe N, mais la cystéine catalytique du transfert se trouve dans le lobe C, ce 

qui implique des interactions entre la queue C-terminale de l’ubiquitine et les 2 lobes du domaine 

HECT. Cette structure est mise en évidence par des études sur les ligases chargées d’ubiquitine 

HECTNedd4~Ub et HECTRsp5p~Ub (Kamadurai et al., 2013; Maspero et al., 2011) (Figure 5A). 

Dans le complexe HECTNedd4~Ub, la surface d'interaction sur l’ubiquitine avec le lobe N 

implique les résidus Ile44, Gly47, Leu73 et Val70 de l’ubiquitine. La mutation de ces résidus 

empêche la liaison de l’ubiquitine au domaine HECT. Cependant, la surface d’interaction s'étend 

sur une interface hydrophobe qui implique d’autres résidus d’ubiquitine dont le rôle sert à 

stabiliser les liaisons principales. Le résidu Ile44 de l’ubiquitine, critique pour la reconnaissance 

de plusieurs UBD, interagit avec la ligase Rsp5p et est conservé pour l’interaction avec le lobe N 
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des ligases HECT (French et al., 2009). L’ubiquitine interagit avec une surface du lobe N de la 

ligase Rsp5p comprenant les résidus Tyr516, Phe618 et Val621 (French et al., 2009). La surface 

de liaison de l’ubiquitine sur le domaine HECT de la ligase Rsp5p augmente l’élongation de la 

chaîne d’ubiquitine sur ces substrats (Kim et al., 2011). 

Le lobe C contient la cystéine catalytique permettant la liaison de l’ubiquitine à partir de 

sa glycine C-terminale à une lysine du substrat ou d’une molécule d’ubiquitine lors de la 

polyubiquitylation, donc nécessite une surface d’interaction avec l’ubiquitine. La structure de 

HECTRsp5p~Ub révèle des interactions entre les résidus Ile36, Gln40, Leu71 et Leu73 de 

l’ubiquitine avec les résidus Leu771, Leu798, Ala799, Glu802 et Thr803 du lobe C du domaine 

HECT de Rsp5p. La mutation de ces résidus altère la fonction du domaine HECT de Rsp5p 

(Kamadurai et al., 2013). La queue C-terminale de l’ubiquitine adopte une conformation étendue, 

conduisant à la formation d’un feuillet β de liaison covalente proche de la Cys777 catalytique 

(Figure 5C). Cette surface est formée entre les résidus Leu73 et Arg74 de l’ubiquitine et Ser774 

de Rsp5p et n’est pas observée dans le complexe E2~Ub-HECT (Kamadurai et al., 2009; 

Maspero et al., 2013), donc résulte de la liaison covalente à la cystéine catalytique, et met en 

évidence l’implication du lobe C dans la liaison d’ubiquitine au substrat (Kamadurai et al., 2013). 

La comparaison des structures de HECTNedd4 et HECTNedd4~Ub  indique que la disposition du 

lobe C diffère dans les deux structures. Dans la deuxième, le lobe C est plus orienté vers le lobe 

N, afin que l’ubiquitine liée à la cystéine catalytique se rapproche de son site d’attaque 

(Kamadurai et al., 2009). Cela met en évidence la liberté de mouvement du lobe C, due à la 

flexibilité de la boucle centrale inter-lobaire qui est essentielle pour la fonction catalytique du 

domaine HECT (Verdecia et al., 2003).  
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1.3.3 Le transfert de l’ubiquitine au substrat 
 

Les ligases E3 spécifient la réaction d’ubiquitylation en recrutant les substrats. Suite au 

recrutement du substrat, le domaine HECT de ligase E3 transfère l’ubiquitine liée à son lobe C 

sur une lysine du substrat. La conformation qu’adopte le domaine HECT lors du transfert de 

l’ubiquitine à une lysine du substrat est mise en évidence sur la ligase Rsp5p par une structure 

cristalline du complexe HECT~Ub-Substrat (Kamadurai et al., 2013). Le lobe C de la ligase 

Rsp5p chargée d’ubiquitine adopte une rotation de 130° qui rapproche l’ubiquitine de la lysine 

de son substrat Sna3 liée sur son domaine WW3. En effet le lobe C des ligases HECT détermine 

la spécificité de l’ubiquitylation des substrats. La substitution du lobe C du domaine HECT de la 

ligase Nedd4 par celui de la ligase E6-AP change le type de chaîne d’ubiquitine produite par 

Nedd4 sur son substrat (Maspero et al., 2013). Malgré la surface de liaison de l’ubiquitine, le lobe 

C du domaine HECT isolé n’interagit pas avec l’ubiquitine (French et al., 2009), ce qui implique 

une interaction supplémentaire des lobes N et C afin de stabiliser la liaison de l’ubiquitine sur la 

cystéine catalytique du domaine HECT. Cette surface d’interaction inter-lobaire est située près de 

la Cys777 dans la structure HECT~Ub de la ligase Rsp5p (Figure 5C). L’altération de cette 

interaction empêche le transfert de l’ubiquitine au substrat (Kamadurai et al., 2013).  

Les ligases HECT peuvent adopter 2 mécanismes différents pour catalyser la 

polyubiquitylation du substrat. Le premier mécanisme décrit est le modèle d’indexation qui 

consiste à former une chaîne d’ubiquitine sur le domaine HECT de l’enzyme E3 à partir de 

E2~Ub. Puis le domaine HECT transfère d’un coup la chaîne d’ubiquitine sur le substrat 

(Verdecia et al., 2003). Ce mécanisme est confirmé par une étude sur la ligase HECT E6-AP 

(Wang and Pickart, 2005). Le second mécanisme, catalysé par toutes les ligases de la famille 

CWH, consiste en une addition séquentielle d’ubiquitine sur le substrat lors de l’élongation de 



 

    
  

22 

chaîne de polyubiquitine. Ce mécanisme est mis en évidence par l’étude sur la ligase de levure 

Rsp5p (Kim and Huibregtse, 2009). 

 

       

Figure 5: Interactions entre le domaine HECT et l'ubiquitine. (A) Liaison covalente entre 
l’ubiquitine et la Cys catalytique de la ligase Rsp5p dans la structure cristalline de WW3-HECTRsp5p-Ub. 
(B) Les lobes C superposés pour WW3-HECTRsp5p-Ub et HECTNEDD4L-Ub. (C) Vue en gros plan des 
interactions entre le lobe C et la queue C-terminale de l’Ub dans la structure cristalline de WW3-
HECTRsp5p-Ub. Le domaine HECT de Rsp5p est représenté en violet, celui de NEDD4L en bleu. 
L’ubiquitine fusionnée à Rsp5p est représentée en jaune, et celle fusionnée à NEDD4L en orange. 
(Kamadurai et al., 2013). 

   

1.4  Objectifs et hypothèses 
 
 Il a été montré que l'ajout d'une première molécule d'ubiquitine sur un substrat liant les 

domaines WW des ligases de type CWH positionne cette dernière de façon à optimiser l'ajout 

d'unités subséquentes d'ubiquitine et favoriser la polyubiquitylation du substrat. La ligase Itch 

pouvant reconnaître certains de ses substrats via son domaine PRD plutôt que ses domaines WW, 

l'objectif principal de ce mémoire sera de déterminer si les substrats SH3 de Itch peuvent 

également être polyubiquitylés plus efficacement suite à l'ajout d'une molécule d'ubiquitine 

initiale. En corrolaire, nous chercherons également à déterminer l'impact de l'ubiquitylation par 

Itch sur la stabilité et l'activité biologique de certains substrats à domaine SH3. 
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 Notre hypothèse est que la seule présence d'une molécule d'ubiquitine sur un substrat est 

suffisante pour stimuler l'activité du domaine HECT, indépendamment du type d'interaction 

initiale entre la ligase et le substrat.  

 Pour vérifier cela, nous avons généré des protéines de fusion Grb2-ubiquitine et 

Endophiline-ubiquitine par recombinaison d'ADN. Nous utiliserons ces protéines de fusion pour 

comparer leur ubiquitylation à celle de Grb2 ou endophiline seuls. Nous utiliserons également ces 

protéines modifiées afin d'évaluer l'impact de l'ajout d'une molécule d'ubiquitine sur la stabilité et 

la localisation cellulaire de ces protéines. 
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2 Matériel et méthodes 
2.1  Plasmides et anticorps 
 
 Le plasmide codant GFP-Endo-Ub a été réalisé en insérant la séquence de l’ubiquitine en 

phase du côté 3’ de la séquence de l’endophiline dans le plasmide GFP-Endo cloné dans le 

vecteur pEGFP-C2. Les amorces indiquées dans le tableau I ont permis d’amplifier la séquence 

de l’ubiquitine et d’y insérer des sites BamHI à chaque extrémité. La séquence a été amplifiée par 

PCR à partir de la séquence codante de HA-Ubiquitine. Le plasmide encodant GFP-Endo-UbAA a 

été réalisé par la même procédure. La mutation des deux glycines en C-terminal de l’ubiquitine 

en alanine est dans la séquence de l’amorce antisens. Le plasmide codant GFP-Grb2-UbAA a été 

réalisé à l’aide des amorces de la séquence de Grb2-Ub indiquées dans le tableau I. La mutation 

des deux glycines en C-terminal de l’ubiquitine en alanine est induite dans la séquence de 

l’amorce antisens. La séquence est amplifiée par PCR à partir de la séquence codante de GFP-

Grb2-Ub et est clonée dans le vecteur pEGFPC2 à l’aide des enzymes XhoI et HindIII 

(Invitrogen). Le plasmide codant GST-Grb2-Ub a été réalisé à l’aide des amorces de la séquence 

Grb2-Ub (Tableau I). La séquence est amplifiée par PCR à partir de la séquence codante de GFP-

Grb2-Ub et est clonée dans le vecteur pGEX-4T-1 (Amersham Bioscience) à l’aide de l’enzyme 

EcoRI (Invitrogen). La construction GFP-Itch3R/E a été obtenue par la méthode de mutagenèse 

dirigée, qui consistait en une série de mutations ponctuelles de 3 arginines (R255, R255, R258) 

en acide glutamique dans la séquence de Itch complète. La séquence GFP-Itch a été amplifiée par 

PCR à partir d'amorces portantes les mutations, afin de produire le plasmide GFP-Itch3R/E (Riham 

Ayoubi, non publié). Les constructions FLAG-Itch, GST-PRD-Itch, GFP-Itch et GFP-Endo ont 

été décrites auparavant (Angers et al., 2004). Le plasmide GST-HECT-Itch a été décrit 

auparavant (Mouchantaf et al., 2006). Le plasmide rLuc-Itch inséré dans le vecteur pRluc-C1 a 

été décrit auparavant (Eaton et al., 2011). Le plasmide GST-Grb2 a été décrit auparavant 
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(McPherson et al., 1994). Le plasmide HA-Ubiquitine (hemagglutine) fut donné par Ted Dawson 

(John Hopkins University). Le plasmide GFP-Grb2 fut donné par Michael Way (Imperial college 

London). Toutes les protéines de fusion GST ont été exprimées dans la souche DH5α ou BL21 

d’Escherichia coli et purifiées avec des billes de glutathion-sépharose selon les instructions du 

fabricant (Bio-World). 

