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RÉSUMÉ 

 Itch est la seule ligase de l'ubiquitine de type C2-WW-HECT capable d'interagir 

avec les protéines à domaine SH3. Ce domaine est particulièrement représenté parmi les 

protéines régulatrices de l'endocytose. Les travaux présentés ici visaient à examiner la 

capacité d'Itch à interagir avec plusieurs protéines endocytiques. Nous avons utilisé la 

technique du BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) pour examiner 

quelques protéines candidates. Nous avons ensuite confirmé les résultats obtenus par 

BRET avec des tests d'interaction in vitro, puis déterminé la capacité d'Itch à ubiquityler 

les protéines liées via leurs domaines SH3. Nous avons ainsi découvert deux nouveaux 

partenaires d'interaction et substrats d'Itch parmi les protéines endocytiques, 

amphyphisine et pacsine. De plus, Itch interagit avec les domaines SH3 isolés 

d'intersectine, mais pas avec la protéine complète, suggérant que cette dernière n'est pas 

un substrat d'Itch. Itch est donc bien positionnée pour exercer un rôle régulateur de 

l'endocytose en ubiquitylant ses substrats. 

 

Mots Clés : Itch, endophiline, pacsine, intersectine, amphiphysine, BRET, 

ubiquitine, endocytose. 
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ABSTRACT 

Itch is the only C2-WW-HECT type ubiquitin ligase that can bind SH3 domain 

proteins. This domain is particularly frequent in accessory endocytic proteins. We have 

used Bioluminescent Resonance Energy Transfer to examine a few candidate endocytic 

proteins, in addition to the already known substrate of Itch, endophilin. We then used 

standard in vitro techniques to confirm these interactions, and tested Itch capacity to 

ubiquitylate these putative substrate proteins. We thus discovered two new substrates of 

Itch, amphiphysin and pacsin. We also determined that although Itch interacts with the 

isolated SH3 domains of intersectin, it does not recognize the full length protein, thus 

rulling out Intersectin as a substrate of Itch. Itch is thus a putatively important regulator 

of endocytosis, through its capacity to recognize and ubiquitylate several SH3-domain 

proteins. 

 

Keywords : Itch, endophilin, pacsin, intersectin, amphiphysin, BRET, ubiquitin, 

endocytosis. 
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1. Introduction  

Ce projet de recherche vise à mieux comprendre les interactions entre la ligase 

Itch et certaines protéines impliquées dans l’endocytose, soit l’invagination d’une partie 

de la membrane plasmique et l’internalisation des protéines membranaires et leur 

cheminement à travers les compartiments intracellulaires. Ce phénomène dépend de la 

formation d’un complexe protéique reposant sur la capacité des différents acteurs à 

interagir entre eux et avec d’autres protéines permettant leur régulation et entraînant un 

contrôle très précis de l’internalisation des protéines. Nos travaux portent donc sur la 

relation entre la ligase de l’ubiquitine Itch et certaines des protéines formant le complexe 

nécessaire à l’endocytose. De par sa nature, la ligase pourrait ainsi être en mesure de 

modifier ses substrats en les ubiquitylant, ce qui lui permettrait de réguler indirectement 

l’endocytose.  

1.1. La réaction d’ubiquitylation :  

1.1.1. Principes généraux 

L’ubiquitylation est une modification post-traductionnelle qui consiste en l’ajout 

d’une molécule d’ubiquitine sur un substrat. Cette protéine de 76 acides aminés est 

généralement ajoutée sur une protéine substrat via la création d’un lien peptidique entre 

la glycine en C-terminal de l’ubiquitine et l’amine de la chaîne latérale d’une lysine du 

substrat. Cette modification est comparable à la phosphorylation, en ce sens qu’elle peut 

moduler une multitude de fonctions cellulaires. L’ubiquitylation est un phénomène 

réversible et il existe des enzymes capables d’enlever l’ubiquitine d’un substrat. De plus, 

on distingue plusieurs types d’ubiquitylation: la polyubiquitylation, la multi-
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ubiquitylation ainsi que la monoubiquitylation (Figure 1). Cette dernière se définit par 

l’addition d’une molécule d’ubiquitine simple sur un seul résidu lysine d’une protéine.  

Lorsque plusieurs résidus lysines portent une molécule d’ubiquitine on parle alors 

de multiubiquitylation. La polyubiquitylation, quant à elle, consiste en l’ajout d’une 

                    

Figure 1. Représentation de la réaction d’ubiquitylation. Cette dernière est initiée suite 
à l’activation et au transport de l’ubiquitine respectivement par les enzymes E1 et E2. 
L’enzyme E3 permet ensuite le transfert de l’ubiquitine sur un substrat spécifique soit 
en formant un complexe permettant de rapprocher E2 du substrat ou encore en 
catalysant directement le transfert de l’ubiquitine sur celui-ci. Cette modification peut 
mener à l’endocytose et au trafic intracellulaire ainsi qu’à la dégradation protéique  
(D’après Ohta et Fukuda, 2004). 
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chaîne d’ubiquitine sur un substrat. La chaîne est alors produite en liant l’ubiquitine à une 

lysine située dans la molécule d’ubiquitine précédente (Hicke, 2001; Pickart, 2001).  

Ces différentes formes d’ubiquitylation permettent de réguler une grande variété 

de processus biologiques. L’ubiquitylation influence ainsi la progression du cycle 

cellulaire, le transport des protéines et l’inflammation. De plus, elle joue un rôle dans le 

contrôle de la qualité au réticulum endoplasmique et participe à la réponse aux 

dommages à l’ADN et au stress cellulaire (Weissman, 2001).  

La monoubiquitylation est plus particulièrement associée à l’endocytose, la 

régulation des histones ainsi qu’au bourgeonnement des rétrovirus. La polyubiquitylation, 

de façon classique, destine le substrat à une dégradation protéasomale (Hicke, 2001). 

Cependant, on distingue divers types de polyubiquitylation selon la position du résidu 

lysine à l’intérieur de l’ubiquitine acceptant une autre molécule d’ubiquitine. Une liaison 

via la lysine 48 (K48) ou K29 est associée à la dégradation protéasomale. On peut aussi 

observer des liaisons K63 entre les molécules d’ubiquitine n’impliquant pas la protéolyse. 

Ce type de liaison est plutôt associé au trafic des protéines de même qu’à l’activation de 

certaines kinases (Pickart et Fushman, 2004). Les chaînes d’ubiquitine liées par K63 sont 

aussi associées à la modification de sous-unités ribosomales résultant en une 

augmentation de la traduction et une régulation de l’expression génique (Figure 1) 

(Weissman, 2001).  

1.1.2. Les enzymes d’ubiquitylation 

La réaction d’ubiquitylation nécessite la participation de 3 enzymes : E1, E2 et 

E3. La spécificité de la réaction d’ubiquitylation est assurée par l’interaction entre la E3 

et son substrat. L’enzyme E1 est une enzyme d’activation responsable de l’adénylation 

transitoire de l’ubiquitine, ce qui permet sa liaison à un résidu cystéine de l’enzyme E1 
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dans une réaction dépendante de l’ATP (adénosine triphosphate). Ce lien thiol ester entre 

l’ubiquitine et E1 forme un complexe permettant une reconnaissance par diverses 

enzymes E2, les transporteurs de l’ubiquitine. Le transfert de l’ubiquitine activée va se 

faire sur un résidu cystéine de E2. Cette enzyme va permettre le transfert de l’ubiquitine 

via une ligase E3. Le transfert va s’effectuer sur le groupe amine ε d’un résidu lysine du 

substrat. La liaison peut aussi parfois s’effectuer via le groupement α-NH2 en N-terminal 

du substrat. D’autres études mentionnent aussi une ubiquitylation possible d’une cystéine 

de la chaîne latérale du complexe CMH de classe I (complexe majeur 

d’histocompatibilité) (Cadwell et Coscoy, 2005). La reconnaissance des substrats à 

ubiquityler par les ligases E3 dépend de la reconnaissance de signaux particuliers. Il 

existe deux types principaux de ligases présentant deux mécanismes distincts 

d’ubiquitylation : les enzymes de type RING (Really interesting new gene) et ceux de 

type HECT (Homologous to E6-associated protein) (Hershko et Ciechanover, 1998; 

Kerscher et al, 2006; Nandi et al, 2006; Scheffner et al, 1995). Ces deux mécanismes 

impliquent d’une part la reconnaissance de l’enzyme E2 par la ligase et d’autre part la 

liaison du substrat, permettant ainsi la conjugaison d’ubiquitine sur un site spécifique de 

celui-ci (Pickart et al, 2001). 

Les enzymes de type RING se caractérisent par la présence d’un motif riche en 

cystéine et en histidine. L’espacement entre ces résidus permet l’incorporation de deux 

atomes de zinc et c’est cette structure dite en « doigt de zinc » qui va permettre le 

transfert de l’ubiquitine sur le substrat. En fait, il s’agirait d’une catalyse par proximité 

puisque le motif RING ne se trouve jamais très près de la cystéine active de l’enzyme E2. 

Les ligases RING serviraient plutôt à amener à proximité la lysine acceptatrice du 
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substrat avec le complexe formé de l’enzyme E2 avec l’ubiquitine. De cette façon, les 

enzymes RING augmentent la probabilité de la liaison de l’ubiquitine sur les substrats 

(Pickart et Eddins, 2004).  

Les enzymes de type HECT vont elles aussi permettre l’ubiquitylation de 

substrats spécifiques, mais vont cette fois participer plus activement à la réaction en 

formant un complexe intermédiaire avec l’ubiquitine avant le transfert au substrat. Les 

ligases E3 vont présenter un domaine catalytique HECT en forme de L lequel sera 

reconnu à l’extrémité de sa base par l’enzyme E2. L’ubiquitine portée par E2 sera ensuite 

transférée sur l’enzyme E3 pour former un lien thiol ester avec l’enzyme E3. De cette 

façon, l’ubiquitine pourra être transférée spécifiquement sur les substrats reconnus par les 

ligases E3 (Figure 1) (Pickart, 2001; Pickart et Eddins, 2004).  

1.2. La ligase Itch :  

1.2.1. Architecture de la protéine 

Les travaux effectués par notre laboratoire portent sur cette dernière classe 

d’enzymes E3 et plus précisément sur la ligase Itch. Cette protéine est une enzyme 

d’ubiquitylation identifiée au départ dans les souris non-agouti létal 18H, comme le 

produit d’un gène dont la mutation était responsable de plusieurs symptômes 

immunologiques sévères et d’une irritation de la peau qui a donné son nom au phénotype 

car les souris se grattent beaucoup (Perry et al., 1998). Itch, aussi connue sous le nom 

AIP4 (Atrophin-1 interacting protein 4) appartient à la famille Nedd4/Rsp5p (neuronal 

precursor cell-expressed developmentally downregulated 4) dont les membres possèdent 

une organisation similaire. Ils sont composés d’un domaine C2, de 2 à 4 domaines 

tryptophanes (WW) ainsi que d’un domaine HECT (Figure 2) (Rotin et al, 2000).  
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Itch possède ainsi un domaine C2 lui permettant d’interagir avec des 

phospholipides. Ce domaine permet l’association d’Itch au niveau des membranes 

(Nalefski et Falke, 1996). Il est d’ailleurs établi qu’Itch est situé au niveau de la 

membrane des endosomes ainsi qu’au réseau transgolgien, ce qui permet son interaction 

avec les protéines trafiquant entre les divers compartiments cellulaires (Angers et al, 

2004).  

Un autre domaine présent à l’extrémité C-terminale de la ligase est le domaine 

HECT, responsable de l’activité catalytique. Comme nous l’avons mentionné, ce 

domaine permet de lier l’enzyme E2 et de catalyser le transfert de l’ubiquitine au 

substrat. Ce domaine est aussi responsable de la polyubiquitylation en permettant 

l’élongation de la chaîne d’ubiquitine (Rotin et al, 2000).  

Entre les deux, les motifs WW sont constitués d’environ 40 acides aminés et 

permettent aux ligases de la famille Nedd4/Rsp5p d’interagir avec plusieurs protéines. 

Itch possède ainsi 4 domaines WW lui permettant d’interagir avec ses substrats et de 

réguler une panoplie de fonctions cellulaires. Ces domaines servent aux membres des 

    

Figure 2. Schéma de la protéine Itch avec à son extrémité N-terminale un domaine C2 
suivi d’une région riche en proline (PRD), de 4 domaines tryptophanes (WW) et d’un 
domaine catalytique HECT. 
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Nedd4/Rsp5p à reconnaître des séquences particulières comme les motifs PPXY ou 

encore des résidus sérines et tyrosines phosphorylées (Rotin et al, 2000; Ingham et al, 

2004; Macias et al, 2002).  