 
Tableau 1: Amorces utilisées pour le clonage des différentes constructions de plasmide 

Constructions 
Enzymes de 

restriction 

Séquence de l'amorce sens 
(5' → 3') 

Séquence de l'amorce anti-sens      

(5' → 3') 

GFP-Endo-Ub BamHI 
GAGAGGATCCTGCAG 

ATCTTCGTGAAGACTC 

CACTGGATCCTTAC 

CCACCTCTGAGACGGAG 

GFP-Endo-UbAA BamHI 
GAGAGGATCCTGCAGA 

TCTTCGTGAAGACTC 

CACTGGATCCTTA 

CGCAGCTCTGAGACGGAG 

GFP-Grb2-UbAA 
XhoI et 

HindIII 

GAGACTCGAGAATGGAA 

GCCATCGCCAAA 

GAGAAAGCTTTT 

ACGCAGCTCTGAGACG 

GST-Grb2-Ub EcoRI 
GAGAGAATTCATGG 

AAGCCATCGCCAAA 

CACTGAATTCACC 

CACCTCTGAGACGGAG 

 

2.2  Transfection et extraction 
 
 Les cellules HEK-293T sont cultivées dans un milieu DMEM complété avec 10% de 

sérum de veau (Thermo Fisher Scientific), 1% Pencilline/Streptomycine, 0,1 % d’anti-fongique 

(Invitrogen) et incubées à 37°C à 5% de CO2. Les cellules ont été transfectées avec différents 

plasmides à l’aide de la technique calcium/phosphate à 5µg d’ADN/boite de pétri de 10 cm. 
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Quarante-huit heures après la transfection, les cellules ont été lavées 2 fois avec du tampon PBS 

(154 mM NaCl, 57,5 mM NaH2PO4, pH 7.4) et collectées dans une solution d’extraction 

contenant 10mM Hepes, 150Mm NaCl et des inhibiteurs de protéases (PMSF 500X, benzamidine 

100X, leupeptine et aprotinine). Les cellules sont lysées par sonication puis incubées sous 

agitation pendant 30 minutes à 4°C dans du triton X-100 à concentration finale 1%. Suite à 

l’incubation, les extraits sont centrifugés à 18 000 g pendant 30 minutes à 4°C. Le surnageant 

représente les protéines totales.  

2.3  Protéines de fusion  
 
 Les constructions GST ont été obtenues par expression dans la souche bactérienne 

Escherichia coli (E. coli) à partir de vecteurs pGEX-4T-1 recombinés avec les séquences 

suivantes : GST, GST-PRD (le domaine PRD de Itch), GST-HECT (le domaine HECT de Itch), 

GST-Grb2, GST-Grb2-Ub. Les bactéries ont été inoculées dans du milieu LB et incubées à 37°C 

jusqu’à atteindre une DO600 de 0,5 (phase maximale de croissance). Les cultures bactériennes 

sont induites à 0,5 mM d’IPTG (isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside) sous agitation pendant 

3h à 37 °C. Les bactéries sont ensuite centrifugées pendant 30 minutes à 270 g à 4°C. Les culots 

sont resuspendues dans 20 ml de PBS. Les bactéries sont ensuite lysées par sonication puis par 

l’ajout de 1% triton X-100. Les extraits sont agités pendant 20 minutes à 4 °C puis centrifugés 10 

minutes à 10 000 g. Le surnageant contient les protéines liées à GST. Afin de purifier les 

protéines, les surnageants sont incubés pendant 2h à température ambiante avec des billes de 

sépharose couplées au glutathion qui vont lier la protéine GST. Après centrifugation pendant 2 

minutes à 1000 g et à 4°C, le surnageant est retiré et les billes sont ensuite lavées trois fois dans 

du PBS pour éliminer les protéines non liées, et récupérées dans du PBS (V/V). Nous avons 

quantifié les concentrations protéiques avec une concentration croissante de BSA (1 à 10 ug) sur 
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un gel SDS avec 10% de polyacrylamide. Les constructions GST sont ensuite utilisées dans la 

chromatographie d’affinité et l’ubiquitylation in vivo. 

2.4  Chromatographie d’affinité 
 
 La chromatographie d’affinité permet de déterminer l’interaction entre 2 protéines. Elle 

nous a permis de mettre en évidence l’interaction entre les protéines Grb2 et Grb2-Ub avec les 

domaines de la ligase Itch. Les cellules transfectées avec les plasmides indiqués ont été lavées et 

les protéines extraites comme décrit précédemment. Un volume représentant 10% des extraits 

totaux a été conservé pour les SM (matériel de départ), le volume restant fut incubé sous agitation 

pendant 2h à température ambiante avec 10 μg de billes de sépharose liées aux protéines de 

fusion GST. Les billes sont lavées 3 fois avec du PBS. Les échantillons sont ensuite chauffés 5 

minutes à 95°C dans une solution de tampon de chargement à 1X finale (3% SDS - 115mM 

Sucrose - 65 mM Tris Cl pH 6,8 – bêta-mercaptoéthanol 1% et une touche de bleu de 

bromophénol) afin de dénaturer les protéines qui seront ensuite séparées par migration sur gel de 

SDS-PAGE. Les protéines sont transférées suite à la migration sur une membrane de 

nitrocellulose afin d’effectuer un western blot. 

2.5  Ubiquitylation in vivo 
 
 Les différents plasmides ont été transfectés dans les cellules HEK-293T. Le plasmide HA-

Ub est transfecté dans toutes les conditions. Suite à l’extraction des protéines, 10% de l’extrait 

total est conservé (SM), le reste fut incubé sous agitation pendant 2h à température ambiante avec 

10 μg de billes de sépharose liées aux protéines de fusion GST pour une chromatographie 

d’affinité. Les protéines purifiées par les billes représentent le pull down (PD). Les billes sont 

lavées 3 fois dans la solution d’extraction. Les échantillons sont ensuite chauffés 5 minutes à 

95°C dans la solution de tampon de chargement à 1X finale afin de dénaturer les protéines qui 
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seront ensuite séparées par migration sur gel de SDS-PAGE. Les protéines sont transférées suite 

à la migration sur une membrane de nitrocellulose afin d’effectuer un western blot. 

2.6  Ubiquitylation in vitro 
 
 La réaction contenait 4mM d’ATP, 100 nM de l’enzyme UBE1 (E1), 2 μM de l’enzyme 

UBE2L3 (E2), 50 μM d’ubiquitine, 2 μM de Itch (E3), 2 μM de substrat et 1X de tampon 

d’ubiquitylation (40mM Tris pH 7,1, 40mM NaCl 1mM bêta-mercaptoéthanol, 5mM MgCl2). 

Après incubation de 90 minutes à 30°C, la réaction est arrêtée par l’ajout du tampon de tampon 

de chargement à 1X finale, et les échantillons sont migrés sur un gel SDS-PAGE. La ligase Itch, 

l’ubiquitine et les substrats ont été purifiés à partir de bactéries exprimant les différentes 

protéines fusionnées à la GST et élués avec des billes de sépharose dans un tampon à pH 8,3 

(50mM Tris-Cl pH 7.4, 5mM Glutathion). Le tampon d’ubiquitylation, l’ATP et l’ubiquitine 

proviennent d’UBPBio, les enzymes E1 et E2 de BostonBiochem.  

2.7  Western blot 
 
 Suite au transfert des protéines du gel SDS sur une membrane de nitrocellulose (Thermo 

Fisher Scientific), cette dernière a été incubée pendant 1 heure sous agitation à température 

ambiante dans une solution de blot (60 mM NaPO4, 150 mM NaCl, 5% de poudre de lait, pH 8). 

Suite à cela, la membrane a été incubée toute la nuit à 4°C avec un anticorps primaire 

spécifiquement dirigé contre une protéine (Tableau II). La membrane est ensuite lavée 3 fois à 10 

minutes d’agitation dans la solution de blot, puis incubée pendant 1 heure sous agitation à 

température ambiante avec un anticorps secondaire couplé à HRP. La membrane fut rincée 2 fois 

à 10 minutes d’agitation dans la solution de blot puis 1 fois dans du TBS (20 mM Tris, 150 mM 

NaCl pH 7.4). L’immuno-réaction est détectée par chemiluminescence utilisant un Supersignal 
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West-Pico (Thermo Fisher Scientific). Les différents anticorps utilisés sont indiqués dans le 

tableau II.  

2.8  Immunofluorescence 
 
 Les cellules HEK-293T sont cultivées sur des lamelles de verre recouvertes de poly-L-

lysine pendant 12-18h. Suite à cela, les cellules ont été transfectées avec les plasmides par la 

technique calcium-phosphate. Vingt-quatre heures après la transfection, les cellules ont été fixées 

pendant 30 minutes avec du PBS-paraformaldéhyde (PFA) à 3,3%. Les cellules furent lavées à 

température ambiante trois fois pendant 5 minutes dans du PBS et perméabilisée avec du PBS-

Triton-X-100 (0,2%) pendant 4 minutes. Suite à un lavage avec du PBS, les cellules ont été 

bloquées dans une solution de blocage (5% BSA, 5% NGS dans du PBS) pendant 30 minutes à 

température ambiante. Les cellules ont été incubées toute la nuit à 4°C avec les anticorps 

primaires (GFP : Invitrogen, Grb2 et Itch : BD Biosciences) dilués dans du PBS avec 1% BSA. 

Suite à l’incubation, les cellules furent lavées trois fois pendant 5 minutes à température ambiante 

dans du PBS, puis incubées pendant 1 heure dans le noir avec l’anticorps secondaire chèvre anti-

souris-CY3 (Jackson Immunoresearch) dilué dans du PBS avec 1% BSA. Si le noyau doit être 

marqué, les cellules sont incubées avec du DAPI (Sigma Aldrich) pendant 5 minutes. Suite à un 

dernier lavage (trois fois pendant 5 minutes) les cellules sont montées sur lames, et examinées 

avec un microscope à fluorescence verticale (Olympus BX61), à un grossissement de 63 X. Les 

images sont traitées à l’aide du logiciel Adobe Photoshop CS5. Les micrographies ont été prises 

en couleur mais, pour mieux faire ressortir les contrastes, ont été transformées en monochrome à 

l’aide du logiciel. De fausses couleurs ont toutefois été rajoutées sur les photographies résultant 

de la superposition de photographies monotones. 
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Tableau 2: Liste des anticorps utilisés pour le western blot 

Anticorps Spécificité Compagnie 

anti-Grb2 Souris, polyclonal BD Biosciences 

anti-Itch Souris, polyclonal BD Bioscience 

anti-GFP Lapin, polyclonal Invitrogen 

anti-HA Souris, monoclonal Invitrogen 

anti-c-Jun Souris, monoclonal Cedarlane 

anti-Flag Souris, monoclonal Sigma Aldrich 

 

2.9 Quantification de la fluorescence et analyses statistiques 
 
 La fluorescence des cellules exprimant les protéines Grb2 et Grb2-Ub a été mesurée par le 

logiciel ImageJ (v1.440 National Institutes of Health, USA). Nous avons mesuré l’intensité de la 

fluorescence dans toute la cellule ainsi que dans le noyau en traçant une région d’intérêt. La 

valeur obtenue représente la densité intégrée. La fluorescence totale est obtenue par soustraction 

de l’aire sélectionnée à la densité intégrée (Image J). La fluorescence dans le cytoplasme est 

obtenue par la soustraction de la fluorescence du noyau de celle de la cellule. Nous avons mesuré 

ces données dans 25 cellules exprimant les protéines Grb2 et les moyennes des intensités par 

compartiment subcellulaire ont été comparées et représentées en graphique avec le logiciel Excel. 

Un test statistique par analyse Anova a été réalisé avec les moyennes des fluorescences des 25 

cellules sélectionnées par traitement avec le logiciel R. Les données sont représentées en box 

plot.   
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3 Résultats 

3.1 Ubiquitylation in vivo et in vitro de Grb2 par Itch. 
 
 L'interaction entre la protéine Grb2 et Itch a été établie par l'étude de Desrochers et ses 

collègues (non publiée), qui montre une interaction directe du domaine PRD de Itch avec les 

motifs SH3 de Grb2. Puisque Itch possède une activité ligase et qu'il a été démontré qu'elle peut 

modifier les protéines à domaine SH3 liant le domaine PRD, nous avons vérifié l'ubiquitylation 

de la protéine Grb2. Pour ce faire, nous avons co-transfecté les plasmides GFP-Grb2, HA-Ub et 

Myc-Itch dans les cellules HEK2-93T. Les protéines sont ensuite extraites et incubées avec des 

billes de glutathion-sépharose couplées au domaine PRD de Itch afin de récupérer GFP-Grb2. 

Les protéines purifiées sont séparées sur un gel SDS-PAGE et soumises à un Western blot. Les 

anticorps anti Myc et anti GFP révèlent la présence des protéines Itch et Grb2 dans l’extrait de 

départ. L’anticorps anti-HA détecte l'ubiquitine, et la présence d'ubiquitine dans la fraction 

purifiée indique l'ubiquitylation de Grb2 (Figure 6A). Aucune trace d’ubiquitylation n’est 

observée en absence de Grb2 ou de Itch, ce qui démontre que la fraction ubiquitylée au centre est 

bel et bien attribuable à l’effet de Itch sur GFP-Grb2. 

 L’ubiquitylation par la ligase Itch implique la plupart du temps la dégradation 

protéasomale du substrat ubiquitylé, comme ceci a été démontré pour c-Jun, Endophiline et 

SNX9 (Azakir and Angers, 2009; Baumann et al., 2010; Gao et al., 2004). Nous voulions vérifier 

si l’ubiquitylation de Grb2 par la ligase Itch cause sa dégradation. Pour ce, nous avons transfecté 

dans les cellules HEK-293T avec d'une part Flag-ItchWT (type sauvage) et Flag-ItchCA, dans la 

quelle la cystéine catalytique du domaine HECT est mutée en alanine. Le plasmide Flag-ItchCA 

nous sert de contrôle car les substrats ne seront pas ubiquitylés par cette construction. Nous avons 

traités les cellules selon les conditions avec le MG132, un inhibiteur du protéasome (Tsubuki et 

al., 1996). Suite à l’extraction des protéines et un transfert sur un gel SDS-PAGE, les quantités 



 

    
  

32 

cellulaires de Itch et des substrats ont été vérifiées par western blot. Les anticorps anti-FLAG, 

anti-c-Jun et anti-Grb2 révèlent respectivement le niveau de Itch, c-Jun et Grb2 dans la cellule. 

La figure 6B permet d’observer que le niveau de c-Jun diminue fortement en présence de Flag-

ItchWT. Le MG132 réduit le taux de dégradation de c-Jun. Le plasmide Flag-ItchCA montre la 

même tendance que Flag-ItchWT avec un effet de dégradation moins prononcé, dû à l'inactivité 

catalytique de Itch surexprimé, montrant que l'ubiquitylation de c-Jun par Itch cause une 

dégradation protéasomale. Concernant la protéine Grb2, on constate que son niveau cellulaire ne 

varie pas en réponse à Flag-ItchWT et Flag-ItchCA, et à la présence ou absence de MG132. Ceci 

montre que l'ubiquitylation de Grb2 par Itch ne mène pas à une dégradation par le protéasome.  

 Puisque l'ubiquitylation observée sur Grb2 indique une trainée d'ubiquitine correspondant 

à une poly-ubiquitylation, et que la non-dégradation suggère que les chaines formées ne sont pas 

K48, nous avons voulu déterminer le type de chaîne d'ubiquitine sur Grb2. Une façon de réaliser 

cela est d'observer l'ubiquitylation in vitro de Grb2 en présence d'ubiquitines dont toutes les 

lysines sauf une ont été mutée, ne permettant la formation que d'un type de chaîne à la fois. 

 La figure 6C permet d'observer l'ubiquitylation in vitro de la protéine Grb2 en présence de 

Itch et d'ubiquitine (WT), d'ubiquitine dépourvue de lysines (K0), et d'ubiquitine portant une 

seule lysine spécifique (K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63). La piste contrôle est réalisée en 

absence de la ligase Itch. Une seule bande de poids moléculaire plus élevée reconnue par 

l'anticorps anti-Grb2 est visible et ce dans toute les pistes sauf le contrôle où Itch est omis, qui 

montre l’ubiquitylation de Grb2 par la ligase Itch. Cependant on observe une seule forme de plus 

haut poids moléculaire dans toutes les pistes d'ubiquitylation, ce qui indique une absence de poly-

ubiquitylation. Ainsi la protéine Grb2 est mono-ubiquitylée in vitro par la ligase Itch. 
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Figure 6: Ubiquitylation de Grb2 par la ligase Itch. A, Ubiquitylation in vivo de Grb2 par Itch. 
Des cellules HEK-293T sont co-transfectées avec HA-Ub et les plasmides indiqués. Des extraits totaux 
sont traités par immunomarquage par les anticorps indiqués (panneaux du haut et du milieu). Les extraits 
liés aux billes GST-PRD sont traités par immunoblot anti-HA pour montrer l’ubiquitylation de Grb2 
(panneau du bas). B, Grb2 n’est pas dégradé suite à son ubiquitylation. Les cellules HEK-293T sont 
transfectées avec Flag-ItchWT ou Flag-ItchCA, et traitées selon les conditions avec 20μM de MG132. Les 
extraits sont soumis à un immunomarquage avec les anticorps indiqués pour révéler la présence de c-Jun, 
Grb2 et Itch. C, Ubiquitylation in vitro de Grb2. Grb2 recombinant a été incubé avec la E1, la E2, l’ATP, 
Itch recombinant et différentes formes de l’ubiquitine. Les réactions sont transférées sur gel SDS-PAGE et 
soumises à un immunomarquage anti-Grb2. L’ubiquititylation est identifié par la fixation de l’ubiquitine 
sur Grb2. (Guillaume Desrochers, communication personnelle). 
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3.2  Ubiquitylation des fusions Grb2-Ub par Itch 
 
 Puisque l'ubiquitylation de Grb2 n'entraîne pas la dégradation, nous avons voulu 

savoir quelles étaient les conséquences. Nous avons donc voulu «mimer» l'ubiquitylation en 

fabriquant des protéines de fusion à l’ubiquitine. Nous avons ajouté la séquence de 

l'ubiquitine à la partie terminale du plasmide Grb2, encodant une protéine de fusion à 

l'ubiquitine (GFP-Grb2-Ub ou rLuc-Grb2-Ub). Des études précédentes ont montré que la 

fusion de l’ubiquitine sur un substrat augmente l’activité du domaine HECT de la ligase 

Rsp5p de la levure (Kim et al., 2011). Nous avons voulu voir si l’ajout de l’ubiquitine sur Grb2 

active le domaine HECT de la ligase Itch. La construction Grb2-Ub nous permettra de voir 

l’impact de l’ubiquitylation initiale d’un substrat SH3 sur l’activité du domaine HECT de la 

ligase Itch. 

 Tel qu’indiqué sur la figure 7A, la molécule d’ubiquitine est fusionnée sur la portion C-

terminale de la séquence d'ADN de Grb2, afin de produire une protéine de fusion stable (Grb2-

Ub). Lorsque l’ubiquitine est liée en sa partie C-terminale sur une protéine, elle est rapidement 

clivée par les USP (ubiquitin-specific proteases), protéases endogènes de l’ubiquitine (Baker, 

1996).  

 L’ubiquitylation des protéines Grb2 et Grb2-Ub a été réalisée avec la transfection des 

plasmides rLuc-Grb2 et rLuc-Grb2-Ub dans les cellules HEK-293T en présence de HA-Ub avec 

ou sans la présence GFP-Itch (Figure 7B). Suite à l’extraction, les protéines sont incubées avec la 

protéine de fusion GST-PRD de Itch couplée aux billes de glutathion-sépharose, afin de purifier 

rLuc-Grb2 et rLuc-Grb2-Ub. Les protéines sont ensuite migrées sur un gel SDS-PAGE et 

soumises à un western blot. Les anticorps anti-GFP et anti-Grb2 révèlent l’expression respective 

de Itch et des protéines Grb2 dans l’extrait total. Nous constatons la différence de poids 

moléculaire entre Grb2-Ub et Grb2 due à l’ajout d’une molécule d’ubiquitine sur Grb2. 
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L’anticorps anti-HA indique l’ubiquitylation des protéines Grb2 purifiées. Sur toutes les pistes, 

nous observons l’ubiquitylation des substrats due à la présence endogène de la ligase Itch dans la 

cellule. Par contre nous remarquons que le niveau de marquage de l’anti-HA est plus élevé dans 

les pistes où GFP-Itch est aussi transfecté (pistes 2 et 4), ce qui montre l’ubiquitylation due à 

l’activité de la ligase Itch. En comparant d’une part les pistes 1,3 et d’autre part les pistes 2,4 ; 

nous pouvons constater que la protéine de fusion Grb2-Ub est plus ubiquitylée que la forme 

normale Grb2. La fusion de l’ubiquitine sur Grb2 semble donc augmenter l’ubiquitylation de 

Grb2 par Itch. 

                                    

Figure 7: Ubiquitylation de la protéine de fusion Grb2-Ub. A, Schéma des constructions des 
protéines Grb2 et Grb2-Ub. B, Ubiquitylation in vivo de Grb2-Ub et Grb2. Des cellules ont été 
transfectées avec les plasmides indiqués. Des extraits totaux sont traités par immunomarquage par les 
anticorps indiqués pour révéler les protéines surexprimées (panneaux du haut et du milieu). Les extraits 
liés aux billes GST-PRD sont traités par immunoblot anti-HA pour montrer l’ubiquitylation de Grb2 et 
Grb2-Ub (panneau du bas). 
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 Les ligases E3 catalysent la formation d'une liaison peptidique entre la glycine de 

l'extrémité C-terminale de l'ubiquitine et l'amine de la chaîne latérale d'une lysine du substrat ou 

de l’ubiquitine. L’extrémité C-terminale de l’ubiquitine fusionnée à Grb2 est libre et pourrait 

donc être liée elle-même à une lysine du substrat ou à une ubiquitine déjà liée au substrat. Dans 

ce cas, l’augmentation de l’ubiquitylation de Grb2-Ub ne serait pas due à une plus grande 

ubiquitylation par Itch, mais à une augmentation de la quantité d’ubiquitine libre à lier le substrat. 

Pour éliminer ce possible effet confondant, nous avons effectué une mutation des deux résidus 

glycine en C-terminal de l’ubiquitine fusionnée à Grb2 en alanine (Grb2-UbAA). La protéine de 

fusion Grb2-UbAA ne pouvant pas être utilisée par une ligase E3 comme ‘donneur’ d’ubiquitine, 

l’ubiquitylation observée avec cette forme devrait être spécifique à la protéine Grb2. 