Une particularité de la protéine Itch est son domaine riche en proline (PRD) formé 

de la séquence d’acides aminés PSRPPRPSRPPPPTPRRP. Itch est en effet le seul 

membre de la famille Nedd4/Rsp5p à posséder un tel domaine. Ce dernier permet 

l’interaction entre Itch et des protéines possédant un domaine SH3 (Src-homology 3) 

(Macias et al, 2002; Pawson, 1995). 

1.2.2. Quelques substrats d’Itch 

La ligase Itch est connue pour son interaction avec la protéine Notch impliquée 

dans les décisions concernant le destin cellulaire et pouvant réguler la réponse 

immunitaire (Qiu et al, 2000). Itch permet aussi de réguler l’intégrité para cellulaire en 

agissant sur l’occludine, une protéine transmembranaire impliquée dans les jonctions 

serrées entre cellules (Traweger et al, 2002). La ligase permet aussi de réguler certains 

facteurs de transcription comme c-Jun et JunB, des facteurs entre autres responsables de 

la différenciation des cellules Th2 (T helper 2) du système immunitaire (Fang et al, 

2002). L’interaction entre Itch et la protéine antiapoptotique c-FLIP (cellular FLICE-like 

inhibitory protein) menant à sa destruction permet de lier Itch à la mort cellulaire par 

apoptose (Chang et al, 2006). Des résultats obtenus par notre laboratoire montrent aussi 

un lien entre Itch et l’apoptose via son interaction avec la protéine proapoptotique t-Bid 

(truncated C-terminal Bid). Itch est donc responsable de l’ubiquitylation et de la 

dégradation de cette protéine, ce qui a pour effet de protéger la cellule des effets 

proapoptotiques de t-Bid (Azakir et al, 2010) (Voir Annexe 1). Itch permet donc la 

dégradation de plusieurs partenaires impliqués dans des mécanismes cellulaires variés. 
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1.2.3. Régulation de l’activité ligase d’Itch 

L’activité de la ligase Itch menant à l’ubiquitylation et la dégradation de ses 

substrats peut être contrôlée de plusieurs façons. Tout d’abord, Itch est en mesure de 

participer à sa propre autoubiquityation, ce qui a pour effet de l’envoyer aux protéasomes 

pour y être dégradée et ainsi empêcher son effet au niveau cellulaire. Itch est donc en 

mesure de s’inactiver elle-même, ce qui peut toutefois être compensé par la présence de 

la protéase de l’ubiquitine FAM. Cette protéine est en mesure d’enlever les molécules 

d’ubiquitine présentes sur Itch et sauver cette dernière de la dégradation. FAM est donc 

en mesure de contrôler le niveau d’expression et par le fait même l’activité d’Itch 

(Mouchantaf et al, 2006). La phosphorylation d’Itch serait un autre des mécanismes 

permettant d’influencer son activité. Ainsi, l’ajout de phosphates peut s’effectuer sur des 

résidus sérines, thréonines et tyrosines (Gallagher et al, 2006). Itch est phosphorylée au 

niveau d’une tyrosine par la kinase de la famille Src (sarcome kinase) Fyn. Cette 

modification entraîne une diminution de son activité ligase, ce qui est démontré par une 

augmentation de la dégradation de son substrat c-Jun dans des cellules déficientes pour 

l’enzyme Fyn (Yang et al, 2006). Cette augmentation de la dégradation étant compensée 

par la mutation de la tyrosine impliquée, cela démontre l’effet négatif de ce type de 

phosphorylation sur Itch (Yang et al, 2006). Un autre exemple de phosphorylation 

menant cette fois à une augmentation de l’activité d’Itch est effectuée par la kinase JNK 

(c-Jun N-terminal kinase). Cette phosphorylation survient dans le domaine PRD d’Itch et 

plus précisément sur deux sérines et une thréonine. Ce type de phosphorylation est 

associé à une augmentation de la dégradation de substrats d’Itch tel c-Jun et JunB, 

témoignant de l’augmentation de l’activité de la ligase (Figure 3) (Gao et al, 2004; 

Gallagher et al, 2006). 
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De plus, des travaux effectués par notre laboratoire ont permis de montrer que 

l’activation de JNK suite à une stimulation des récepteurs à l’EGF (epidermal growth 

factor) entraînait aussi une augmentation de l’ubiquitylation et de la dégradation de 

protéines impliquées dans l’endocytose (Angers et al, 2004; Azakir et Angers, 2009). Il 

s’agit des protéines Cbl (casitas B-lineage lymphoma) et endophiline qui jouent un rôle 

clé dans l’internalisation des RTKs (récepteurs tyrosine kinase) et donc des récepteurs à 

 

Figure 3. Modèle d’internalisation du récepteur à l’EGF montrant le recrutement du 
complexe protéique Cbl-CIN85-Endophiline et l’ubiquitylation du récepteur suite à 
son activation. Ces derniers seront sont alors internalisés vers les endosomes, où réside 
Itch, puis recyclés vers la membrane ou alors détruits par les lysosomes. La 
signalisation induite par l’EGF permet l’activation de la kinase JNK responsable de la 
phosphorylation et l’activation d’Itch menant à la dégradation de l’endophiline et de 
Cbl. 
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l’EGF. La stimulation de ces derniers créerait ainsi une sorte de rétroaction négative en 

stimulant la dégradation de substrats impliqués dans leur internalisation qui serait causée 

par la stimulation d’Itch induite par JNK (Figure 3) (Azakir et Angers, 2009; Angers et 

al, 2004). 

1.3. L’endocytose :  

1.3.1. Principes généraux 

L’endocytose est un mécanisme complexe d’internalisation des protéines 

membranaires permettant de réguler l’abondance de ces protéines à la surface des 

cellules. L’endocytose est aussi responsable d’actions diverses allant de l’entrée de 

nutriments à l’entrée de pathogènes dans la cellule. De plus, l’endocytose permet de 

réguler la signalisation à partir de protéines de surface en les internalisant au niveau des 

endosomes afin de déterminer si celles-ci doivent être dégradées ou encore recyclées vers 

la membrane plasmique.  

Il existe différents mécanismes d’endocytose reposant sur des composantes 

protéiques différentes. Ainsi, on distingue la voie dépendante de la cavéole, la voie 

indépendante de la clathrine et finalement celle dépendant de la clathrine (Doherty et 

McMahon, 2009). Cette dernière est particulièrement présente dans le système nerveux 

où elle permet le recyclage des vésicules synaptiques (Mousavi et al, 2004). De plus, ce 

type d’endocytose nous intéresse particulièrement puisqu’il permet l’internalisation d’une 

foule de récepteurs comme les récepteurs tyrosine-kinases (RTK) ou encore les RCPG 

(récepteurs couplés aux protéines G). Étant donnée cette panoplie de cargos à internaliser, 

différentes interactions protéiques seront impliquées dans leur recrutement au sein des 

vésicules de clathrine. Les RCPG seront ainsi recrutés via leurs interactions avec les 
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arrestines tandis que les RTKs utiliseront plutôt la protéine AP2 (protéine adaptatrice 2) 

(McPherson et al, 2001). L’internalisation des RTKs nous intéresse particulièrement 

puisque, comme nous l’avons mentionné, il existe un lien entre leur signalisation et 

l’activité d’Itch. Ainsi, les récepteurs à l’EGF constituent un modèle d’internalisation des 

RTKs et leur activation est responsable de l’augmentation de son activité ligase via l’effet 

de la kinase JNK (Azakir et Angers, 2009). Nous verrons donc maintenant les 

caractéristiques de ces récepteurs ainsi que les différentes étapes nécessaires à leur 

internalisation. 

1.3.2. Les récepteurs à l’EGF 

Il existe plusieurs membres appartenant à la famille des RTKs de type ErbB 

pouvant s’homo- ou hétérodimériser et activer plusieurs voies de signalisation 

importantes. Ainsi, on distingue ErbB3 et ErbB4 qui sont des récepteurs de neurégulines 

ayant pour fonction de transmettre les signaux entre le mésenchyme et l’épithélium afin 

de permettre la croissance cellulaire (Yarden et Sliwkowski, 2001). Il est intéressant de 

noter qu’Itch est responsable de l’ubiquitylation et de la dégradation de ErbB4 (Omerovic 

et al, 2007). La protéine ErbB2 est quant à elle une oncoprotéine dont la mutation peut 

causer le cancer.  Finalement, le récepteur à l’EGF (aussi appelé ErbB1) qui constitue 

notre modèle est lui aussi impliqué dans de nombreux mécanismes cancéreux ce qui en 

fait une cible thérapeutique particulièrement intéressante (Hynes et Lane, 2005). Ceci 

s’explique entre autres par la diversité des voies de signalisation activées suivant la 

liaison du ligand aux récepteurs. Parmi celles-ci on retrouve la voie JAK/STAT (Janus 

protein tyrosine kinase/Signal transducers and activators of transcription) ainsi que la 

voie Ras/MAPK/JNK (mitogen-activated protein kinase) responsables de la prolifération, 
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la différenciation ainsi que la survie cellulaire en agissant sur plusieurs facteurs de 

transcription (Figure 4) (Quesnelle et al, 2007). 

 

Le modèle d’endocytose que nous étudions est basé sur l’internalisation du 

récepteur à l’EGF à cause de son importance dans le cancer de même que pour l’étendue 

des recherches qui lui sont consacrées. La compréhension de ses mécanismes 

d’internalisation pourrait ainsi permettre de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques 

permettant d’atténuer sa signalisation en le séquestrant à l’intérieur de la cellule ou 

encore en augmentant sa dégradation. 

1.3.3. Le rôle de Cbl dans l’internalisation 

La liaison du ligand au récepteur à l’EGF provoque sa dimérisation suivie de la 

transphosphorylation du récepteur permettant ainsi son activation et sa signalisation 

(Zhang et al, 2006). Dans cette conformation, le récepteur est en mesure de recruter Cbl 

                 

Figure 4. L’activation des récepteurs par leur ligand permet leur homo- ou 
hétérodimérisation et leur signalisation via l’activation de différentes protéines. On 
distingue ici son effet sur la voie de l’AKT et celle de JAK/STAT menant à la survie 
cellulaire. L’activation des kinases de type MAPK mène quant à elle à la prolifération 
des cellules (D’après Ladanyi et Pao, 2008). 
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via son domaine TKB (tyrosine kinase binding). La protéine Cbl est une ligase de 

l’ubiquitine de type RING. Il existe 3 homologues de la protéine Cbl appelés c-Cbl, Cbl-b 

et Cbl-3. Ces protéines possèdent toutes un domaine de liaison TKB, un domaine linker 

ainsi qu’un domaine RING (Thien et Langdon, 2005). Comme nous l’avons mentionné, 

le domaine TKB permet la liaison de Cbl avec des RTKs alors que le domaine RING 

catalyse la réaction d’ubiquitylation. Il est aussi intéressant de noter que malgré son nom, 

le domaine TKB est aussi responsable de l’interaction de Cbl avec des protéines n’étant 

pas des tyrosines kinases (Swaminathan et Tsygankov, 2006). La forme principale de Cbl 

impliquée dans la régulation des récepteurs RTKs à l’EGF est c-Cbl. La localisation de 

cette protéine est principalement cytoplasmique quoiqu’on la retrouve aussi associée à la 

membrane et au cytosquelette. De plus, Cbl possède un domaine riche en proline 

permettant son interaction avec des protéines possédant un domaine SH3, comme CIN85 

(Cbl-interacting protein of 85 kDa). Cbl va ainsi pouvoir participer à l’endocytose de 

l’EGFR (epidermal growth factor receptor) de plusieurs façons. Tout d’abord, son 

domaine TKB va pouvoir lier les récepteurs activés et phosphorylés. Cbl va aussi pouvoir 

ubiquityler le récepteur et permettre son internalisation. Finalement, Cbl est en mesure de 

recruter et de modifier plusieurs protéines impliquées dans l’endocytose de l’EGFR. 

Ainsi, Cbl va recruter et ubiquityler CIN85 et l’ubiquitylation est augmentée suivant une 

stimulation à l’EGF. Ceci suggère un rôle de Cbl dans l’établissement du complexe 

d’internalisation favorisant l’endocytose. Ainsi, le complexe Cbl-CIN85 va recruter 

d’autres protéines favorisant l’endocytose comme l’endophiline. Le complexe formé de 

Cbl-CIN85 et endophiline est d’ailleurs nécessaire à l’internalisation des récepteurs 

(Swaminathan et Tsygankov, 2006; Soubeyran et al, 2002). L’activité de la ligase Cbl 
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peut aussi être régulée par phosphorylation, ce qui pourra alors modifier ses interactions 

et son activité ligase. La stabilité de Cbl et de l’endophiline est aussi régulée par l’activité 

d’une autre ligase, soit notre protéine d’intérêt Itch. Des travaux ont en effet démontré 

qu’Itch affecte l’expression de Cbl  et de l’endophiline et que sa surexpression est 

responsable de la diminution de leur expression, réduisant ainsi leur participation au 

phénomène de l’endocytose (Magnifico et al, 2002; Azakir et Angers, 2009). De plus, 

comme une stimulation de l’EGFR entraîne son internalisation au niveau des endosomes 

avec le complexe protéique Cbl-CIN85-endophiline, la ligase Itch résidante dans ce 

compartiment sera en mesure d’ubiquityler Cbl et endophiline et ainsi mener à leur 

dégradation (Magnifico et al, 2002; Angers et al, 2004; Soubeyran et al, 2002; Azakir et 

Angers, 2009). L’activité ligase d’Itch étant augmentée par un traitement à l’EGF, cela 

suggère qu’Itch influence la disponibilité de ces protéines pour l’endocytose (Figure 3) 

(Azakir et Angers, 2009). 