 Dans le but de vérifier la spécificité de l’ubiquitylation des protéines de fusion sur Grb2, 

nous avons observé la localisation cellulaire des Grb2, Grb2-Ub et Grb2-UbAA (Figure 8). Ainsi 

nous pouvons observer que les protéines Grb2 et Grb2-UbAA ont la même distribution, elles sont 

diffuses dans toute la cellule, tandis que la protéine Grb2-Ub montre une distribution différente, 

qui est plus ponctuée par rapport à Grb2. Nous ne pouvons donc exclure que l’ubiquitine de la 

construction Grb2-Ub puisse permettre une liaison à un autre substrat ou une molécule 

d’ubiquitine en chaîne.  

Nous avons utilisé la protéine Grb2-UbAA afin de vérifier l’influence de l’ubiquitine sur 

l’activité de Itch. Dans le but de comparer l’ubiquitylation des protéines Grb2 et Grb2-UbAA nous 

avons réalisé la même expérience qu'à la figure 7B, en remplaçant Grb2-Ub par Grb2-UbAA. 

Nous constatons, suite aux mêmes observations effectuées sur la figure 7B, que l’ubiquitylation 

est plus marquée sur la forme Grb2-UbAA que la forme Grb2 WT (Figure 9), ce qui confirme que la 

fusion de l’ubiquitine sur Grb2 augmente l’activité du domaine HECT de la ligase Itch.  
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Figure 8: Localisation des constructions Grb2. Localisation dans les cellules HEK-293T des 
protéines Grb2(A), Grb2-Ub (B) et Grb2-UbAA (C). Barre d’échelle= 12 μM. 

 
 
 

             
Figure 9: Ubiquitylation de la protéine de fusion Grb2-UbAA. L’expérience est réalisée avec la 
même procédure que la figure 7B.  
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3.3  Ubiquitylation in vitro de Grb2-Ub 
 
 Après avoir démontré que la fusion de l'ubiquitine augmente l’activité de Itch envers Grb2 

in vivo, nous avons voulu voir si elle a le même effet in vitro. Pour cela, nous avons réalisé 

l’ubiquitylation in vitro des protéines Grb2 et Grb2-Ub en absence et en présence de la ligase Itch 

(Figure 10). L’immunoblot avec l’anticorps anti-Grb2 relève dans la réaction la présence de Grb2 

et Grb2-Ub avec la différence de poids moléculaire due à l’ajout d’une molécule d’ubiquitine sur 

Grb2. Seuls les substrats sont révélés dans les pistes où la ligase Itch est absente. Suite à l’ajout 

de Itch, nous observons l’ajout d’une molécule d’ubiquitine sur Grb2 et Grb2-Ub, indiquant leur 

mono-ubiquitylation. Une exposition prolongée de 30 minutes (non montrée) n'a pas permis 

d'observer des bandes nettes de plus haut poids moléculaire correspondant à l'ajout de plusieurs 

unités d'ubiquitine. Ce résultat montre que la fusion de l’ubiquitine sur Grb2 n’a pas d’influence 

sur son ubiquitylation in vitro par la ligase Itch.  

Ainsi, nous constatons une différence sur l’ubiquitylation de Grb2 par la ligase Itch in 

vivo, qui semble indiquer une poly-ubiquitylation ou une multi-ubiquitylation, et in vitro, qui 

démontre une mono-ubiquitylation. Puisque, l’ajout de l’ubiquitine sur Grb2 n’a aucun effet sur 

l’activité de Itch in vitro, ceci suggère que d’autres facteurs pourraient intervenir dans 

l'ubiquitylation de Grb2 in vivo.  



 

    
  

39 

                             

Figure 10: Ubiquitylation in vitro de Grb2 et Grb2-Ub. Grb2 et Grb2-Ub recombinants ont été 
incubés avec l’ubiquitine, E1, E2, l’ATP et Itch recombinant à 30°C pendant 90 minutes. Les réactions 
sont arrêtées par le tampon SDS puis transférées sur gel SDS-PAGE et soumises à un immunomarquage 
anti-Grb2. L’ubiquititylation est identifié par la fixation de l’ubiquitine sur les protéines Grb2 et Grb2-Ub. 
* : Les substrats Grb2 et Grb2-Ub ubiquitylés 

 

3.4  Interaction des fusions Grb2-Ub avec la ligase Itch 
 
 La ligase Itch possède deux types de domaines d’interaction avec ses substrats, les 

domaines WW et le domaine PRD, ce qui lui permet de lier respectivement les protéines à motif 

PPXY (Gao et al., 2004) ou à motif SH3 (Angers et al., 2004). D’autre part, des études 

précédentes ont identifié une surface d’interaction de l’ubiquitine dans le lobe N du domaine 

HECT des ligases Rsp5p, Nedd4 et Smurf2 de la famille CWH (French et al., 2009; Kim et al., 

2011; Maspero et al., 2011; Ogunjimi et al., 2010). Cette surface intrinsèque de liaison de 

l’ubiquitine sur le domaine HECT joue un rôle dans l’élongation de la chaine d’ubiquitine sur la 

ligase E3 et les substrats.  

 Nous avons cherché à savoir si l’ubiquitine fusionnée à Grb2 interagirait avec le domaine 

HECT de la ligase Itch, permettant une meilleure affinité de la ligase par rapport à la forme 
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normale Grb2, et de voir si cette affinité entre l’ubiquitine et le domaine HECT était responsable 

de l’effet de Grb2-Ub sur l’activité de Itch. Pour ce faire, nous avons transfecté dans les cellules 

HEK-293T les plasmides GFP-Grb2 et GFP-Grb2-Ub. Les extraits cellulaires ont été incubés 

avec des billes de sépharose couplées avec la GST seule ou la GST-PRD ou GST-HECT. Suite à 

une migration sur gel SDS-PAGE et un transfert sur une membrane de nitrocellulose, 

l’interaction entre les domaines de Itch et les formes de Grb2 est déterminée par un immunoblot 

dirigé contre la GFP fusionnée aux protéines Grb2 et Grb2-Ub (Figure 11A). La figure montre 

une absence de récupération de Grb2 et Grb2-Ub par la GST seule, nous servant de contrôle. 

Nous constatons que les protéines Grb2 et Grb2-Ub sont récupérées par la GST-PRD à un niveau 

égal par rapport à leur taux d’expression dans les extraits totaux (SM). Par contre, les protéines 

Grb2 et Grb2-Ub n’ont pas pu être récupérées par GST-HECT. L’analyse quantitative de ces 

résultats est présentée dans la figure 11B. Ce résultat confirme que Grb2 et Grb2-Ub interagissent 

par leurs domaines SH3 avec le domaine PRD de la ligase Itch, et que Grb2-Ub n’interagit pas 

avec le domaine HECT isolé de la ligase Itch.  

 Puisque le domaine HECT isolé ne semble pas montrer d’affinité à Grb2-Ub, nous avons 

essayé une autre approche afin d’observer l’interaction de l’ubiqutine de Grb2-Ub et Itch. Nous 

avons empêché l’interaction entre le domaine SH3 de Grb2-Ub et le domaine PRD de Itch, afin 

de voir si l’ubiquitine pourrait interagir avec la ligase. Le domaine PRD de la ligase est constitué 

de la séquence d’acides aminés suivante PSRPPRPSRPPPPTPRRP entre les résidus 250-257. 

L’étude de Desrochers et ses collègues (non publiée) montre que la mutation des 3 

premières arginines (252-255-258) du domaine PRD retire sa capacité d’interaction avec le 

domaine SH3 des protéines. Nous avons réalisé une construction de la ligase Itch portant 

une mutation des 3 premiers arginines en acide glutamique dans le domaine PRD, Itch3R/E 

(Riham Ayoubi, communication personnelle) afin d’empêcher l’interaction entre Itch et le 
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domaine SH3 de Grb2-Ub. De cette façon, nous sommes en mesure d’observer l’effet de la 

fusion de l’ubiquitine à la protéine Grb2 sur son interaction avec la ligase Itch suite à la 

transfection cellulaire des plasmides GFP-ItchWT et GFP-Itch3R/E. Suite à l’extraction, les 

protéines furent incubées avec des billes glutathion-sépharose couplées à GST seul ou GST-

Grb2 et GST-Grb2-Ub. Les protéines sont soumises à une migration sur gel SDS-PAGE, et un 

immunoblot avec un anticorps dirigé contre la GFP.  

 

Figure 11: Interaction des protéines Grb2 et Grb2-Ub avec Itch. A, des extraits de cellules 
transfectées avec GFP-Grb2 et GFP-Grb2-Ub, ont été incubées avec GST seul, ou GST-PRD-Itch et GST-
HECT-Itch couplés aux billes glutathion-sépharose. Les extraits liés aux billes ont été soumis à un 
immunomarquage par l’anticorps anti-GFP. B, diagramme de la représentation quantitative des 
interactions entre les protéines indiquées en A.  

 

La figure 12A résume le résultat d’interaction entre les différentes protéines. Nous 

n’observons pas d’interaction entre les formes de Itch et la GST servant de contrôle. Au niveau 

du pull down sur ItchWT, nous constatons une meilleure récupération par Grb2-Ub par rapport à 

Grb2. Ceci semble indiquer une meilleure affinité de Grb2-Ub à Itch. Concernant Itch3R/E, il y 

a absence d’interaction pour GST-Grb2 alors que nous observons une très faible 

récupération de la mutation de Itch (GFP-Itch3R/E) par GST-Grb2-Ub. Ceci confirme que 

l’ubiquitine fusionnée au substrat interagit avec le domaine HECT de la ligase Itch. La 
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représentation quantitative de ces résultats est indiquée dans la figure 12B. Cependant 

l'affinité entre le domaine HECT de Itch et l'ubiquitine est très faible. Ainsi, cette interaction 

semble jouer un rôle dans l’activité d’élongation de polyubiquitine par le domaine HECT de 

la ligase Itch mais n’est pas responsable de cette activité comme observée dans les études 

précédentes. 

 
Figure 12: Interaction du domaine HECT de Itch avec l'ubiquitine fusionnée à Grb2. A, des 
extraits de cellules transfectées avec GFP-ItchWT et GFP-Itch3R/E, ont été incubés avec GST seul ou GST-
Grb2 et GST-Grb2-Ub couplés aux billes glutathion-sépharose. Les extraits liés aux billes ont été soumis à 
un immunomarquage par l’anticorps anti-GFP. B, diagramme de la représentation quantitative des 
interactions entre les protéines indiquées en A. 

 
 

3.5  Localisation cellulaire des fusions SH3-Ub 
 

Puisque l’ajout de l’ubiquitne sur Grb2 augmente son ubiquitylation dans la cellule, nous 

voulions vérifier s’il influence sa localisation cellulaire. Pour ce faire, nous avons surexprimé 

dans les cellules HEK-293T les plasmides Grb2, Grb2-Ub et Grb2-UbAA qui contiennent un tag 

GFP, afin de suivre leurs localisations dans la cellule par accumulation d’une couleur verte. Nous 

avons aussi marqué le noyau en bleu avec le colorant DAPI afin de le discerner du reste de la 

cellule.   

La figure 13 montre les variantes de Grb2 sur les photos de la colonne de gauche, le 

noyau dans les photos de la colonne centrale et la superposition des images sur les photos de la 



 

    
  

43 

colonne de droite. Sur la photo de superposition, nous pouvons voir que la protéine Grb2 (figure 

13A) est dispersée dans le cytoplasme ainsi que dans le noyau. La protéine Grb2-Ub (figure 

13B), par rapport à Grb2, ne colocalise pas avec le noyau, et est ponctuée dans le cytoplasme. 