1.3.4. L’endophiline et ses rôles multiples 

L’endophiline est une protéine importante de la voie de l’endocytose par vésicule 

de clathrine. Comme nous venons de le mentionner, son expression est régulée par la 

ligase Itch et elle fait partie du complexe nécessaire à l’endocytose des récepteurs à 

l’EGF. De plus, elle permet de faire le lien avec d’autres protéines également nécessaires 

à ce processus. 

Il existe 3 isoformes d’endophiline ayant chacune une distribution tissulaire 

différente. L’endophiline A1 est exprimée dans le cerveau tandis que l’endophiline A3 

est exprimée dans le cerveau ainsi que les testicules. L’endophiline A2 est quant à elle 

exprimée de façon ubiquitaire dans les différents tissus (Ringstad et al, 1997). La forme 

la mieux caractérisée est l’endophiline A1, mais il est probable que les autres isoformes 
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fonctionnent de la même façon étant donné la très grande homologie entre leurs 

séquences. L’endophiline fut identifiée au départ via son domaine SH3 lui permettant 

d’interagir avec la synaptojanine, une protéine impliquée dans le désassemblage de la 

cage de clathrine (De Heuvel et al, 1997; Verstreken et al, 2003). L’endophiline lie aussi 

la dynamine via son domaine C-terminal SH3. Cette protéine GTPase est impliquée dans 

l’étranglement de la vésicule formée et de sa dissociation de la membrane plasmique soit 

dans les stades tardifs de l’endocytose (Reutens et Begley, 2002; Mousavi et al, 2004; 

McPherson et al, 2001). L’endophiline est donc une protéine cytoplasmique impliquée 

dans l’endocytose via son interaction avec d’autres protéines, mais aussi en raison de son 

propre effet sur la membrane dans les stades primaires de l’endocytose. L’endophiline 

possède en effet un autre domaine appelé BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs-homology) situé 

en N-terminal. Ce domaine est responsable de la courbure de la membrane plasmique. La 

dimérisation de domaines BAR donne une structure en forme de croissant imposant ses 

charges positives sur la membrane chargée négativement. Cette interaction permet 

d’appliquer une force suffisante à la courbure de la membrane (Masuda et al, 2006; 

Gallop et al, 2006)  

1.3.5. L’assemblage du manteau de clathrine et les protéines accessoires 

La formation de vésicules de clathrine débute par la liaison du ligand aux 

récepteurs permettant le recrutement et l’activation de kinases PI3K (phosphoinositides 

3-kinases) responsables de la formation de PIP2 (phosphatidylinositol biphosphate) au 

niveau de la membrane. Ceci aura pour effet de recruter la protéine AP2 aux vésicules en 

formation (Czech, 2000; Maldonado-Baez et Wendland, 2006). La protéine AP2 servant 

à concentrer les protéines cargo à l’intérieur des puits de clathrine va ensuite lier la 

clathrine et stimuler son assemblage sous forme de triskèles. Cette structure est formée de 
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chaînes légères de clathrine ainsi que de chaînes lourdes. La cage de clathrine en 

formation va ainsi contribuer à effectuer une pression sur la membrane et induire sa 

courbure (Figure 5) (Benmerah et Lamaze, 2002). 

                    

Figure 5. Les interactions protéiques à la base de l’endocytose. A) Structure de la 
clathrine formant des triskèles en associant des chaînes légères avec des chaînes lourdes. 
Ces dernières interagissent avec plusieurs protéines nécessaires à l’internalisation. B) La 
protéine AP-2 se présente sous la forme d’un complexe entre l’α et la β2-adaptine avec 
au centre les sous-unités µ2 et σ2. Cette conformation permet l’interaction avec la 
clathrine ainsi qu’avec les protéines régulant l’endocytose (D’après Benmerah et 
Lamaze, 2002). 
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Différentes interactions protéines-protéines vont par la suite permettre le 

recrutement par la clathrine et l’AP2 de protéines accessoires participant activement au 

phénomène de l’endocytose. Ainsi, ce complexe sera en mesure de recruter Eps15 

(epidermal growth factor receptor substrate 15), epsine (Eps15 interacting protein), 

amphiphysine, intersectine, AP180/CALM (adaptor protein 180/clathrin assembly 

myeloid leukemia protein) et HIP1 (huntingtin-interacting protein 1). Ces protéines 

pourront à leur tour recruter pacsin, synaptojanine et dynamine (McPherson et al, 2001; 

Kelly, 1999; Metzler et al, 2001). Toutes ces protéines participent à l’internalisation d’un 

 

Figure 6. L’endocytose dépendante de la clathrine nécessite la participation de 
plusieurs protéines afin de recruter les cargos à internaliser ainsi que les protéines 
permettant l’assemblage du manteau sur les vésicules en formation (D’après Sorkin, 
2000).  
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cargo spécifique. Ceci démontre la complexité et la diversité des principaux acteurs 

impliqués dont nous verrons maintenant un aperçu des fonctions principales (Figure 6).  

L’epsine  
Tout d’abord, l’epsine va être en mesure de lier la clathrine via 2 types de 

séquences en plus de pouvoir lier les oreilles α et β de la protéine AP2 (Drake et al, 2000; 

Drake et Traub, 2001; Owen et al, 1999; Owen et al, 2000). Elle est aussi capable de 

s’ancrer au PIP2 présent sur la membrane et d’y insérer une hélice amphipatique 

appartenant à son domaine ENTH (epsin N-terminal homology). Cette forme d’ancrage 

permet à l’epsine de jouer un rôle dans la déformation et la courbure de la membrane 

plasmique (Ford et al, 2002; Hurley et Wendland, 2002; Stahelin et al, 2003). De plus, 

l’epsine interagit avec l’intersectine qui pourra alors recruter d’autres protéines 

accessoires au site d’endocytose (Chen et al, 1998). Un autre rôle de l’epsine serait de 

faire le lien entre le cytosquelette et la vésicule en formation via son interaction avec la 

tubuline et les microtubules (Hussain et al, 2003). Finalement, l’epsine interagit via sa 

partie C-terminale avec Eps15 (Chen et al, 1998).  

Eps15  
Eps15 est une  protéine pouvant s’arrimer au niveau des vésicules de clathrine en 

formation en liant les oreilles α et β de la protéine AP2 (Owen et al, 1999; Owen et al, 

2000). Cette protéine va permettre l’endocytose en recrutant plusieurs partenaires 

impliqués dans ce phénomène. Ainsi, Eps15 va être constitutivement lié à l’intersectine 

qui pourra à son tour faire le lien avec d’autres protéines de l’endocytose (Sengar et al, 

1999). De plus, Eps15 possède un domaine EH (Eps15 homology) capable de lier les 

motifs NPF (asparagine-proline-phénylalanine). Ces motifs sont notamment présents sur 
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la synaptojanine 170 ainsi que sur la protéine AP180, ce qui permet leur interaction avec 

l’Eps15 (Haffner et al, 1997; Morgan et al, 2003). 

Ap180 
La protéine AP180 est présente au niveau neuronal et constitue l’homologue de la 

protéine CALM dont l’expression est ubiquitaire. Cette protéine, en plus de lier Eps15, 

est aussi recrutée au niveau des vésicules en formation via son interaction avec la 

clathrine et l’AP2. Ainsi, AP180 est en mesure de s’associer avec la partie N-terminale de 

la clathrine et avec les oreilles α et β de la protéine AP2 (Slepnev et al, 2000; Owen et al, 

2000; Scheele et al, 2003; Tebar et al, 1999). AP180 possède aussi un domaine ANTH 

(AP180 N-terminal homology) similaire au domaine ENTH de l’epsine qui lui permet de 

s’associer au PIP2 présent au niveau de la membrane en plus de faire le lien entre cette 

protéine et le cytosquelette de par sa liaison à la tubuline (Stahelin et al, 2003; Hussain et 

al, 2003). Cependant, le rôle de ce domaine ne serait pas d’induire la courbure de la 

membrane, mais plutôt de réguler la taille des vésicules formées lors de l’endocytose (Ye 

et Lafer, 1995; Zhang et al, 1998). AP180 serait aussi en mesure d’affecter la 

signalisation cellulaire par sa liaison à la PLC-γ (phospholipase-Cγ) (Han et al, 2002). 

HIP1  
Le complexe formé de la clathrine et de l’AP2 est aussi responsable du 

recrutement de la protéine HIP1. Cette dernière est en effet capable de lier la protéine 

AP2 et d’interagir avec les chaînes lourdes de la clathrine (Metzler et al, 2001). HIP1 

interagit aussi avec la région régulatrice des chaînes légères, ce qui lui permet de jouer un 

rôle dans l’assemblage de la clathrine (Legendre-Guillemin et al, 2005). De plus, HIP1 

possède un homologue appelé HIP1R et ces deux protéines s’associent in vitro avec la F-

actine et sont associées avec les vésicules de clathrine. Ceci suggère donc un rôle de ces 
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protéines dans l’ancrage des vésicules au cytosquelette d’actine (Waelter et al, 2001; 

Engqvist-Goldstein et al, 1999; Engqvist-Goldstein et al, 2001). 

L’amphiphysine 
Une autre protéine jouant un rôle majeur dans l’endocytose est l’amphiphysine. Il 

existe 2 isoformes de cette protéine soit l’amphiphysine I ainsi que l’amphiphysin II dont 

il existe 5 variations formées par épissage alternatif (Ramjaun et McPherson, 1998). 

Toutes ces protéines montrent des interactions et des fonctions similaires. Elles sont 

particulièrement présentes au niveau des terminaisons nerveuses et possèdent un domaine 

SH3 en C-terminal en plus d’un site de liaison aux SH3 et de sites de phosphorylation. 

L’amphiphysine interagit ainsi avec l’endophiline, une protéine endocytique décrite 

précédemment et cette interaction repose sur un site de 43 acides aminés identifié comme 

étant le site de liaison de domaines SH3 (Micheva et al, 1997). Le domaine SH3 

d’amphiphysine lui permet aussi d’interagir avec d’autres protéines impliquées dans 

l’endocytose. Ainsi, l’amphiphysine interagit avec la dynamine et la synaptojanine 

(Ramjaun et al, 1997). Cette dernière sera alors responsable du désassemblage du 

manteau de clathrine ainsi que d’une activité phosphatase agissant sur les lipides. On 

constate d’ailleurs chez des souris mutantes déficientes en synaptojanine une 

accumulation de PIP2 au niveau des neurones. Cette concentration de PIP2 permet de 

maintenir un niveau élevé d’affinité entre les protéines adaptatrices formant le manteau 

de clathrine et la surface de la vésicule, lorsque celle-ci doit diminuer drastiquement afin 

de permettre son désassemblage rapide (Cremona et al, 1999). De plus, l’ablation 

génétique de la synaptojanine mène à une accumulation de vésicules de clathrine libres 

de même qu’à un ralentissemement de leur disponibilité suite à leur recyclage, suggérant 

encore l’implication de la synaptojanine dans ce phénomène (Mani et al, 2007). La 
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liaison de l’amphiphysine avec la dynamine permettrait aussi d’augmenter l’activité 

GTPase de cette dernière, responsable de la fission des vésicules à internaliser (Yoshida 

et Takei, 2005). De plus, l’amphiphysine ne fait pas que s’accrocher à la clathrine et à 

l’oreille α de l’AP2 pour y recruter d’autres protéines, mais effectue aussi un rôle direct 

sur l’endocytose. En effet, l’amphiphysine possède un domaine BAR similaire à celui de 

l’endophiline. L’amphiphysine permet donc l’insertion d’une hélice amphipatique située 

en N-terminal de son domaine BAR (N-BAR) dans la membrane, ce qui permet d’induire 

sa courbure (Peter et al, 2004).   