Ainsi l’ubiquitine fusionnée à Grb2 affecte sa distribution dans la cellule. La protéine Grb2-UbAA 

(figure 13C) par contre, colocalise avec le noyau mais est plus ponctuée dans le cytoplasme par 

rapport à Grb2.  

Nous avons quantifié l'intensité de la fluorescence des protéines Grb2 et Grb2-UbAA  dans 

le noyau et le cytoplasme. Nous avons mesuré l’aire de la fluorescence de chaque protéine dans le 

noyau, le cytoplasme et la cellule totale, en délimitant une région d’intérêt. La figure 14 montre le 

pourcentage de la localisation des protéines dans chaque compartiment par rapport à la cellule 

totale. Les moyennes ont été faites à partir de 25 cellules pour chaque transfection. On constate 

que la protéine Grb2 est plus nucléaire car on observe une fluorescence de 64 ± 13% dans le 

noyau alors que la fluorescence de Grb2-UbAA est à 48 ± 10% au même niveau (figure 14 A). 

Afin d'observer la variabilité de la localisation des protéines dans le cytoplasme, nous avons 

représenté les données quantitatives en box plot suite à la transfection de Grb2 et Grb2-UbAA 

(figure 14B). On constate que la localisation cytoplasmique de l'ensemble des protéines Grb2 est 

comprise entre 10-60%, et Grb2-UbAA entre 40-78%. Nous remarquons également que la 

médiane dans le cytoplasme des protéines Grb2 est de 38% alors qu'elle est de 50% pour Grb2-

UbAA. On constate une faible variance de la distribution pour Grb2-UbAA. En somme, nous 

observons que la protéine Grb2-UbAA est plus cytoplasmique que Grb2. Ces résultats montrent 

que l'ajout d'ubiquitine sur la protéine Grb2 favorise son maintien dans le cytoplasme par rapport 

à Grb2 seul.  
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Figure 13: Localisation cellulaire de Grb2 et les fusions avec l'ubiquitine. Les cellules HEK-
293T ont été transfectées avec GFP-Grb2 (A), GFP-Grb2-Ub (B) et Grb2-UbAA (C). Les cellules ont été 
fixées puis perméabilisées. Sur les photos de la colonne de droite, le noyau des cellules est marqué en bleu 
et les protéines GFP sont en vert. Sup = Superposition. Barre d'échelle=12 μM. 
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Figure 14: Effet de l'ajout de l'ubiquitine sur la localisation de Grb2. A, Pourcentage de la 
localisation des protéines Grb2, Grb2-Ub et Grb2-UbAA dans le noyau (bleu) ou le cytoplasme des cellules 
HEK-293T. B, Distribution relative dans le cytoplasme des protéines Grb2 (rouge) et Grb2-UbAA (vert). 
Trans = transfection.  

 

Comme nous venons de le voir, la fusion de l'ubiquitine augmente la présence de Grb2 

dans le cytoplasme. Pour vérifier que c'est bien l'ubiquitylation par la ligase Itch qui induit la 

relocalisation cytoplasmique, nous avons cherché à déterminer si elle se colocalise avec Grb2 et 

Grb2-UbAA. Pour vérifier cela, des immunofluorescences ont été faite pour déterminer la 

colocalisation des 2 protéines avec la ligase Itch.  
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La figure 15 montre la colocalisation de GFP-Grb2 (rangée A) par rapport à GFP-Grb2-

UbAA (rangée B) en présence de Myc-Itch (centre). Le marquage de Itch est présenté en rouge, et 

le noyau en bleu. Les flèches pointent la colocalisation des différentes protéines avec le noyau. 

La protéine Itch est ponctuée au niveau périnucléaire correspondant au système trans-golgien et 

aux endosomes tel que rapporté par les études précédentes (Angers et al., 2004; Marchese et al., 

2003). On peut voir que la protéine Grb2 colocalise avec le noyau mais est aussi ponctuée dans le 

cytoplasme. Par contre la protéine Grb2-UbAA apparait plus dans les compartiments 

périnucléaires. Ces résultats suggèrent bien que la ligase Itch en ubiquitylant Grb2 et Grb2-UbAA 

induit leur maintien dans le cytoplasme. 

 

 

Figure 15: Colocalisation des constructions de Grb2 avec la ligase Itch. Co-transfection dans les 
cellules HEK-293T des plasmides Myc-Itch avec GFP-Grb2 (A), GFP-Grb2-Ub (B), et GFP- Grb2-UbAA 
(C). Sur les photos de la colonne de droite, le noyau des cellules est marqué en bleu, Itch en rouge, et les 
GFP en vert. Les flèches sont indicatrices de la colocalisation des protéines avec le noyau. Sup = 
Superposition. Barre d'échelle=10 μM. 
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Afin de mieux mettre en évidence l’effet de Itch sur la localisation de Grb2, nous avons 

surexprimé la ligase seule et observé la localisation de Itch ou de Itch3R/E  ainsi que de Grb2 par 

immunofluorescence. La construction GFP-Itch3R/E contient une mutation de 3 arginines en acide 

glutamique dans la séquence PRD de Itch, qui empêche son interaction avec le domaine SH3 de 

Grb2. La figure 16 montre la surexpression de la GFP seule (A) qui sert de contrôle dans cette 

expérience, GFP-Itch (B) et GFP-Itch3R/E (C). Le marquage de Grb2 est présenté en rouge, et le 

noyau en bleu. Les flèches pointent la colocalisation des différentes protéines avec le noyau. On 

constate qu’avec la GFP seule, Grb2 est localisé dans le noyau et dans le cytoplasme, mais 

semble plus nucléaire. Avec la surexpression de Itch, Grb2 est plus ponctué dans le cytoplasme; 

dans les compartiments endocytiques, mais aussi au niveau de la membrane plasmique. La 

surexpression de GFP-Itch3R/E induit aussi une accumulation cytoplasmique de la protéine Grb2. 

La construction GFP-Itch3R/E induit un patron de distribution de Grb2 similaire à celui qui résulte 

de la surexpression de Itch alors que l'absence d'interaction entre Itch3R/E aurait dû résulter en un 

patron plus proche de celui induit par la surexpression de GFP seule.  

La quantification de la fluorescence (figure 17A) dans les compartiments cellulaires 

montre que l'expression de Grb2 est nucléaire à 73 ± 10%, 50 ± 13%, et 48 ± 12% suite à la 

surexpression respective de GFP, Itch et Itch3R/E. La figure 17B représente en box plot l'analyse 

statistique de la présence de Grb2 dans le cytoplasme suite à la transfection de GFP, GFP-Itch et 

GFP-Itch3R/E. La localisation cytoplasmique de l'ensemble des protéines Grb2 est comprise entre 

8-48%, 20-78%, 25-71% respectivement suite à la transfection de la GFP seule, Itch et Itch3R/E. 

On constate une faible variabilité de la distribution des protéines Grb2 suite à la surexpression  de 

GFP seule par rapport à Itch et Itch3R/E. Nous remarquons également que la médiane dans le 

cytoplasme des protéines Grb2 est de 23, 42 et 45% respectivement suite à la surexpression de 

GFP, Itch et Itch3R/E. Ainsi l’ubiquitylation de la protéine Grb2 par la ligase Itch semble causer sa 
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relocalisation du noyau vers le cytoplasme. Par contre, la construction Itch3R/E  semble conserver 

un effet d’ubiquitylation résiduel qui serait la cause de la relocalisation cytoplasmique de Grb2. 

Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour le déterminer. 

 

 

Figure 16: Effet de la surexpression de Itch sur la localisation de Grb2. Les cellules HEK-293T 
ont été transfectées avec GFP (A), GFP-Itch (B) et GFP-Itch3R/E (C). Sur les photos de la colonne de 
droite, le noyau des cellules est marqué en bleu, Grb2 en rouge, et les GFP en vert. Les flèches sont 
indicatrices de la colocalisation des protéines avec le noyau. Sup = Superposition. Barre d'échelle=10 μM. 
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Figure 17: Itch induit une localisation cytoplasmique de la protéine Grb2. A, pourcentage de la 
localisation de la protéine Grb2 dans le noyau (bleu) ou dans le cytoplasme (rouge) des cellules HEK-
293T suite à la transfection de GFP seul, GFP-Itch et GFP-Itch3R/E. B, distribution relative dans le 
cytoplasme de la protéine Grb2 dans le cytoplasme suite à la surexpression de GFP seul (rouge), GFP-Itch 
(vert) et GFP-Itch3R/E (bleu). Trans= transfection. 

 
 
 
 Après avoir montré l’effet de la fusion de l’ubiquitine sur la protéine Grb2, nous avons 

testé par immunofluorescence l’effet de l’ajout de l’ubiquitine sur la localisation de la protéine 

endophiline (Endo), un autre substrat à domaine SH3 de la ligase Itch. Cette protéine est 

distribuée dans le cytoplasme, et se retrouve aux endosomes suite à la stimulation avec EGF, ce 
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qui est corrélé avec son ubiquitylation par la ligase Itch (Angers et al., 2004; Soubeyran et al., 

2002). Nous voulions observer la localisation des protéines de fusion Endo-Ub et Endo-UbAA. 

Pour ce faire, nous avons transfecté dans les cellules HEK-293T les plasmides GFP-Endo, GFP-

Endo-Ub et GFP-Endo-UbAA.  

 La figure 18 montre la localisation de la protéine Endo sur la colonne de gauche, Endo-Ub 

sur la colonne centrale et Endo-UbAA sur la colonne de droite. Nous constatons que toutes les 

trois sont distribuées dans le cytoplasme et au niveau de la membrane plasmique. Nos résultats ne 

montrent pas de différences notables dans la répartition cytoplasmique de l'endophiline entre les 

trois conditions, ce qui suggère que la fusion de l'ubiquitine sur la protéine endophiline n'a pas 

d'effet sur sa localisation cellulaire. 

 

 
 
Figure 18: Effet de l'ubiquitylation sur la localisation cellulaire d'endophiline. Les cellules 
HEK-293T ont été transfectées d'une part avec GFP-Endo (gauche), GFP-Endo-Ub (centre) et GFP-Endo-
UbAA (droite). Barre d'échelle =13 μM. 
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4 Discussion 
 
 Les ligases CWH interagissent par leur domaine WW avec leurs substrats à motif riche en 

proline. Lors de l’ubiquitylation, le domaine HECT des ligases CWH constitué de 2 lobes N-

terminal et C-terminal, catalyse un ajout séquentiel d’ubiquitine sur le substrat lié au domaine 

WW. La proximité des domaines WW et HECT permet un rapprochement du substrat au lobe N 

du domaine HECT facilitant son accessibilité à l’ubiquitine liée au lobe C. Ainsi l’ajout d’une 

molécule d’ubiquitine sur le substrat génère un site de recrutement du substrat sur le domaine 

HECT des CWH, augmentant leur activité (Kim et al., 2011). La ligase Itch possède un domaine 

conservé supplémentaire par rapport aux autres CWH qui lui permet d’interagir avec des 

substrats à domaine SH3. Le but de cette étude était de déterminer si l’ajout d’une molécule 

d’ubiquitine sur les substrats à domaine SH3 activerait la ligase Itch et d’observer l’effet de cette 

activation sur leur régulation.  