L’intersectine 
L’endocytose est aussi facilitée par la présence d’une protéine importante : 

l’intersectine. Son expression tissulaire est ubiquitaire et elle possède 2 domaines EH en 

N-terminal, une portion centrale formée d’hélices α et 5 domaines SH3 situés en C-

terminal (nommés A à E) (Guipponi et al, 1998; Yamabhai et al, 1998). De plus, il existe 

une autre forme d’intersectine un peu plus longue (intersectin-l) provenant d’un épissage 

alternatif. Cette dernière est exprimée spécifiquement dans le cerveau et possède les 

mêmes domaines que l’intersectine (aussi appelée intersectine-s) avec une portion C-

terminale supplémentaire. Cette portion contient un domaine C2 ainsi qu’un domaine DH 

(Dbl homology) et PH (pleckstrin homology); ces derniers étant responsables de 

l’activation de petites GTPases (Guipponi et al, 1998). La structure particulière de 

l’intersectine en fait une protéine d’échafaudage majeure permettant le recrutement d’une 

foule de protéines au sein de la vésicule de clathrine en formation. Elle interagit ainsi 

avec l’epsine via ses domaines EH et avec la dynamine et la synaptojanine via ses 

domaines SH3 (Chen et al, 1998; Cremona et al, 1999; Sever et al, 1999). Finalement, 

l’intersectine s’hétérodimérise de façon constitutive avec l’Eps15 pouvant à son tour 
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permettre d’autres interactions (Sengar et al, 1999). En plus de recruter diverses 

protéines, l’intersectine permettrait aussi de faire le lien entre l’endocytose et la 

signalisation. Des travaux ont en effet montré un lien entre l’expression d’intersectine et 

l’activation de facteurs de transcription dans un mécanisme dépendant de la voie de 

signalisation des MAPK (Adams et al, 2000). D’autres études ont aussi permis de 

démontrer l’interaction dans le cerveau de rats entre l’intersectine et mSOS (mammalian 

son-of-sevenless), une protéine permettant l’activation de Ras/Rac et leurs effets sur le 

cytosquelette et la polymérisation de l’actine (Tong et al, 2000; Hall, 1998). 

L’intersectine collaborerait aussi avec Ras dans un mécanisme indépendant de cette 

dernière afin d’activer la transcription via l’activation de kinases JNK (Mohney et al, 

2003). Récemment, une étude de Martin et ses collaborateurs a aussi permis d’en 

apprendre beaucoup plus sur les mécanismes permettant de relier l’intersectine et la 

signalisation des récepteurs à l’EGF. Ainsi, l’intersectine est nécessaire à l’internalisation 

des récepteurs activés de même qu’à l’activation de la voie de signalisation MAPK et 

l’activation de la transcription. Elle est aussi associée avec Cbl, ce qui lui permet de 

réguler l’ubiquitylation et la dégradation des récepteurs et ainsi jouer un rôle majeur dans 

la signalisation (Martin et al, 2006). Un rôle supplémentaire de l’intersectine serait de 

faire le lien entre l’endocytose, l’exocytose et le cytosquelette. En effet, l’intersectine-l 

permettrait la nucléation de filaments d’actine Arp2/3-dépendante (actin related protein 

2/3) via l’activation de Cdc42 (cell division control protein 42). Cette dernière pourra 

alors, avec la collaboration de PIP2, activer N-WASP (neural Wiskott-Aldrich syndrome 

protein) et permettre la nucléation de l’actine. N-WASP est aussi en mesure de lier 

directement l’intersectine-l et d’augmenter son activité GEF (guanine exchange factor), 
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ce qui va permettre d’augmenter le niveau de GTP-Cdc42 (guanosine triphosphate-

Cdc42) et l’activation de N-WASP (Rohatgi et al, 2000; Hussain et al, 2001; Higgs et 

Pollard, 2001). L’activation de N-WASP par Cdc42 est responsable de la stimulation de 

l’exocytose dans des cellules neuronales permettant de faire le lien entre ce phénomène et 

l’intersectine (Gasman et al, 2004). De plus, l’intersectine lie la protéine SNAP-25 

(synaptosomal-associated protein 25) qui est une composante majeure de l’exocytose en 

permettant l’arrimage de la vésicule à la membrane (Okamoto et al, 1999). Récemment, 

une étude a aussi permis d’établir un lien plus direct entre l’intersectine-l, Cdc42 et la 

sécrétion de granules en réponse à un stimulus (Malacombe et al, 2006). Finalement, il 

existe une autre forme très similaire d’intersectine qui fut très peu étudiée jusqu’à 

maintenant. Cette intersectine-2 présente les mêmes domaines que l’intersectin-1 et se 

trouve aussi sous 2 formes principales soit la forme longue et la forme courte. Elle serait 

impliquée dans l’endocytose, possiblement en jouant un rôle similaire à son homologue 

puisqu’elle colocalise avec plusieurs protéines endocytiques. On constate aussi que leur 

surexpression tout comme celle de l’intersectine-1 est responsable de l’inhibition de 

l’internalisation des récepteurs à la transferrine dans des vésicules de clathrine 

(Pucharcos et al, 2000). De plus,  une l’intersectine-2l permettrait de relier WASP et 

Cdc42 avec le phénomène d’internalisation des récepteurs des cellules T activés grâce à 

son activité GEF (McGavin et al, 2001; Seifert et al, 2007). 

Pacsine 
Une autre protéine très importante pour l’endocytose, mais qui n’est pas 

directement recrutée aux vésicules en formation via la clathrine et l’AP2 est pacsine. 

Cette protéine présente 3 isoformes appelées pacsine 1, 2 et 3 qui s’expriment 

respectivement dans le cerveau, de façon ubiquitaire ou encore concentrée dans les 
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poumons et les tissus musculaires dans le cas de pacsin 3. La surexpression de ces 

isoformes inhibe l’internalisation clathrine-dépendante de la transferrine, ce qui peut être 

récupéré par une mutation de leur domaine SH3. Ceci suggère qu’ils possèdent tous une 

fonction similaire qui est de recruter différentes protéines endocytiques via leur domaine 

SH3. Ces protéines sont hautement conservées et leur organisation est similaire. Pacsine 

1 et 2 sont ainsi formées d’une séquence d’hélices α suivie de 2 ou 3 motifs NPF 

respectivement et d’un domaine C-terminal SH3. Seule pacsine 3 diffère de la description 

générale en ce sens qu’elle contient un domaine PRD à la place des motifs NPF. Pacsin 3 

est donc capable de lier des domaines SH3 impossibles à lier pour les autres isoformes 

qui pourront plutôt lier des motifs EH (Modregger et al, 2000). Des travaux permettent de 

mettre en évidence le rôle de pacsine 1 dans la régulation de l’endocytose et du 

cytosquelette d’actine. Ce rôle provient de l’interaction entre pacsine 1 et la protéine 

mSOS, une GEF qui comme nous l’avons mentionné dans le cas de l’intersectine est 

associée à la polymérisation de l’actine (Wasiak et al, 2001; Hall, 1998). De plus pacsine 

1 serait aussi en mesure d’interagir avec la protéine huntingtin via son domaine SH3. 

Cette interaction n’est toutefois pas observée dans le cas des autres pacsines malgré la 

présence de leur domaine SH3 (Modregger et al, 2002). Par ailleurs, la majorité des 

informations que nous avons sur les pacsines 1 et 2 nous proviennent de leurs 

homologues chez le rat, soit les syndapines 1 et 2. Ces homologues interagissent avec la 

dynamine, ce qui implique que leur présence est nécessaire pour effectuer l’étape de la 

fission des vésicules de clathrine formées. De plus, les syndapines interagissent avec N-

WASP qui, comme nous l’avons mentionné, leur confère une fonction dans 
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l’établissement du cytosquelette d’actine (Kessels et Qualmann, 2002; Kessels et 

Qualmann, 2004).   

1.4. Protéines à domaines SH3 

1.4.1. Rôle des SH3 dans l’endocytose 

On constate suite aux diverses descriptions des protéines endocytiques faites 

précédemment que l’endocytose est un phénomène dont les différentes étapes nécessitent 

l’établissement d’un réseau complexe de protéines agissant de concert pour permettre 

l’internalisation. Ce réseau de protéines repose essentiellement sur leur capacité à 

interagir entre elles. De plus, on constate que plusieurs des acteurs impliqués possèdent 

des domaines SH3 leur permettant diverses interactions. Ces liaisons joueraient un rôle 

majeur dans l’endocytose comme le démontrent plusieurs études (Figure 7) (Shupliakov 

et al, 1997; Gad et al, 2000).  

En effet, la surexpression des domaines isolés d’endophiline A1, d’intersectine et  

d’amphiphysine II permet de faire compétition avec les protéines endogènes en les 

empêchant d’interagir avec leurs partenaires via ces domaines, causant une inhibition de 

l’internalisation de la Tfn (transferrine) in vivo. Ceci suggère la participation de ces 

domaines dans l’endocytose des récepteurs. De plus, des essais d’internalisation sur des 

cellules 3T3-L1 perméabilisées montrent une inhibition équivalente de l’internalisation 

de la Tfn par les domaines SH3 de l’endophiline A1 et de syndapine1, l’homologue de 

pacsine chez le rat. Ces dernières recrutent à la fois la dynamine et la synaptojanine, deux 

protéines impliquées dans les étapes tardives de l’endocytose, ce qui suggère un rôle de 

l’endophiline et de la synpapine dans ce phénomène. L’intersectine, qui possède 5 

domaines SH3 (A-E) montre une inhibition plus puissante de l’internalisation de Tfn dans 
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Figure 7. Structure de plusieurs protéines importantes dans l’endocytose par vésicule de 
clathrine. On constate que les motifs NPF, les domaines PRD ainsi que les domaines SH3 
sont des domaines d’interactions très présents au sein des protéines formant le complexe 
protéique nécessaire à l’internalisation. Ces différents domaines permettent aux protéines 
de s’associer entre ellles pour effectuer leurs fonctions (D’après Benmerah et Lamaze, 
2002). 
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ces essais avec le premier de ses domaines SH3. Ce domaine possède aussi un effet plus 

marqué sur l’internalisation par rapport à ceux de l’amphiphysine II, endophiline A1 et 

syndapine1. D’autres essais ont aussi montré l’inhibition de l’endocytose à des stades 

distincts dans des cellules A431 perméabilisées. L’addition de GST-syndapine1 SH3 

(glutathione S-transférase) à ces cellules provoque une inhibition très faible de 

l’endocytose  tandis que GST-intersectine SH3A inhibe fortement le phénomène. Ces 

cellules peuvent facilement rétablir les événements précoces de l’endocytose, ce qui 

signifie que l’inhibition par l’intersectine SH3A affecte les événements précoces de 

l’endocytose. Le domaine SH3 de syndapine1, d’amphiphysine II, d’endophiline A1 et 

finalement les autres domaines SH3 de l’intersectine interviennent pour leur part dans les 

stades tardifs de l’endocytose (Simpson et al, 1999). Ceci est cohérent avec le 

recrutement de protéines impliquées dans les étapes finales de l’internalisation par le 

domaine SH3 de ces protéines. Endophiline, amphiphysine et pacsine vont ainsi recruter 

la dynamine afin de permettre la fission des vésicules tandis que l’endophiline et 

l’amphiphysine vont aussi recruter la synaptojanine impliquée dans le désassemblage du 

manteau de clathrine. L’endophiline et l’amphiphysine contiennent aussi un domaine 

BAR favorisant la courbure de la membrane plasmique, donc l’initiation de 

l’internalisation. La surexpression du domaine isolé ne permet cependant pas de faire 

compétition avec cette fonction puisque les stades précoces peuvent quand même 

survenir. Il semble donc que le domaine SH3 de ces protéines ne soit pas requis afin de 

permettre l’invagination de la membrane plasmique au début de l’endocytose (Simpson et 

al, 1999).  
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1.4.2. Caractéristiques des domaines SH3 

Les domaines protéiques de type SH3 constituent les motifs de reconnaissance 

privilégiés des séquences riches en prolines, et ce, tant chez les procaryotes que chez les 

eucaryotes (Whisstock et Lesk, 1999; Petsko et al, 2008). Ils sont constitués d’une 

séquence  d’environ 60 acides aminés formant deux feuillets β antiparallèles disposés à 

angle droit comprenant aussi deux boucles variables appelées RT et n-Src. De façon 

classique, le ligand riche en proline contient une séquence PxxP (prolines avec au centre 

n’importe lequel acide aminé) qui sera reconnue par les 2 poches adjacentes formées au 

sein du domaine SH3 et liant chacune une séquence xP. Les résidus adjacents au PxxP 

permettront d’effectuer des liaisons supplémentaires avec les boucles RT et n-Src. La 

liaison entre le domaine SH3 et la séquence riche en prolines fera en sorte que cette 

dernière adopte une conformation en hélice PPII (polyproline type II) interagissant avec 

le domaine SH3 de façon très sélective sans pour autant être de très grande affinité. Cette 

particularité est essentielle aux interactions impliquées dans la signalisation où des 

changements rapides sont nécessaires (Zarrinpar et al, 2003; Li, 2005). On classe les 

domaines SH3 en 5 familles distinctes selon les séquences riches en prolines qu’elles 

seront en mesure de reconnaître, soit les SH3_1 à 5 (Finn et al, 2008). Les SH3_1 et 2 

sont les plus connues et permettent de reconnaître respectivement des séquences proches 

du consensus (R/K)xxPxxP contenues dans les ligands de classe I et PxxPx(R/K) pour les 

ligands de classe II (Li, 2005). Les protéines endocytiques contenant un domaine SH3 

décrites jusqu’à maintenant appartiennent toutes à ces deux grandes familles. Ainsi, le 

SH3 de pacsine et certains domaines SH3 de l’intersectine (le 1er, 2e et 5e) appartiennent à 

la première classe de ligands tandis que les autres domaines de l’intersectine (3e et 4e)  et 

le SH3 de l’endophiline et de l’amphiphysine appartiennent au second groupe (Finn et al, 
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2008). Cette classification générale ne tient toutefois pas compte d’exceptions dans la 

reconnaissance de séquences spécifiques. Ainsi, l’endophiline appartient à la classe II et 

l’on devrait s’attendre à ce qu’elle lie la synaptojanine sur une séquence identique au 

consensus alors qu’elle présente un site de liaison légèrement différent composé de 

PxRPPxPR (Cestra et al, 1999). De plus, l’exemple de la liaison de l’endophiline sur la 

dynamine présente aussi des irrégularités par rapport à la classification. L’endophiline lie 

une séquence de la dynamine contenant deux motifs classiques PxxP répétés en tandem 

sans toutefois correspondre au consensus. Finalement, la liaison de pacsine sur la 

dynamine présente ce même phénomène. Pacsine lie de la même façon un motif PxxP 

suivi d’une autre séquence non-PxxP (Anggono et al, 2007). On constate donc que le 

modèle classique de liaison des ligands sur des séquences consensus peut servir 

d’indications sur les sites possibles pouvant être liés par les domaines SH3. Toutefois, on 

ne peut prédire avec certitude la séquence site de liaison en fonction de la classification 

des SH3 tout comme on ne peut prédire la liaison d’une protéine contenant un tel 

domaine sur une séquence riche en proline contenant l’une ou l’autre des séquences 

consensus. 

1.5. Objectifs et hypothèses 

Comme nous avons pu le voir précédemment, la ligase Itch est une protéine 

régulée de façon étroite et dont les rôles sont très variés. Cette protéine est impliquée de 

plusieurs manières dans l’endocytose des récepteurs RTKs. Cette action se fait via 

l’ubiquitylation des protéines Cbl et endophiline nécessaire à l’endocytose. Itch serait 

donc en mesure de contrôler le niveau cellulaire de ces protéines en induisant leur 

dégradation protéasomale, ce qui permettrait de limiter leur participation dans le 
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phénomène d’internalisation (Azakir et Angers, 2009). De plus, le fait qu’Itch soit le seul 

membre de sa famille à posséder un domaine PRD lui confère la possibilité d’interagir 

avec des protéines à domaines SH3, comme ce fut déterminé dans le cas de l’endophiline. 

Cette séquence est composée des acides aminés PSRPPRPSRPPPPTPRRP et contient les 

séquences consensus (R/K)xxPxxP et PxxPx(R/K) permettant son interaction avec les 2 

principales classes de domaines SH3 (SH3_1 et 2). Cette capacité tout comme la 

localisation endosomale d’Itch suggèrent une fois de plus son implication dans 

l’endocytose (Angers et al, 2004; Li, 2005).  

Le but de la présente recherche est d’évaluer si Itch est capable d’interagir avec 

d’autres protéines endocytiques à domaines SH3. Nous nous sommes donc basés sur 

l’étude effectuée par Simpson afin de sélectionner des protéines SH3 intéressantes et 

jouant un rôle majeur dans l’internalisation par vésicules de clathrine (Simpson et al, 

1999). C’est ainsi que nous avons entrepris d’évaluer l’interaction entre Itch et les 

protéines suivantes : endophiline, pacsine, amphiphysine et intersectine. Pour ce faire, 

nous avons tout d’abord employé la technique du BRET (bioluminescence resonance 

energy transfer) afin de déterminer si des interactions pouvaient être décelées. 

La technique du BRET est une technique polyvalente permettant d’étudier 

l’interaction entre protéines tant chez les plantes, les bactéries et même les cellules de 

mammifères. Plusieurs études ont ainsi profité de cette technique pour observer la 

dimérisation de protéines ou encore l’interaction entre protéines membranaires ou 

cytosoliques. De plus, cette technique permet d’étudier de façon sensible et spécifique 

l’interaction entre protéines suite à l’addition d’un ligand. Le BRET permet aussi l’étude 

dans un modèle vivant puisque les substances nécessaires sont non-toxiques et que la 
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prise des mesures peut se faire sans lyser les cellules. Cette technique permet donc de 

suivre l’évolution de phénomènes biologiques in vivo et en temps réel (Pfleger et Eidne, 

2003).  

Nous avons donc entrepris de déterminer à l’aide du BRET l’interaction entre la 

ligase Itch et les protéines endophiline, pacsine, amphiphysine et intersectine. Étant 

donné les résultats obtenus dans le cas de l’endophiline ainsi que les résultats 

préliminaires réalisés par Dre Annie Angers, nous sommes en mesure de croire que la 

ligase pourra interagir avec ces différentes protéines (Angers et al, 2004). De plus, un 

autre objectif de nos travaux est de mettre en évidence les implications cellulaires d’une 

telle interaction avec la ligase. Une fois de plus, les résultats confirmant l’ubiquitylation 

d’endophiline par Itch et sa dégradation protéasomale laissent croire qu’il en sera de 

même pour l’intersectine, l’amphiphysine et pacsine (Azakir et Angers, 2009). 

Finalement, nous allons compléter les données obtenues par BRET à l’aide de techniques 

classiques telles que la chromatographie d’affinité ainsi que par immunobuvardage de 

type Western ou Far-Western (aussi nommé Overlay). 

Cette étude nous a permis de constater l’interaction entre Itch et les protéines à 

domaines SH3 suivantes : endophiline, amphiphysine, pacsine et intersectine. De plus, 

sauf pour intersectine, nous avons été en mesure de déterminer que l’interaction était 

directe et menait à l’ubiquitylation des substrats. Nous avons aussi constaté que les 

domaines WW d’Itch n’avaient aucune influence sur ces interactions qui reposent toutes 

sur la présence du domaine PRD d’Itch. Finalement, nous avons pu déterminer que 

l’ubiquitylation de l’endophiline et de l’amphiphysine avait lieu sur le domaine 

responsable de leur interaction avec Itch, soit le domaine SH3.  



 32 

2. Matériel et méthodes 

2.1. BRET 

Le principe du BRET repose sur l’expression de deux protéines d’intérêt, l’une 

couplée à l’enzyme Renilla luciférase (rLuc) et l’autre à la Green Fluorescent Protein 

(GFP). Pour prendre les mesures, des cellules transfectées comme décrit à la section 2.2 

sont traitées avec un substrat très perméable, la coelenterazine, qui est dégradée par les 

rLuc et émet de l’énergie (luminescence à 465-505 nm). Si GFP est située à moins de 100 

Å de l’enzyme, l’énergie provenant de cette réaction induira la réémission d’énergie par 

GFP (fluorescence d’interaction), qui est mesurée à une longueur d’onde supérieure (505-

555 nm). Cette technique permet donc d’évaluer différentes interactions protéiques in 

vivo en se basant sur la très grande proximité entre deux protéines (Pfleger et Eidne, 

2003). 

Dans cette étude, nous avons utilisé le BRET afin d’évaluer la capacité de la 

ligase Itch à lier certaines cibles potentielles. Pour ce faire, on utilise des cellules 

exprimant un niveau stable de protéine de fusion rLuc-Itch avec une concentration 

croissante de protéines d’intérêt fusionnées à la GFP. Afin de déterminer le niveau 

d’expression de ces protéines GFP, on mesure tout d’abord la fluorescence maximale 

émise à 530 nm lorsque toutes les GFP des cellules sont stimulées à l’aide d’un laser à 

485 nm. 

Ensuite, on ajoute aux cellules la coelenterazine, qui va être dégradée en présence 

de luciférases et ainsi émettra de l’énergie. La quantité d’énergie produite suite à 

l’addition de la coelenterazine est quantifiée en mesurant la luminescence à 465-505 nm, 

ce qui reflète le niveau d’expression des luciférases. En calculant le ratio entre la 
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fluorescence maximale, obtenue par la stimulation directe de GFP, et la luminescence des 

cellules, on évalue l’expression relative des protéines rLuc par rapport aux GFP. Cette 

valeur est rapportée sur l’axe des abscisses. Cette représentation permet de tenir compte 

des variations d’expression de la rLuc dans les différentes transfections, car même si la 

quantité de plasmide transfecté demeure fixe, l’expression réelle peut varier. 

Le ratio BRET, quant à lui, représente le niveau d’interaction entre les protéines 

rLuc et GFP. Ce dernier est calculé en évaluant la quantité de fluorescence émise suite au 

transfert d’énergie par la luciférase en présence de coelenterazine (fluorescence 

d’interaction) et en divisant cette valeur par la quantité d’énergie émise par les luciférases 

pour tenir compte de la superposition des spectres. Cette valeur est rapportée sur l’axe 

des ordonnées. La mise en relation du ratio BRET avec le ratio d’expression 

fluorescence/luminescence permet d’obtenir une courbe logarithmique saturable dans le 

cas d’une interaction spécifique alors que les interactions non spécifiques auront plutôt 

l’allure d’une droite à faible pente (Pfleger et Eidne, 2003). 

D’un point de vue plus technique, les différents essais de BRET ont été réalisés en 

transfectant des puits contenant 2 x 106 cellules avec les ADN codant pour rLuc-Itch et 

les différentes protéines de fusion avec la GFP. 48 heures après la transfection, les 

cellules sont lavées dans du PBS (phosphate-buffered saline) puis resuspendues dans une 

solution Tyrode contenant 5 mM EDTA pour atteindre une concentration finale de 106 

cellules/mL. La lecture de la fluorescence maximale est effectuée à 530 nm suite à 

l’excitation des GFP par un laser à 485 nm (FlexStation, Molecular Devices). On ajoute 

ensuite à ces cellules la coelenterazine (Biotium) à une concentration finale de 5 µM 

avant de mesurer la luminescence (465-505 nm) et la fluorescence (505-555 nm) émise 
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en présence du substrat à l’aide d’un deuxième appareil (Mithras-LB-940, Berthold 

Technologies). 

2.2. Plasmides et transfection cellulaire 

Le plasmide encodant rLuc-Itch a été réalisé à l’aide des amorces suivantes : Itch, 

5’-GAGAGGTACCAATGGGTAGCCTCACCATG-3’ (Sens) et 5’GAGAGGATC-

CTTACTCTTGTCCAAATCCTTC-3’ (Antisens). La séquence est amplifiée par PCR à 

partir de la séquence codante d’Itch contenue dans le plasmide FLAG-Itch décrit 

précédemment (Angers et al, 2004) et est clonée dans le vecteur pHrLuc C1 à l’aide des 

enzymes KpnI et BamHI (Invitrogen). FLAG-Itch CA et les différentes constructions 

d’Itch clonées dans le vecteur pGEX-4T-1 (Amersham Bioscience) ont aussi été décrits 

auparavant (Angers et al, 2004). Ha-Ubiquitine (hemagglutine) fut donné généreusement 

par Ted Dawson (John Hopkins University) tandis que His-Myc-Ubiquitine provient 

d’une étude antérieure (Ward et al, 1995). Finalement, les plasmides pcDNA3-

Amphiphysine II et GFP-Amphiphysine II SH3 proviennent aussi d’études précédentes 

(Ramjaun et al, 1999; Simpson et al, 1999) tout comme les différentes constructions 

GFP : GFP-endophiline A1, GFP-endophiline SH3, GFP-intersectine 1l, GFP-intersectine 

SH3 et GFP-Pacsine 1 (Angers et al, 2004; Ramjaun et al, 2001; Hussain et al, 2001; 

Tong et al, 2000; Simpson et al, 1999). Les différents plasmides furent transfectés dans 

des cellules HEK293T (human embryonic kidney 293T) à l’aide de la technique du 

calcium/phosphate avec 10 µug de plasmide/pétris de 10 cm tandis que les protéines de 

fusion GST furent toutes exprimées dans la lignée BL21 d’Escherichia Coli puis 

purifiées à l’aide de billes de glutathion-sépharose (Bio-World) (Kingston et al, 2003). 
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2.3. Anticorps 

Les anticorps polyclonaux dirigés contre l’amphiphysine (1874), l’endophiline 

(1903), l’intersectine (2173) et la GST ont étéfurent fournis pas Dr McPherson (Montreal 

Neurological Institute, McGill University) et décrits précédemment (Ramjaun et al, 1997; 

Micheva et al, 1997; Hussain et al, 1999; McPherson et al, 1994). L’anticorps polyclonal 

contre la GFP provient d’Invitrogen. Les anticorps monoclonaux reconnaissant 

l’amphiphysine I/II et l’épitope Myc ont été achetés chez SantaCruz Biotechnology. 