4.1  Ubiquitylation de la protéine Grb2 
 
 Des études précédentes ont montré l’interaction entre le domaine PRD de Itch et des 

protéines à domaine SH3 dont endophiline (Angers et al., 2004), β-Pix (Janz et al., 2007), SNX9, 

SNX18 (Baumann et al., 2010), Stam1 (Malik et al., 2012), Pacsin et Amphiphysine (Desrochers 

et al., 2015). Nous avons identifié la protéine Grb2 contenant 2 domaines SH3 comme substrat de 

la ligase Itch (Thèse Desrochers 2015, communication personnelle). Grb2 subit des modifications 

post-trancriptionnelles qui régulent son activité ainsi que les voies de signalisation où il est 

impliqué. La phosphorylation et la sumoylation de Grb2 activent son interaction avec la protéine 

Sos1 et la voie ERK, promouvant la croissance cellulaire (Ahmed et al., 2015; Qu et al., 2014). 

Nos résultats montrent que l’interaction de Grb2 avec le domaine PRD de la ligase Itch induit son 

ubiquitylation, révélant un nouveau mécanisme de régulation de son activité.  
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 Les interactions établies entre les protéines à domaine SH3 et le domaine PRD de Itch 

semblent promouvoir une variété de conséquences. Ainsi, l’interaction de Itch avec la protéine β-

Pix ne mène pas à son ubiquitylation (Desrochers et al., 2015), tandis que son interaction avec 

endophiline et plusieurs autres substrats cause leur polyubiquitylation et leur dégradation 

protéasomale (Azakir and Angers, 2009). Nous avons remarqué que l'interaction entre Itch et 

Grb2 mène à sa polyubiquitylation in vivo, mais ne provoque pas sa dégradation. C’est ainsi pour 

la protéine Stam1, dont l’ubiquitylation par Itch ne conduit pas à une dégradation, mais est 

nécessaire pour l’activation de la voie ERK (Malik et al., 2012). L’ubiquitylation de Grb2 par 

Itch pourrait agir sur la voie de prolifération cellulaire ERK en influençant son interaction avec le 

récepteur d’EGF ou la protéine Sos1.  

 L’ubiquitylation observée sur Grb2 peut correspondre à une multiubiquitylation ou une 

polyubiquitylation sur une chaîne de lysine non protéolytique. Cependant, in vitro, nous 

observons une monoubiquitylation de Grb2 par la ligase Itch, ce qui est contradictoire avec 

l’observation in vivo. Certaines ligases peuvent causer la mono ou la multiubiquitylation d'un 

même substrat. Ce phénomène est observé pour la ligase Nedd4, qui catalyse les 2 types 

d’ubiquitylation sur son substrat PTEN. La polyubiquitylation de PTEN par Nedd4 conduit à une 

dégradation protéasomale dans le cytoplasme (Wang et al., 2007). Tandis que la 

monoubiquitylation sur les résidus K13 et K289 de PTEN résulte en une accumulation de PTEN 

dans le noyau (Trotman et al., 2007).  

 La régulation du substrat et de la ligase peut influencer l’ubiquitylation. Le niveau 

d’expression de la ligase Itch dépend du type cellulaire et de la présence de la protéase de 

l’ubiquitine FAM (Mouchantaf et al., 2006). Les études de Li et al (2003) montrent que l’activité 

d’ubiquitylation de la ligase MDM2 envers son substrat p53 dépend étroitement de son niveau 

d’expression dans la cellule. Des niveaux élevés de MDM2 se traduisent par une 
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polyubiquitylation et une dégradation de p53 dans le noyau, tandis que de faibles niveaux de 

MDM2 conduisent à une monoubiquitylation et l’exportation de p53 dans le cytoplasme (Li et 

al., 2003). Donc, le niveau d’expression cellulaire de la ligase Itch pourrait influencer 

l’ubiquitylation de la protéine Grb2.   

 La régulation de Itch peut influencer son activité envers la protéine Grb2 dans la cellule. 

Mund et Pelham (2009) ont montré que l’interaction de la ligase Itch avec la protéine adaptatrice 

Ndfip augmente l’ubiquitylation de son substrat endophiline. L’activation de Itch dans la cellule 

peut causer une augmentation de son activité envers Grb2, ce qui peut conduire à sa 

polyubiquitylation in vivo.  

 La protéine Grb2 subit une phosphorylation et sumoylation, qui peuvent influencer son 

ubiquitylation par Itch dans la cellule (Ahmed et al., 2015; Qu et al., 2014).  

 La phosphorylation de Grb2 pourrait intervenir dans la liaison entre Grb2 à la ligase Itch 

causant un type spécifique d’ubiquitylation. En effet, la ligase Itch interagit avec la protéine Dvl, 

qui joue un rôle crucial dans la signalisation Wnt, mais induit seulement l’ubiquitylation de sa 

forme phosphorylée (Wei et al., 2012). Il en est de même pour la protéine Akt, dont la 

phosphorylation par la protéine PDK1 sur les résidus Thr-308 et Ser-473 augmente son activité 

kinase. La ligase E3 de l’ubiquitine CHIP interagit avec la protéine Akt mais induit 

l’ubiquitylation ainsi que la dégradation uniquement de ses formes phosphorylées (Thr-308, Ser-

473) inhibant sa signalisation (Su et al., 2011). La phosphorylation de Grb2 pourrait intervenir 

dans la liaison entre Grb2 et Itch causant un type spécifique d’ubiquitylation. 

 Pareillement, il a été démontré que la sumoylation peut influencer l’activité de certaines 

ligases de l’ubiquitine. La ligase RNF4 de la famille RING possède un motif SIM (SUMO 

interaction motif), de reconnaissance de la protéine SUMO, qui lui permet d’ubiquityler des 

substrats sumoylés dans la cellule (Sun et al., 2007). La protéine PML (promyelocytic leukaemia) 
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impliquée dans la leucémie promyélocytaire aiguë, est un substrat de la ligase RNF4, qui cause 

son ubiquitylation et sa dégradation protéasomale. Cependant, l’activité de RNF4 est précédée 

d’une sumoylation de PML (Tatham et al., 2008). Ainsi, la sumoylation de Grb2 pourrait 

influencer l’activité de la ligase Itch dans la cellule.  

 Les conditions cellulaires peuvent aussi influencer les ligases E3 à catalyser soit la 

monoubiquitylation ou la polyubiquitylation d’un substrat.  

 Une étude a montré que la ligase Itch catalyse selon les conditions cellulaires une 

monoubiquitylation et une polyubiquitylation de la protéine TIEG1 (Venuprasad et al., 2008). La 

monoubiquitylation de TIEG1 par la ligase Itch cause sa translocation dans le noyau et induit la 

différenciation des cellules T naïves en cellules régulatrices Treg, suite à la stimulation par le 

TGF-beta (Venuprasad et al., 2008). Alors qu’une induction par l’interleukine-6, cause une 

phosphorylation de la protéine TIEG1 par la kinase Tyk2 qui favorise sa polyubiquitylation par la 

ligase Itch. La polyubiquitylation de TIEG1 induit une différenciation des cellules T en cellules 

auxiliaires Th17 (Peng et al., 2011). L’ubiquitylation de TIEG1 par la ligase Itch établit un 

équilibre dans la différentiation des lymphocytes T et la réaction immune.  

 Ainsi les 2 types d’ubiquitylation observés sur Grb2 pourraient réguler son activité dans la 

cellule, puisqu’elles ne sont pas protéolytiques. L’ubiquitylaion de Grb2 par la ligase Itch peut 

jouer un rôle dans sa localisation cellulaire, et influencer son activité dans la signalisation des 

facteurs de croissance. 

4.2  L’ajout de l’ubiquitine sur Grb2 augmente l’activité de la ligase Itch 
 
 Nos résultats montrent que la protéine de fusion Grb2-Ub est plus ubiquitylée que la 

protéine normale Grb2 par la ligase Itch. La mutation de la glycine c-terminale de Grb2-Ub en 

alanine (Grb2-UbAA) appuie ce résultat car cette forme ne peut pas servir de donneur d'ubiquitine 

et montre une localisation comparable à la forme sauvage, bien que la proportion cytoplasmique 
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semble augmentée. Ces observations montrent que l’ajout de l’ubiquitine sur la protéine Grb2 

augmente l’activité ligase de Itch. D'autres chercheurs ont montré que la présence d'une molécule 

d'ubiquitine fusionnée au substrat favorise l'activité du domaine HECT. Kim et al ont montré que 

l'ajout d'une unité d'ubiquitine à la protéine Sna3 augmente l’activité du domaine HECT de la 

ligase Rsp5p (Kim et al., 2011). Cependant, la ligase Rsp5 interagit avec Sna3 par son troisième 

domaine WW (plus proche du domaine HECT) (McNatt et al., 2007; Oestreich et al., 2007). La 

proximité du domaine WW lié au substrat monoubiquitylé avec le lobe N du domaine HECT 

facilite l’interaction de ce dernier avec l’ubiquitine. Dans notre étude, le substrat est lié à la 

région PRD, plus éloignée du domaine HECT. Ceci suggère que la ligase Itch adopte une 

conformation dans laquelle sa partie centrale est proche de son HECT pendant le transfert de 

l’ubiquitine. En plus dans l’étude de Kim et al, (2011) seul le fragment C-terminal de la protéine 

Sna3 contenant le site de l’ubiquitylation a été utilisé comme substrat de fusion à l’ubiquitine. À 

titre de comparaison, dans notre étude l’ubiquitine est fusionnée à la protéine complète Grb2, et 

non sur un fragment de la protéine. Il est difficile de spéculer sur la conformation 

tridimensionnelle de ce complexe, mais nos résultats indiquent qu'elle est favorable à 

l'augmentation de l'activité catalytique de Itch envers Grb2 in vivo.  

 Les ligases CWH n’ont évidemment pas une conformation linéaire. La ligase Itch, à l’état 

inactif adopte une conformation fermée dans laquelle son domaine WW3 interagit avec son 

domaine HECT (Riling et al., 2015). Donc, la ligase Itch peut adopter une conformation dans 

laquelle le domaine PRD est proche du domaine HECT. Ainsi la protéine de fusion SH3-Ub liée 

sur le domaine PRD de la ligase pourrait aussi être proche du domaine HECT, ce qui permet la 

liaison de l’ubiquitine sur le lobe N, activant ainsi la polyubiquitylation du substrat. 

L’ubiquitylation des substrats à domaine SH3 semble avoir un mécanisme identique que les 

substrats à motif PPXY, malgré les surfaces d’interaction différentes sur la ligase Itch. La nature 
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du substrat (SH3 et PPXY) ne semble pas influencer l’activité de la ligase Itch, car il n’existe pas 

de spécificité d’ubiquitylation entre les 2 types de substrat. Ceci est confirmé par le fait que Itch 

catalyse 2 types d’ubiquitylation pour la protéine Grb2. En plus, de récentes études montrent 

qu’une surface de liaison de l’ubiquitine sur le lobe N du domaine HECT promeut l’élongation 

de la polyubiquitylation du domaine HECT (Maspero et al., 2013; Ronchi et al., 2013). Ceci est 

appuyé par nos observations, car l’ubiquitine fusionnée à Grb2 pourrait reconnaitre le domaine 

HECT de la ligase Itch, augmentant ainsi son activité. Cependant, dans la même étude Maspero 

et al (2013) ont montré que c’est le lobe C de la ligase HECT qui détermine le type de chaîne de 

polyubiquitine. Ceci était déjà observé pour l’activité du domaine HECT de la ligase Rsp5p (Kim 

and Huibregtse, 2009). D’autant plus que certaines ligases HECT telles que la ligase KIAA10 ne 

possèdent pas de surface d’interaction à l’ubiquitine (Wang and Pickart, 2005).  