Finalement, les anticorps monoclonaux anti Ha, FLAG et Itch proviennent 

respectivement de Biovision inc, Sigma-Aldrich et BD Biosciences. 

2.4. Immunoprécipitation et chromatographie d’affinité 

L’extraction des pétris (10 cm) de cellules en culture surexprimant les différentes 

protéines nécessaires à notre étude s’effectue dans une solution A (20mM HEPES, pH 

7.4, 150 mM NaCl et inhibiteurs de protéases) suite à leur lavage dans une solution de 

PBS. Les cellules sont ensuite lysées par sonication et on y ajoute du triton X-100 à une 

concentration finale de 1%. Les extraits obtenus sont agités à 4ºC pendant 30 minutes 

avant d’être centrifugés à 45 000 rpm. Le surnageant recueilli constitue les échantillons 

protéiques prêts à  être utilisés. L’extraction de protéines de cerveaux de rats adultes 

s’effectue en homogénéisant les tissus dans la solution A pour ensuite les centrifuger à 

1000g pendant 10 minutes. Puis, on ajoute du triton X-100 à une concentration finale de 

1% et on incube sous agitation à 4ºC pendant 30 minutes. Les échantillons sont ensuite 

centrifugés à 150 000 rpm pendant 30 minutes avant de récupérer les surnageants 

obtenus. Ces différents extraits protéiques sont ensuite divisés en 2 parties. Tout d’abord, 

10% du volume extrait est mis de côté pour être migré directement sur gel et ainsi 



 36 

constituer le lysat cellulaire initial. L’autre fraction est plutôt utilisée pour la 

chromatographie d’affinité et va être quant à elle incubée avec des billes de glutathion-

sépharose préalablement couplées avec 20 µg des différentes protéines de fusion entre 

Itch et GST produites chez des bactéries. De cette façon, les protéines surexprimées des 

cellules en cultures vont pouvoir se lier aux billes pendant l’incubation (environ 16 

heures à 4ºC) si celles-ci sont en mesure d’interagir avec les protéines de fusion fixées sur 

les billes. On effectue trois lavages des billes avec la solution A afin de ne conserver que 

les protéines présentant une interaction spécifique puis on sépare ces dernières sur gel de 

polyacrylamide en même temps que les lysats cellulaires initiaux. On transfert ensuite les 

protéines sur des membranes de nitrocellulose avant de procéder à l’immunobuvardage 

de type Western.  

De façon similaire, les extraits utilisés pour l’expérience d’immunoprécipitation 

ont été préincubés avec les billes de protéines-A-sépharose afin d’enlever auparavant les 

protéines interagissant avec les billes de manière non spécifique. Par la suite, ces extraits 

sont incubés en présence de protéines-A-sépharose et d’anticorps tel que recommandé par 

le fabriquant à 4ºC pendant environ 16 heures. Les billes sont ensuite lavées dans une 

solution A contenant 1% de triton X-100 avant d’être préparées pour l’immunobuvardage 

de type Western. 

2.5. Immunobuvardage de type Far Western 

Environ 200 µg d’extraits de cellules HEK293T non transfectées ou transfectées 

avec les différentes protéines SH3 sont séparées sur gel SDS-PAGE (sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) de façon identique dans 3 séries de pistes 

différentes. Le transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose permet de 
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marquer la première série de pistes sera avec l’anticorps anti-GFP ou anti-amphiphysine, 

selon la protéine transfectée, afin d’en montrer la présence sur la membrane. Les deux 

autres séries de pistes sont auparavant incubées avec une solution contenant soit 

50 pMol/mL de GST ou de GST-Itch PRD avant d’être lavées avec de la solution A pour 

ne laisser sur les membranes que les protéines de fusion GST s’étant fixées de manière 

spécifique. Puis, on marque les protéines immobilisées sur les membranes avec 

l’anticorps anti-GST, ce qui permet de vérifier la fixation de ces protéines à la membrane. 

Ainsi, une interaction entre les protéines GST et la protéine SH3 aura pour conséquence 

l’obtention d’un signal anti-GST spécifique et ce, à l’endroit même où avait eu lieu la 

détection de la protéine SH3 (avec anti-GFP ou anti-amphiphysine). 
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3. Résultats 

3.1. Identification des protéines à domaines SH3 impliquées dans l’endocytose et 
interagissant avec Itch 

L’implication de la ligase Itch dans les mécanismes d’internalisation des 

récepteurs à l’EGF via son interaction avec les protéines endocytiques Cbl et endophiline 

est bien connue. Ces interactions sont responsables de l’ubiquitylation des substrats 

d’Itch menant ainsi à leur dégradation protéasomale. Itch possède ainsi la capacité de 

réguler la quantité de ces protéines présentes au sein des cellules, ce qui pourrait limiter 

leur participation au phénomène d’endocytose (Azakir et Angers, 2009). Cette 

caractéristique, tout comme la localisation endosomale d’Itch, suggère un rôle de cette 

protéine dans les mécanismes d’internalisation. Ceux-ci sont des événements hautement 

régulés qui nécessitent l’établissement d’un réseau d’interactions reposant sur la présence 

de divers domaines protéiques. Parmi ces domaines, on retrouve les SH3 qui jouent un 

rôle important dans la mise en place des divers acteurs endocytiques. Itch interagit 

justement via ce domaine avec l’endophiline, ce qui nous a amenés à nous interroger sur 

la possibilité d’interaction entre d’autres protéines possédant un tel domaine et la ligase.  

Nous avons donc entrepris de comparer par BRET le niveau d’interaction dans 

des cellules vivantes entre la ligase Itch et les protéines suivantes : endophiline, pacsine, 

amphiphysine et intersectine. Nous avons utilisé pour ces essais des cellules HEK293T 

transfectées avec des plasmides codant d’une part pour la ligase fusionnée avec rLuc et 

d’autre part avec une des différentes protéines d’intérêt fusionnée avec la GFP. 

L’addition de coelenterazine aux cellules permet sa dégradation par rLuc et l’émission 

subséquente d’énergie non radiative pouvant être transférée aux GFP lorsque celles-ci 

sont situées à une très grande proximité (≤100Å) de rLuc, suivant l’interaction entre les 
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protéines de fusion. Le ratio BRET calculé pour chacune des conditions de transfection 

permet alors d’évaluer le niveau d’interaction entre les protéines d’intérêt. De plus, nous 

avons utilisé dans ces essais une quantité constante d’ADN pour la ligase en fusion avec 

rLuc mis en présence d’une quantité croissante d’ADN codant pour les protéines à 

domaine SH3 en fusion avec GFP. Certaines fusions GFP codaient la protéine entière 

tandis que d’autres ne contenaient que le domaine SH3. Cette façon de faire permet alors 

d’obtenir des données précises d’interaction dans différentes conditions allant de la seule 

présence de la ligase à l’expression d’Itch en présence d’une surexpression d’un de ses 

substrats. On obtient alors différentes valeurs de BRET selon le ratio de 

fluorescence/luminescence qui représente l’abondance relative des protéines l’une par 

rapport à l’autre.  

  La figure 8 résume les données obtenues pour les différentes protéines évaluées. 

Chacun des points de ces graphiques représente une lecture faite sur des populations de 

cellules transfectées de façon indépendante et présentant des taux quasi constants 

d’expression de rLuc-Itch avec un niveau variable de protéines-GFP. Ceci permet de 

suivre l’augmentation du signal BRET selon la variation du ratio 

fluorescence/luminescence. Cette technique nous a permis de confirmer in vivo 

l’interaction établie précédemment entre Itch et endophiline (Angers et al, 2004; Azakir 

et Angers, 2009). Nous observons en effet une augmentation du signal BRET entre ces 

protéines présentant la forme d’une courbe logarithmique saturable (Figure 8A). Ceci 

indique de façon typique une interaction spécifique entre les deux protéines. À l’inverse, 

un transfert d’énergie non spécifique apparaissant selon l’augmentation de l’expression 

des protéines l’une par rapport à l’autre devrait plutôt donner une allure de droite 



 40 

possédant une pente faible. Ceci est représenté sur les différents graphiques par le 

contrôle présentant l’augmentation du ratio BRET en l’absence d’interaction entre Itch et 

la protéine GFP. De plus, le ratio de fluorescence/luminescence auquel la valeur du 

BRET atteint 50% de son maximum (BRET50) est un indice de l’affinité entre les 

protéines. Plus l’affinité entre les protéines est grande, plus le BRET50 est atteint à un 

faible ration fluorescence/bioluminscence. La valeur maximale de BRET atteinte, quant à 

elle, est influencée par la quantité d’interactions présentes au sein de la cellule ainsi que 

la distance séparant les protéines de fusion GFP et rLuc (Perroy et al, 2004; Mercier et al, 

2002). Nous pouvons aussi confirmer par BRET l’interaction entre Itch et pacsine, qui 

présente elle aussi une courbe semblable atteignant toutefois de niveaux beaucoup plus 

faibles, mais tout de même appréciables. On constate que l’affinité d’Itch pour 

l’endophiline est plus grande puisque la courbe augmente de façon plus prononcée 

permettant ainsi d’atteindre la valeur de BRET50 à un ratio de fluorescence/luminescence 

plus faible. De plus, le niveau d’interaction entre Itch et l’endophiline est 

significativement supérieur à celui observé dans le cas de pacsine, comme le représentent 

les valeurs maximales de BRET atteinte près de la saturation (Figure 8A). 

Nous avons ensuite voulu appliquer cette technique afin de déterminer le rôle joué 

par le domaine SH3 dans l’interaction entre Itch et l’endophiline pour voir si d’autres 

parties de la protéine pouvaient y contribuer. Nous avons donc mis en relation les 

données obtenues avec l’endophiline WT (wild-type - forme complète) avec celle 

provenant d’expériences utilisant seulement le domaine SH3 de l’endophiline fusionnée 

avec GFP. Nous pouvons ainsi confirmer que le domaine SH3 semble être le seul 

responsable puisque les deux courbes se superposent presque parfaitement. Ceci indique 
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une affinité et un niveau d’interaction similaire entre la ligase et le domaine SH3 isolé de 

l’endophiline ou celui contenu dans la protéine complète (Figure 8B). Cette constatation 

pourrait signifier que l’interaction entre Itch et ses substrats à domaines SH3 repose 

essentiellement sur la présence de ces derniers ou du moins qu’ils jouent un rôle majeur 

dans l’interaction. 

Nous avons ensuite entrepris de tester directement l’interaction entre la ligase et 

les domaines SH3 provenant des autres protéines : l’intersectine et l’amphiphysine. Ces 

valeurs sont représentées avec celles provenant des essais sur le domaine SH3 de 

l’endophiline à la figure 8C. On peut ainsi facilement comparer le comportement de la 

ligase interagissant avec les différents domaines testés. On constate tout d’abord qu’Itch 

est en mesure d’interagir avec les domaines SH3 provenant de l’amphiphysine et de 

l’intersectine. De plus, le BRET nous permet de comparer les différentes valeurs 

obtenues et de constater que l’affinité et l’interaction de la ligase pour le SH3 de 

l’endophiline est supérieure à celles des autres domaines SH3, comme c’était le cas lors 

de la comparaison entre l’endophiline WT et la protéine pacsine. On peut donc présumer 

que l’interaction entre Itch et ces protéines serait inférieure à celle observée dans le cas 

de l’endophiline. Il faut toutefois tenir compte du fait que les domaines SH3 des protéines 

complètes peuvent adopter une conformation particulière in vivo les rendant plus ou 

moins accessibles. Des essais impliquant les formes WT des protéines demeurent donc 

nécessaires afin de pouvoir comparer les différentes interactions entre elles. On peut 

cependant conclure que l’interaction avec les domaines SH3 isolés de l’amphiphysine et 

l’intersectine est similaire, tel que démontré par la ressemblance des courbes. On peut 

aussi confirmer que ces domaines présentent une affinité et un niveau d’interaction 
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moindres par rapport à l’endophiline SH3. De plus, la comparaison de toutes ces données 

permet de voir que l’endophiline est le substrat principal d’Itch parmi les différentes 

protéines et domaines utilisés et que pacsine est la protéine montrant les valeurs les plus 

faibles (Figure 8D). 