 Nos résultats montrent que la protéine de fusion Grb2-Ub in vitro est monoubiquitylée par 

la ligase Itch, dans ce cas l’ubiquitine fusionnée à Grb2 ne semble pas activer le domaine HECT 

de Itch, ou n’interagit pas avec le lobe N de ce dernier. Ce résultat est opposé à ce qui est observé 

dans l’étude de Kim, où l’ubiquitylation du substrat Ub-Sna3C active la ligase de la levure Rsp5p 

(Kim et al., 2011), à la différence Grb2 est monoubiquitylé par Itch alors que Sna3C est 

polyubiquitylé via une chaine Lys63 par Rsp5p (Stawiecka-Mirota et al., 2007). Dans ce cas, 

d’autres facteurs interviendraient suite à la liaison de l’ubiquitine sur le lobe N du domaine 

HECT afin d’activer la polyubiquitylation. Le mécanisme par lequel l’interaction du substrat 

monoubiquitylé sur le lobe N active le domaine HECT de la ligase reste inconnu.  

 Nous avons aussi testé l’ubiquitylation par la ligase Itch de la fusion de l’ubiquitine avec 

la protéine endophiline (non présenté). Cependant nous n’avions pas d’observation concluante. 

La fusion de l’ubiquitine avait différents effets sur l’ubiquitylation d’endophiline; elle activait ou 

inhibait dans les mêmes conditions l’activité de la ligase Itch. Il semble donc que la seule 
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présence d'une molécule d'ubiquitine sur le substrat SH3 ne soit pas suffisante pour augmenter 

l'activité de Itch envers ce substrat. 

 Ainsi, nos résultats montrent des différences sur l’ubiquitylation des protéines Grb2 et 

endophiline par la ligase Itch. L’ajout de l’ubiquitine sur Grb2 augmente l’activité in vivo de Itch, 

tandis que l’ajout de l’ubiquitine sur endophiline ne montre pas d’effet conséquent sur l’activité 

de Itch.  

4.3  La surface intrinsèque de liaison de l’ubiquitine sur le domaine HECT 
n’influence pas son activité ligase.  

 
 Après avoir déterminé que l’ajout de l’ubiquitine sur Grb2 augmente son ubiquitylation, 

nous avons observé son interaction avec la ligase Itch. Nos résultats montrent que l’ajout de 

l’ubiquitine sur Grb2 augmente son affinité à Itch. Cependant l’interaction est faible, et n'est 

observée qu’avec la mutation du domaine PRD de Itch. Ceci indique une interaction 

supplémentaire de l’ubiquitine sur le domaine HECT en plus de l’interaction du PRD avec le 

SH3 de Grb2.  

 Ce résultat peut être comparé à l’observation faite dans des études où la fusion de 

l’ubiquitine sur les protéines RhoA et Sna3 augmente leur affinité à leurs ligases respectives 

Smurf2 et Rsp5p, de la même famille que Itch (Kim et al., 2011; Ogunjimi et al., 2010). 

Cependant, par comparaison, l’interaction observée entre la protéine de fusion Grb2-Ub et le 

domaine HECT de la ligase Itch est très faible. Nous n’étions pas en mesure d’observer cette 

interaction par isolement du domaine HECT. Alors que French et al (2009) montrent dans leur 

étude de la ligase Rsp5p une forte affinité entre le domaine HECT et l’ubiquitine. Mieux même, 

le lobe N du domaine HECT de Rsp5p isolé interagit avec l’ubiquitine (French et al., 2009). 

Donc, ceci semble montrer qu’il y a une différence structurelle de la surface de liaison de 

l’ubiquitine entre les domaines HECT des ligases CWH.  
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 La surface intrinsèque du lobe N du domaine HECT de ces ligases interagit avec 

l’ubiquitine fixée au substrat et joue un rôle dans les premiers évènements de l’ubiquitylation. 

Cette interaction augmente l’élongation de chaîne d’ubiquitine sur le substrat (Maspero et al., 

2013). Par contre les résidus critiques de la surface de liaison de l’ubiquitine sur le domaine 

HECT ne sont pas conservés pour toutes les ligases de la famille CWH. Le résidu Phe618 

observé pour la ligase Rsp5p est remplacé par un Leu pour les ligases Itch, WWP1 et WWP2 

(Kim et al., 2011). Le résidu Leu618 a un effet sur la surface de liaison car le domaine HECT de 

ces ligases a une faible affinité pour l’ubiquitine (Maspero et al., 2011). Ceci correspond à nos 

observations puisque nos résultats montrent une faible interaction du domaine HECT de la ligase 

Itch avec la protéine Grb2 fusionnée à l’ubiquitine. Ces études suggèrent que l’élongation de la 

chaine d’ubiquitine sur les ligases Rsp5p, Nedd4 et Smurf est étroitement liée à la surface 

d’interaction de l’ubiquitine dans leur domaine HECT. Alors que le domaine HECT de la ligase 

Itch présente une faible affinité à l’ubiquitine, mais est doué d’une forte activité catalytique 

d’élongation de chaine de polyubiquitine sur ses substrats. La mutation de la surface d’interaction 

de l’ubiquitine des domaines HECT des ligases Itch, WWP1 et WWP2 influencerait-elle leur 

activité d’élongation de chaînes de polyubiquitine?   

 Nous suggérons que la surface d’interaction dans le lobe N du domaine HECT permet une 

accessibilité des lysines de l’ubiquitine au lobe C plutôt que de promouvoir la polyubiquitylation 

telle que décrite par les études précédentes. La surface dans l’ubiquitine comportant le résidu 

Ile44 qui interagit avec le domaine HECT des ligases CWH est proche de la Lys48 (French et al., 

2009), ce qui fait que ces dernières catalysent préférentiellement une chaine de polyubiquitine via 

Lys63 (Maspero et al., 2013) dont le résidu est à l’opposé de la surface d’interaction, et donc 

accessible pour la réaction de fusion. 
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4.4  Effet de l’ajout d’ubiquitine sur la localisation du substrat.  
 

 Le troisième rôle de l’ajout de l’ubiquitne sur le substrat observé, portait sur la 

localisation cellulaire de ce dernier. Nous avons réalisé plusieurs expériences utilisant 

l’immunofluorescence afin d’observer la localisation de Grb2, et sa fusion à l’ubiquitine. Les 

résultats montrent une distribution dans toute la cellule. Ces observations sont conformes aux 

études précédentes, selon lesquelles la protéine Grb2 est localisée dans le noyau et dans le 

cytoplasme de plusieurs types de cellules (Jiang and Sorkin, 2002; Romero et al., 1998; Tanase, 

2010; Yamazaki et al., 2002).  

  L’un des rôles de Grb2 les plus étudiés est son implication dans les voies de signalisations 

des récepteurs de facteur de croissance, notamment les voies de récepteurs à tyrosine kinase RTK 

(Schlaepfer et al., 1998). Suite à la signalisation au niveau de la membrane plasmique, les RTK 

sont internalisés au niveau des compartiments endosomaux, soit pour permettre leur recyclage au 

niveau de la membrane plasmique ou leur dégradation lysosomale (Miura et al., 2008). L’étude 

de Yamakazi et al montre que la protéine Grb2 est impliquée dans l’internalisation du récepteur 

de l'EGF. Ils ont montré que Grb2 accompagne le récepteur dans les endosomes précoces, les 

endosomes tardifs et dans les lysosomes (Yamazaki et al., 2002), et est indispensable à 

l’internalisation de ce dernier dans les puits recouverts de clathrine (Jiang et al., 2003).   

Concernant la localisation nucléaire, peu de choses sont connues concernant le rôle de 

Grb2 dans le noyau. Étant une protéine adaptatrice, elle pourrait interagir avec des protéines 

nucléaires. Une étude a montré son interaction avec la protéine nucléaire hnRNP C 

(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C), cependant elle ne montre pas une implication 

fonctionnelle de Grb2 (Romero et al., 1998). Il serait intéressant d’explorer la localisation 

nucléaire de Grb2 et de voir son effet dans ce compartiment. 
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 Nos résultats indiquent que le pourcentage des protéines endogène et exogène de Grb2 

dans le noyau est de 60% dans les cellules HEK-293T. Dans les cellules COS-7 et A431, la 

protéine Grb2 endogène semble plutôt nucléaire (Yamazaki et al., 2002), tandis qu’elle est estimé 

à seulement 20% dans le noyau des cellules Jurkat T et UT7-S Epo (Romero et al., 1998). Donc 

la distribution cellulaire de Grb2 dépend du type cellulaire.   

La plupart des protéines conjuguées à l'ubiquitine sont récupérées dans la fraction 

insoluble suite à l'extraction par le Triton après une incubation des cellules avec des inhibiteurs 

de protéasome. Qian et al ont utilisé cette approche pour identifier le profil des fusions de 

l'ubiquitine. Par ubiquitylation in vitro de différentes constructions de fusion d'ubiquitine, il ont 

montré que l’ubiquitine fusionnée en C-terminal d’une protéine (X-Ub) peut se conjuguer à une 

chaine d’ubiquitine sur un autre substrat, et pourrait se retrouver au niveau du protéasome. La 

mutation de lysine K48 (ciblage au protéasome) ne peut pas palier à ce ciblage, car la protéine de 

fusion X-UbK48muté (incapable d’accepter une ubiquitine) pourra quand même s’attacher à une 

terminaison de chaine de polyubiquitine. Seule la mutation de la partie C-terminale (X-UbG76muté) 

empêche une conjugaison de la protéine de fusion (Qian et al., 2002). On observe d’ailleurs que 

la distribution cellulaire de Grb2-Ub est très différente de celle de la protéine sauvage Grb2. Ce 

qu’on remarque en premier avec sa localisation, c’est qu’elle n’est pas présente dans le noyau, 

mais dans des structures périnucléaires qui peuvent correspondre aux compartiments 

endosomaux, lysosomaux et/ou du protéasome. 

 Étant donné que l’ubiquitine de la construction Grb2-Ub pourrait servir de donneur dans 

une chaine de polyubiquitine, nous avions muté les glycines en c-terminale de l’ubiquitine en 

alanine (Grb2-UbAA), rendant l’ubiquitylation spécifique à Grb2. Ainsi nous avons utilisé cette 

construction pour la suite des observations par immunofluorescence de l’effet de l’ubiquitylation 

sur la localisation de Grb2. La répartition de Grb2-UbAA dans les cellules HEK-293T est similaire 
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à celle de la protéine sauvage Grb2, montrant de façon claire que la mutation est efficace, et que 

cette construction représente une monoubiquitylation de la protéine Grb2. On remarque au niveau 

de la localisation, que Grb2-UbAA est plus cytoplasmique par rapport à la forme sauvage, laissant 

donc penser que l’ubiquitine fusionnée à Grb2 cause son export du noyau ou son maintien au 

cytoplasme. Étant donné que Grb2 est un substrat de la ligase Itch, et que Grb2-UbAA augmente 

son activité ligase, il est probable que la ligase Itch par ubiquitylation, induirait aussi un export 

du noyau de la protéine Grb2. 