 

 

Figure 8. Vérification de l’interaction entre Itch et différentes protéines à domaine 
SH3 par BRET. Des cellules HEK-293T sont transfectées avec des quantités constantes 
de rLuc-Itch  et différentes concentrations pour les protéines marquées à la GFP. (A) Ceci 
permet de confirmer et de comparer l’interaction entre Itch et endophiline ou pacsine par 
l’obtention de courbes saturables typiques d’une interaction spécifique. (B) L’interaction 
entre le domaine SH3 isolé ou l’endophiline complète montre un comportement similaire. 
(C) Itch interagit avec différents domaines SH3 de façon différentielle avec des niveaux 
plus élevés pour le domaine SH3 de l’endophiline. (D) La superposition des différentes 
données obtenues. 
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3.2. Confirmation de l’interaction directe entre Itch et les différentes protéines à 
domaines SH3 par immunobuvardage de type Far-Western 

Les résultats précédents confirment la très grande proximité entre Itch et les 

différentes protéines évaluées, ce qui suggère fortement leur interaction au sein des 

cellules. Nous avons donc voulu confirmer que ces résultats provenaient d’une interaction 

directe entre les protéines, ce qui ne peut être démontré que par des essais in vitro. Pour 

ce faire, nous avons utilisé des extraits de cellules HEK293T exprimant les différentes 

protéines testées que nous avons migrés sur gel SDS-PAGE puis immobilisés sur une 

membrane de nitrocellulose. Cette dernière fut alors incubée avec des extraits de GST et 

de GST-Itch PRD, le domaine contenant les séquences reconnues par les SH3 (figure 9). 

Les protéines s’étant liées à la membrane furent par la suite détectées à l’aide d’anticorps 

anti-GST. Cette expérience nous a permis de confirmer l’interaction directe entre le 

domaine PRD d’Itch et les protéines suivantes : endophiline, pacsine et amphiphysine. 

Nous n’avons toutefois pas été en mesure de détecter l’interaction entre Itch et 

l’intersectine. Cette constatation nous surprend puisque les résultats obtenus par BRET 

montraient une interaction entre les domaines SH3 de l’intersectine et la ligase Itch. Ceci 

pourrait s’expliquer en partie par la plus faible expression de l’intersectine par rapport 

aux autres protéines étudiées. Ces dernières présentent des niveaux de surexpression 

beaucoup plus élevés (panneau anti-GFP) permettant de détecter des bandes d’intensité 

plus faible dans le cas de la membrane incubée avec GST-Itch PRD. Le niveau 

d’intersectine tel qu’il est visible sur le panneau révélé avec l’anti-GFP ne permettrait 

donc pas la fixation suffisante de protéines nécessaires à leur détection. De plus, cette 

différence au niveau de l’expression relative proviendrait de la très grande taille de 



 44 

           

Figure 9. Itch interagit de façon directe avec l’endophiline, l’amphiphysine et 
pacsine. Un immunomarquage de type Far-Western a été effectué avec les protéines de 
fusion GST et GST-Itch PRD sur des extraits de cellules HEK293T non transfectées 
(CL) ou transfectées avec GFP, GFP-endophiline, GFP-pacsine, GFP-intersectine ou 
pcDNA3-amphiphysine. Les extraits réalisés en triplicats ont été séparés sur gel SDS-
PAGE puis transférés sur des membranes de nitrocellulose. La première série fut 
directement marquée (IB) avec l’anticorps anti-GFP (panneau du haut) ou anti-
amphiphysine (panneau du bas) pour montrer l’expression des différentes protéines 
(Blot). Les autres membranes furent incubées préalablement avec 50 pmol/ml de 
protéine de fusion GST-Itch PRD ou GST avant d’être marquées avec l’anticorps contre 
GST afin de montrer la liaison des protéines de fusion. Les pistes des extraits non 
transfectés servent ici de contrôle pour montrer la spécificité de la liaison. 



 45 

l’intersectine, ce qui rendrait son expression plus difficile. Finalement, l’absence d’un 

niveau appréciable d’interaction directe de l’intersectine pourrait aussi provenir d’une 

conformation particulière de la protéine rendant ses domaines SH3 moins accessibles. En 

effet, la renaturation de l’intersectine lors de son transfert sur la membrane pourrait nuire 

à sa liaison avec Itch lorsqu’elle présente sa conformation native (Wu et al, 2007). Ceci 

permettrait en plus d’expliquer les résultats obtenus par BRET démontrant une 

interaction avec les domaines isolés. D’autres essais de BRET avec la forme complète 

d’intersectine seront donc nécessaires pour conclure si une interaction directe est possible 

in vivo entre Itch et l’intersectine par rapport à l’interaction observée avec les domaines 

SH3 isolés de cette protéine.  

3.3. Identification des domaines de la ligase Itch impliqués dans l’interaction 
avec les protéines SH3. 

Nos résultats de BRET nous permettent de conclure jusqu’à maintenant qu’Itch 

est en mesure d’interagir avec les domaines SH3 isolés ou les formes complètes de 

l’endophiline, l’amphiphysine, l’intersectine et pacsine. Ces interactions sont confirmées 

par immunobuvardage de type Far-Western démontrant le lien direct établi entre Itch et 

ces différentes protéines SH3. Qu’en est-il cependant quant aux domaines d’Itch 

impliqués dans ces interactions? Nos résultats démontrent que le domaine PRD d’Itch 

peut reconnaître l’endophiline, l’amphiphysine et pacsine immobilisées sur des 

membranes de nitrocellulose. Par contre, nous ne savons toujours pas si d’autres 

domaines peuvent contribuer à cette liaison. Nous avons donc voulu tester l’interaction 

entre différents domaines d’Itch et les protéines SH3 par chromatographie d’affinité. 

Nous avons ainsi comparé l’interaction entre ces protéines et la forme complète d’Itch, 
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son domaine PRD isolé ou encore ses 4 domaines WW isolés (figure 3). Le choix du 

domaine PRD était évident étant donné les résultats obtenus précédemment. Les 

domaines WW pouvaient aussi constituer des candidats potentiels étant donné qu’ils 

permettent à Itch et aux autres membres de sa famille d’établir une foule d’interactions 

avec des protéines contenant généralement de petits motifs PPXY (Otte et al, 2003). 

Nous avons donc incubé différentes protéines de fusion avec des billes de glutathion-

sépharose afin de fixer ces dernières aux billes. Puis, nous avons extrait les protéines de 

cellules HEK293T transfectées au préalable avec les différentes protéines dont nous 

               

Figure 10. Itch interagit avec les différentes protéines à domaines SH3 via son 
domaine PRD. Des extraits de cellules transfectées avec les protéines indiquées ont 
été séparés sur gel SDS-PAGE puis marqués à l’aide des anticorps anti-amphiphysine 
ou anti-GFP. Les extraits cellulaires non traités (CL) montrent l’expression des 
différentes protéines surexprimées. Les autres pistes représentent les protéines de ces 
mêmes extraits s’étant liées suite à leur incubation avec des billes de 
glutathionesépharose couplées aux protéines de fusion GST, GST-Itch PRD, GST-Itch 
WW ou GST-Itch WT. 
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voulions tester l’interaction. Ces extraits ont ensuite été incubés avec les différentes billes 

obtenues et les protéines s’y étant liées ont été résolues sur gel SDS-PAGE. La figure 10 

résume les résultats obtenus pour les différentes protéines. On constate ainsi l’interaction 

entre la forme complète d’Itch et de son domaine PRD isolé avec chacune des protéines 

étudiées. Tandis que le contrôle GST et les domaines WW isolés ne montrent aucune 

interaction. Ce résultat confirme que les différentes protéines à l’étude interagissent avec 

la ligase Itch via une interaction médiée par leurs domaines SH3 avec la région PRD 

d’Itch. 

De plus, il est intéressant de noter que le taux de récupération des protéines par les 

billes est très élevé dans le cas de l’endophiline, l’amphiphysine et de pacsine. Par 

comparaison, la quantité d’intersectine immobilisée par les billes GST-Itch est très faible. 

Nous avons évoqué précédemment la possibilité que l’intersectine adopte une 

conformation particulière rendant ses domaines SH3 moins disponibles pour leur 

interaction avec la ligase Itch. En effet, on observe un niveau très faible de récupération 

de l’intersectine par les protéines de fusion, et ce, malgré un niveau adéquat d’expression. 

Nous avons donc voulu vérifier l’interaction entre les protéines de fusion et les domaines 

SH3 isolés de l’intersectine. Ces résultats montrent un taux appréciable de récupération 

de ces domaines isolés, ce qui confirme les résultats obtenus par BRET pour ces 

domaines et l’absence de détection d’interaction directe avec la protéine complète par 

Far-Western. Il sera nécessaire de vérifier par Far-Western si l’interaction entre les 

domaines SH3 d’intersectine et Itch est bel et bien directe. 
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3.4. Identification d’interactions entre la ligase Itch et différentes protéines SH3 
provenant d’extraits de cerveau de rat par chromatographie d’affinité 

Nous avons vu suite aux différents essais de chromatographie d’affinité que la 

ligase Itch est en mesure d’interagir avec les différentes protéines SH3 produites suite à la 

transfection de cellules en culture. Nous avons maintenant voulu déterminer si de telles 

interactions pouvaient être détectées de la même façon en utilisant cette fois comme 

produit de départ des extraits de cerveau de rat. Ceux-ci présentent l’avantage que les 

protéines qu’ils contiennent sont telles qu’on les retrouve au sein des tissus et sont 

présentes dans les extraits à des niveaux physiologiques. Nous avons donc placé ces 

extraits avec des billes préalablement incubées avec les protéines de fusion GST ou GST-

Itch afin de récupérer les protéines s’y étant liées. La figure 11 représente les données 

obtenues suite à la séparation des protéines sur gel SDS-PAGE et leur détection à l’aide 

d’anticorps spécifiques. Nous pouvons ainsi conclure qu’Itch interagit avec l’intersectine-

l, l’endophiline de même qu’avec les deux isoformes d’amphiphysine présentes dans les 

extraits de cerveau. De plus, on constate que les protéines de fusion GST-Itch sont très 

efficaces pour récupérer l’endophiline ainsi que les deux amphiphysines. Ceci est 

confirmé par la piste correspondant aux protéines liées par les billes (B) qui montre un 

niveau supérieur ou égal de protéines récupérées par rapport à la piste correspondant aux 

protéines résiduelles contenues dans les extraits suite à leur incubation avec les billes (V). 

De plus, on observe un faible taux d’interaction entre Itch et l’intersectine-l, ce qui 

confirme les résultats obtenus dans le cas de la chromatographie d’affinité réalisée 

auparavant sur les extraits de cellules. En effet, la piste B a été en mesure de lier une 

faible quantité de protéines par rapport à ce qui était contenu dans l’extrait de cerveau 
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mis à incuber avec les billes. Ceci pourrait provenir de la faible affinité de la ligase Itch 

pour l’intersectine de par son adoption d’une conformation limitant l’interaction ou 

encore suggérer que le lien entre Itch et intersectine serait indirect. Le complexe 

protéique permettant leur relation serait alors trop faible pour permettre la récupération 

satisfaisante d’intersectine à l’aide de cette technique et ainsi expliquer la nature des 

résultats obtenus. 

 

                   

Figure 11. La ligase Itch est en mesure de lier les différentes protéines à domaines 
SH3 exprimées de façon endogène dans le cerveau de rats. Des extraits de cerveaux 
présentant des niveaux variables d’expression des protéines endogènes (sm) ont été 
incubés avec des billes de gutathion-sépharose liées aux protéines de fusion GST ou 
GST-Itch afin de vérifier leur liaison. La fraction des protéines liées aux billes (B) 
montre leur interaction avec les protéines de fusion GST-Itch alors que les protéines 
non récupérées par les billes sont représentées dans une autre piste (V). Les différentes 
protéines ont été séparées par SDS-PAGE puis détectées par immunobuvardage à 
l’aide d’anticorps spécifiques. 
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3.5. La ligase Itch est responsable de l’ubiquitylation des protéines SH3 
interagissant avec elle 

Les données présentées jusqu’à maintenant permettent de conclure à des 

interactions entre la ligase Itch et les différentes protéines à domaine SH3; endophiline, 

pacsine, amphiphysine et, dans une moindre mesure, intersectine. Nous avons donc voulu 

en savoir plus sur l’effet d’une telle interaction sur les substrats de la ligase. Des travaux 

ayant démontré la capacité d’Itch à ubiquityler endophiline et Cbl (Azakir et Angers, 