 Nous avons donc testé par immunofluorescence l’effet de la ligase Itch sur la distribution 

cellulaire de la protéine Grb2. Nos résultats montrent qu’en présence de la ligase Itch, les 

protéines Grb2 et Grb2-UbAA deviennent plus cytoplasmiques, ce qui confirme l’hypothèse 

avancée suite à la distribution cytoplasmique de la protéine de fusion Grb2-UbAA. Cependant, 

l’échange bidirectionnel des protéines entre le noyau et le cytoplasme se produit via les pores 

nucléaires, qui permettent la diffusion passive des molécules de taille inférieure à 90~100 kDa 

(Mohr et al., 2009; Wang and Brattain, 2007). Les grosses molécules nécessitent un signal de 

localisation nucléaire reconnu par des protéines adaptatrices appelées importines, qui permettent 

leur entrée dans le noyau. Les protéines de fusion GFP-Grb2 et GFP-Grb2-UbAA font 

respectivement 51 et 59 kDa, peuvent donc diffuser passivement dans les pores nucléaires. Ces 

protéines de fusion auront une liberté d'échange bidirectionnelle entre le noyau et le cytoplasme 

dans la cellule. Cependant, il a été démontré que la fusion de l'ubiquitine sur Grb2 augmente 

l'activité ligase de Itch, qui résulte en une polyubiquitylation de Grb2. L'ajout d'unités 

d'ubiquitine sur GFP-Grb2-UbAA (supérieure à 110 kDa) pourrait empêcher l'entrée de Grb2 dans 

le noyau. Ceci expliquerait la présence de Grb2-UbAA dans le cytoplasme. 

Ainsi l’expérience réalisée avec la transfection de Itch, permet d'observer la distribution 

cytoplasmique de Grb2 endogène (25 kDa), montrant l’effet de l’ubiquitilyation sur sa 
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distribution. Le résultat montre que la ligase Itch cause une relocalisation du noyau vers le 

cytoplasme de la protéine Grb2. Nous avons pu observer que la ligase Itch est présente dans le 

noyau mais est plus ponctuée au niveau du cytoplasme. Il a été démontré que Itch est localisé 

dans les endosomes et au compartiment trans-golgien (Angers et al., 2004; Marchese et al., 

2003). Étant donné que Itch interagit avec des protéines nucléaires, notamment des facteurs de 

transcription (Gao et al., 2004; Rossi et al., 2006; Rossi et al., 2005; ZeRuth et al., 2015), il est 

probable qu'elle se retrouve au moins partiellement dans le compartiment nucléaire. Toutefois, 

cette question n'a jamais été étudiée à notre connaissance.  

Certaines protéines possèdent des séquences spécifiques d'acides aminés qui sont 

reconnues par des récepteurs nucléaires permettant leur import (nuclear localization signal, NLS) 

ou leur export (nuclear export signal, NES ) dans le noyau (Xu et al., 2010). Le signal d'export 

nucléaire NES composé de la séquence LxxxLxxLxL (L représente une leucine, et x un acide 

aminé quelconque) a été identifié dans la ligase HECT Smurf2. Ce signal permet l'exportation de 

la ligase Smurf2 en complexe avec son substrat Smad7 du noyau par la reconnaissance de la 

protéine CRM1, un récepteur d'export nucléaire (Tajima et al., 2003). La séquence NES 

identifiée chez Smurf2 est présente dans la ligase Itch entre les acides aminés 135 et 145 

(LSICLDGLQL). Cette séquence pourrait permettre l’export de la ligase Itch, peut-être en lien 

avec la protéine Grb2 du noyau. Il serait intéressant de déterminer l'interaction entre Itch et des 

récepteurs nucléaires, ou muter cette séquence et observer la distribution cellulaire de Itch et 

Grb2. 

 La ligase Itch catalyse une monoubiquitylation ainsi qu’une polyubiquitylation de la 

protéine Grb2. Quelle proportion de Grb2, nucléaire ou cytoplasmique, est spécifique à un type 

d’ubiquitylation? Et quelle proportion de Grb2 a une meilleure affinité avec la ligase Itch?  
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 Sachant que la distribution de Grb2 dépend du type cellulaire, donc la ligase Itch 

interagirait avec Grb2 dans le compartiment où il est plus exprimé, causant ainsi sa relocalisation. 

Ceci a été observé avec la protéine p53, dont la monoubiquitylation par la ligase E3 MDM2 cause 

son export du noyau dépendamment de son abondance dans la cellule (Li et al., 2003). Par contre, 

la protéine PTEN qui est aussi modifiée avec les 2 types d’ubiquitylation cités pour Grb2 par la 

ligase Nedd4, sa monoubiquitylation cause son import dans le noyau (Trotman et al., 2007). Dans 

les cellules HEK-293T, Grb2 est plutôt nucléaire. On pourrait donc émettre l’hypothèse que 

l’ubiquitylation de Grb2 se fait dans le noyau, causant son export vers le cytoplasme.  

Nous avons aussi testé l’effet de Itch incapable d’interagir avec la protéine Grb2 (Itch3R/E) 

sur sa localisation. Il est évident qu’en absence d’interaction avec le SH3 de Grb2, cette 

construction de Itch devrait rétablir la localisation nucléaire de Grb2. Cependant on observe une 

distribution cytoplasmique de Grb2, similaire à celle observée en présence de Itch sauvage, 

indiquant un effet d’ubiquitylation même en absence d’interaction avec la construction de Itch 

muté. Ce qui laisse penser que la protéine Grb2 est ubiquitylée par une autre ligase. Cependant si 

tel était le cas, on aurait dû observer l’effet de cette ligase dans la condition contrôle où la GFP 

seule était surexprimée. Il serait intéressant par des essais d’ubiquitylation in vivo de voir l’effet 

de Itch3R/E sur la protéine Grb2. La même situation a été observée avec la protéine endophiline. 

L’étude d’Angers et al, montre que la ligase Itch interagit par son domaine PRD avec Endo et 

cause son ubiquitylation, (Angers et al., 2004). Malgré qu’ils n’observent pas d’ubiquitylation 

d’endophiline avec la construction ItchC/A (perte d’activité catalytique), ils observent une activité 

très réduite avec la construction ItchΔPRD (incapable d’interagir avec le domaine SH3). C’est par 

la suite, qu’une étude révèle que la ligase E3 Parkin peut causer l’ubiquitylation d’endophiline 

(Trempe et al., 2009). Nous émettons l’hypothèse que, sous toute réserve, la construction ItchC/A 

en interagissant avec endophiline pourrait diminuer son accessibilité à la ligase Parkin. Dans 
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notre étude, nous pensons que Itch pourrait aussi par compétition bloquer l’effet de l’autre ligase 

de la protéine Grb2, ce qui expliquerait en partie l’effet d’ubiquitylation observée avec la 

construction Itch3R/E, cependant il faudra réaliser l’ubiquitylation de Grb2 en présence de Itch3R/E 

afin de vérifier ces théories.   

 Concernant la protéine endophiline (Endo), nous avons vérifié aussi par 

immunofluorescence l’effet de l’ajout de l’ubiquitine sur sa localisation cellulaire. Nos résultats 

montrent que la protéine Endo est diffuse dans le cytoplasme avec une ponctuation dans une 

structure ressemblant aux vésicules endocytiques. La protéine Endo-Ub est beaucoup plus 

ponctuée que la forme sauvage. Par contre, la protéine monoubiquitylée Endo-UbAA montre une 

distribution similaire par rapport à la forme sauvage. 

 La protéine endophiline possède plusieurs isoformes, et joue un rôle dans l’endocytose et 

le trafic cellulaire (Kjaerulff et al., 2011). L’étude d’Angers et al montre que la ligase Itch 

colocalise avec la protéine endophiline au niveau des endosomes, suite à la stimulation à l’EGF et 

cause son ubiquitylation (Angers et al., 2004), ce qui s’ensuit par sa dégradation dans le 

protéasome (Azakir and Angers, 2009). Nous observons une distribution cytoplasmique 

d’endophiline qui concorde avec les observations précédentes. Contrairement à Grb2, la fusion de 

l’ubiquitine n’a pas d’impact sur la localisation d’endophiline, car la localisation de Endo-UbAA 

ressemble à celle d'Endo. Cette différence était déjà observée au niveau de l’ubiquitylation (non 

représentée), où la fusion de l’ubiquitine n’avait pas d’effet conséquent sur endophiline. En fait, 

l’ubiquitylation d’endophiline par la ligase Itch est difficile à spécifier, car elle se retrouve dans 

un complexe multi-protéique dont certaines sont aussi ubiquitylées, lors de l’internalisation du 

récepteur de l’EGF dans l’endosome précoce (Schmidt and Dikic, 2005). Et de surcroit, en plus 

de la ligase Itch, elle est ubiquitylée par la ligase Parkin (Trempe et al., 2009), d’où toute la 
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difficulté d’observer l’effet de l’ajout de l’ubiquitine sur la localisation cellulaire ainsi que son 

ubiquitylation.  
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5 Conclusion et perspectives 
 
 Ce projet de recherche avait comme objectif d’étudier le mécanisme d’activité des ligases 

CWH. Plusieurs études avaient montré que la surface d’interaction de l’ubiquitine sur le domaine 

HECT des ligases CWH était responsable de l’élongation de la polyubiquitylation par ce domaine  

(Kim et al., 2011; Maspero et al., 2011; Maspero et al., 2013; Ogunjimi et al., 2010). La ligase 

Itch, de cette famille, possède spécifiquement un domaine riche en proline qui lui permet 

d’interagir avec des protéines à motif SH3. Nous voulions déterminer l’effet de l’ajout d’une 

molécule d’ubiquitine sur un substrat à domaine SH3 sur l’activité de la ligase Itch. Nous avons 

émis l’hypothèse que la fusion de l’ubiquitine sur le substrat augmenterait l’activité du domaine 

HECT de Itch.  

 Nos résultats montrent que l’ajout d’ubiquitine sur la protéine Grb2 active le domaine 

HECT de Itch de sorte à promouvoir l’ubiquitylation. On remarque que la protéine de fusion 

Grb2-Ub est plus ubiquitylée que la protéine Grb2 par Itch. Ce résultat concorde avec les études 

précédentes effectuées sur des substrats à motif PPXY. Cependant, les expériences in vitro ne 

permettent pas de déceler un effet d’activateur de la fusion d’ubiquitine sur Itch, ce qui montre 

que d’autres facteurs peuvent influencer l’activité des ligases dans la cellule.   

 Nos résultats montrent également que le domaine HECT de Itch a une très faible affinité 

avec l’ubiquitine. Ceci montre que la surface d’interaction de l’ubiquitine dans le domaine HECT 

n’est pas responsable de l’élongation de la polyubiquitylation du substrat tel que de décrit pour 

d’autres ligases CWH. Il serait intéressant de préciser comment l’ubiquitine fusionnée au substrat 

active le domaine HECT de Itch. 

 Nous avons observé l’effet de l’ubiquitylation sur la localisation de la protéine Grb2. Nos 

résultats montrent que Itch en ubiquitylant Grb2 cause sa relocalisation du noyau vers le 

cytoplasme.  
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 L’ubiquitylation de Grb2 ne menant pas à une dégradation, elle pourrait avoir un effet sur 

ses fonctions au niveau de la signalisation cellulaire. Il faudrait déterminer le site d’ubiquitylation 

de Grb2 par Itch, c’est-à-dire la lysine qui accepte l’ubiquitine. Ainsi nous serons en mesure de 

voir l’effet de l’ubiquitylation de Grb2 dans la signalisation cellulaire, ceci pourrait avoir un effet 

conséquent sur la motilité cellulaire, la prolifération et la tumorigenèse.  

 Le mécanisme d’activité des ligases HECT reste peu connu, mais ce projet de maitrise 

nous a permis d’apporter quelques précisions. Il est clair que des études supplémentaires sont 

nécessaires afin de mieux comprendre la régulation ainsi que le mécanisme d’activité des ligases 

HECT. 
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