2009), deux de ses substrats impliqués dans l’endocytose, nous avons voulu déterminer si 

des essais de chromatographie d’affinité permettraient de détecter un tel effet sur les 

nouveaux substrats découverts dans la présente étude. Nous avons utilisé ici des extraits 

de cellules HEK293T transfectées avec des combinaisons de FLAG-Itch, Ha-Ub et GFP-

endophiline ou GFP-pacsine. Ces extraits ont été placés avec des billes incubées au 

préalable avec les protéines de fusion GST-Itch PRD afin de lier les protéines 

interagissant avec elles. Cette technique permet donc de récupérer les protéines marquées 

par GFP pour ensuite vérifier la présence d’ubiquitine sur ces protéines dans les pistes 

surexprimant Itch. La figure 12A montre ainsi l’ubiquitylation de l’endophiline 

seulement dans la piste surexprimant l’endophiline en combinaison avec l’ubiquitine et la 

ligase. Cette ubiquitylation n’est pas visible lorsque l’on ne surexprime pas la ligase ou 

encore l’endophiline, confirmant la spécificité de la réaction et le rôle d’Itch dans ce 

phénomène. La figure 12B montre elle aussi un tel phénomène. On constate là encore 

l’ubiquitylation de pacsine seulement lorsque l’ubiquitine, la ligase et pacsine sont 

surexprimées. La figure 12C fut réalisée de manière un peu différente. Cette fois, les 

extraits de cellules HEK293T surexprimant les différentes protéines étaient incubés avec 

des billes de protéine A Sépharose couplées à des anticorps spécifiques pour 



 51 

l’amphiphysine afin de lier cette protéine et vérifier son ubiquitylation. De cette façon, 

nous avons été en mesure de récupérer l’amphiphysine à partir de cellules surexprimant 

l’ubiquitine en présence ou non de surexpression de la ligase. Ceci permet d’observer que 

l’amphiphysine immunoprécipitée ne montre une ubiquitylation que lorsque la ligase est 

présente, ce qui confirme le rôle d’Itch dans ce phénomène. La figure 12 nous renseigne 

donc sur l’effet de l’interaction entre Itch et endophiline, amphiphysine et pacsine. Nous 

pouvons alors conclure que ces protéines sont spécifiquement ubiquitylées par la ligase 

suite à leur interaction avec celle-ci. Nous ne pouvons toutefois pas déterminer l’effet 

d’une telle ubiquitylation, à savoir si elle cause la dégradation protéasomale de ces 

substrats comme ce fut déterminé pour Cbl et endophiline dans l’étude réalisée par 

Azakir et Angers en 2009. On peut cependant présumer que l’effet sur pacsine et 

amphiphysine serait similaire et qu’Itch serait en mesure de réguler l’expression de 

protéines jouant un rôle majeur dans l’endocytose et ainsi d’affecter indirectement la 

signalisation cellulaire. Pour vérifier cette hypothèse, nous procéderons à des essais de 

chromatographie d’affinité entre les protéines de fusion GST-Itch PRD et des extraits 

cellulaires surexprimant ou non la ligase Itch. L’utilisation dans cette expérience d’un 

inhibiteur des protéasomes, la lactacystine, permettra d’inhiber la dégradation des 

protéines ubiquitylées par Itch. De cette façon, nous serons en mesure de conclure à la 

dégradation des protéines SH3 si l’on observe l’accumulation de la forme ubiquitylées de 

ces protéines en présence de l’inhibiteur, et ce, seulement si la ligase Itch est 

surexprimée. 
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Figure 12. La ligase Itch est responsable de l’ubiquitylation de plusieurs protéines à 
domaine SH3. Des extraits de cellules transfectées avec les protéines indiquées ont été 
séparés sur gel SDS-PAGE puis marqués à l’aide d’anticorps spécifiques. Les extraits 
cellulaires non traités (CL) montrent l’expression des différentes protéines surexprimées. 
Le panneau du centre (anti-GFP) montre la récupération de ces protéines par des billes de 
glutathion-sépharose couplées à GST-Itch PRD. Le marquage anti HA montre finalement 
l’ubiquitylation de l’endophiline (A) et de pacsine (B) en présence de la ligase. (C) Des 
extraits cellulaires surexprimant l’amphiphysine ont été immunoprécipités puis séparés 
sur gel SDS-PAGE et marqués à l’aide d’anticorps contre cette protéine (1874) (panneau 
de gauche) pour en montrer la récupération. Le panneau de droite représente 
l’ubiquitylation des protéines récupérées à l’aide de billes de protéine-A-sépharose 
couplées à 1874 et marquées sur la membrane à l’aide d’anti-myc. 

 

3.6. Identification des domaines ubiquitylés par la ligase Itch 

L’orthologue de l’amphiphysine/endophiline chez la levure, Rvs167, est 

ubiquitylé par une ligase homologue à Itch, Rsp5p (Stamenova et al, 2004). Ces travaux 

avaient permis de déterminer que le site accepteur de l’ubiquitine sur Rvs167 est localisé 

sur son domaine SH3. Pour déterminer s’il en est de même pour endophiline et 

amphiphysine chez les mammifères, nous avons utilisé des extraits de cellules HEK-293T 

surexprimant une combinaison de protéines FLAG-Itch, Ha-Ub et GFP-Endophiline SH3 

ou GFP-Amphiphysine SH3. De la même façon que pour les expériences décrites à la 

section 3.5, nous avons placé ces extraits avec des billes pré incubées avec des protéines 

de fusion GST-Itch PRD afin de récupérer les protéines s’y liant. Nous sommes ainsi en 

mesure de récupérer les domaines SH3 isolés afin de vérifier leur ubiquitylation. La 

figure 13A montre ainsi l’ubiquitylation du domaine SH3 d’amphiphysine en présence 

d’Itch et d’ubiquitine. Ceci n’est pas observable lorsque la ligase ou l’amphiphysine ne 

sont pas surexprimées, confirmant que l’ubiquitylation est causée par Itch et est 

spécifique pour la protéine étudiée. La figure 13B est réalisée sensiblement de la même 
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A) 

 

B) 

 

Figure 13. La ligase Itch ubiquityle l’endophiline et l’amphiphysine sur leur 
domaine SH3. Des extraits de cellules transfectées avec les protéines indiquées ont été 
séparés sur gel SDS-PAGE puis marqués à l’aide d’anticorps spécifiques. Les extraits 
cellulaires non traités (CL) montrent l’expression des différentes protéines 
surexprimées. Le panneau du centre (anti-GFP) montre la récupération de ces protéines 
par des billes de glutathion-sépharose couplées à GST-Itch PRD. Le marquage anti HA 
montre finalement l’ubiquitylation de l’amphiphysine SH3 (A) et de l’endophiline SH3 
(B) en présence de la ligase. 
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façon, avec pour seule différence que la première piste est transfectée cette fois avec 

FLAG-Itch CA, une forme mutée de la ligase ne présentant pas d’activité catalytique et 

donc incapable d’ubiquityler ses substrats. Cette figure montre l’ubiquitylation de 

l’endophiline SH3 en présence de la ligase intacte (WT) et d’ubiquitine, ce qui n’est pas 

visible lorsque la forme mutée d’Itch est présente. La piste surexprimant la ligase WT et 

l’ubiquitine seules montre elle aussi un certain degré d’ubiquitylation ce qui pourrait 

laisser planer un doute sur l’ubiquitylation spécifique de l’endophiline SH3. On peut 

toutefois présumer que ce marquage est jusqu’à un certain point un artéfact puisque le 

même contrôle fut employé dans plusieurs autres expériences sans jamais démontrer un 

tel comportement. De plus, on constate que la surexpression d’Itch dans cette expérience 

est très faible si on la compare au niveau de FLAG-Itch CA de la première piste. On peut 

donc présumer qu’une expression plus forte de la ligase permettrait d’augmenter le 

contraste et ainsi augmenter la fiabilité de nos résultats. La figure 13 permet donc de 

conclure à l’ubiquitylation du domaine SH3 de l’amphiphysine par Itch et suggère aussi 

fortement un tel comportement en ce qui concerne l’endophiline. 
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4. Discussion  

4.1. Itch interagit avec endophiline, CIN85 et β-PIX via leur domaine SH3 

La protéine Itch joue un rôle dans plusieurs fonctions cellulaires importantes. Son 

activité ligase lui permet de modifier ses substrats en leur ajoutant de l’ubiquitine, menant 

ainsi à leur dégradation protéasomale. Itch est donc en mesure de réguler l’expression de 

plusieurs protéines, et ainsi d’affecter les fonctions accomplies par celles-ci. Ce rôle de 

régulateur repose sur les capacités d’Itch à interagir avec ses différents partenaires. La 

grande majorité de ces protéines établissent des liens avec Itch de façon classique via l’un 

de ses 4 domaines WW. C’est le cas notamment de Cbl, une autre ligase responsable de 

l’ubiquitylation des récepteurs à l’EGF nécessaire à leur internalisation (Azakir et 

Angers, 2009). Itch possède aussi une caractéristique intéressante par rapport aux autres 

membres de sa famille. En effet, Itch est la seule ligase faisant partie des Nedd4 qui 

possède un domaine PRD. Ce dernier lui permet d’interagir avec le domaine SH3 et 

confère donc à Itch la possibilité d’interagir avec une gamme plus vaste de partenaires. 

Ce type de liaison est toutefois peu étudié pour l’instant. Il fut observé pour la première 

fois entre Itch et l’endophiline, une protéine impliquée dans la courbure de la membrane 

plasmique via l’action de son domaine BAR (Angers et al, 2004). Itch est aussi en mesure 

d’interagir via son domaine PRD avec le domaine SH3 de β-PIX (β-p21-activated kinase-

interactive exchange factor). Cette protéine est impliquée dans l’activation de la protéine 

Rac, une petite GTPase permettant l’activation de différentes voies de signalisation. Il est 

intéressant de noter que le domaine SH3 de β-PIX est phylogénétiquement similaire aux 

3 domaines SH3 de CIN85 (Janz et al, 2007). Cette protéine est impliquée dans 

l’endocytose des récepteurs à l’EGF via la formation du complexe Cbl-CIN85-
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endophiline nécessaire pour leur internalisation (Soubeyran et al, 2002). En plus de β-

PIX, Itch est aussi en mesure d’interagir avec CIN85 tel que démontré par des essais de 

chromatographie d’affinité entre ces protéines (Janz et al, 2007). Il est intéressant de 

noter qu’il existe aussi une interaction entre Rsp5p, l’homologue d’Itch chez la levure, et 

les protéines Sla1 ainsi que Rvs167, ces dernières reconnues comme étant elle-mêmes les 

homologues respectifs de CIN85 et d’endophiline (Stamenova et al, 2004). Toutefois, 

Rsp5p ne possède pas de motif PR (proline rich) et interagit avec ces ligands via ses 

domaines WW. 

4.2. D’autres interactions Itch-SH3 sont elles possibles au sein de l’endocytose? 

Le lien entre Itch et différentes protéines participant à l’endocytose de même que 

sa capacité à interagir avec certains domaines SH3 nous amène à nous questionner sur la 

capacité d’interagir avec d’autres protéines possédant ces caractéristiques. Cette 

recherche a donc pour but de tester différentes protéines potentielles à l’aide de la 

technique du BRET afin de déterminer les interactions possibles, et par la suite confirmer 

les résultats obtenus par chromatographie d’affinité. Les protéines ayant retenu notre 

attention possèdent toutes au moins un domaine SH3 et sont impliquées dans le réseau 

protéique responsable de l’endocytose (Simpson et al, 1999). Il s’agit des protéines 

pacsine, amphiphysine, intersectine et endophiline. Dans un deuxième temps, nous 

voulons aussi déterminer l’effet des différentes interactions établies afin de vérifier si Itch 

est en mesure de modifier ces substrats en les ubiquitylant. 

4.3. Prédictions théoriques 

Tout d’abord, il est intéressant de noter qu’il existe des outils bio-informatiques 

permettant d’évaluer les probabilités d’interactions entre différents domaines SH3 et les 
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peptides potentiels contenus par leur ligand. Ainsi, SH3 Hunter permet de soumettre une 

séquence d’acides aminés composant un certain domaine SH3 et de chercher les 

différents motifs (R/K)xxPxxP (classe I) ou PxxPx(R/K) (classe II) présents sur le ligand 

et potentiellement responsables de l’interaction (Ferraro et al, 2007). Cet outil se base sur 

un modèle de réseau neuronal intégrant différentes composantes dont les peptides 

généralement reconnus par les SH3 de même que les informations structurales obtenues à 

partir d’interactions peptides/SH3 connues. Ceci permet d’obtenir un score représentant 

la probabilité qu’une interaction survienne et met cette valeur en relation avec un indice 

de précision et de sensibilité. Ces derniers permettent d’évaluer la fiabilité du résultat 

obtenu. Ainsi, une sensibilité plus élevée est associée à un plus grand nombre de vrais 

positifs avec aussi un plus grand nombre de faux positifs. Une grande précision permet 

plutôt de réduire le nombre de faux positifs excluant possiblement par le fait même une 

fraction de vrais positifs. Ces analyses permettent de mieux orienter notre choix quant 

aux cibles potentielles lors de tests visant à établir de nouvelles interactions avec le 

domaine PRD d’Itch. Les résultats obtenus avec les différentes interactions connues de 

même qu’avec les protéines évaluées au cours de cette étude sont représentées dans le 

tableau I. Nous remarquons que les différents domaines SH3 présentent tous un score 

plutôt élevé variant entre 0,906 et 0,999 selon le peptide et le domaine SH3 à l’étude. De 

plus, différentes valeurs de précision et de sensibilité leur sont associées permettant de 

mettre en contexte le résultat obtenu. Ainsi, une protéine interagissant avec Itch comme 

CIN-85 présente une probabilité d’interaction pour un même peptide de classe I très 

élevée pour ses domaines SH3-2 et 3 ayant respectivement des valeurs de 0,971 et 0,975 

associés à une très grande précision de 95%, ce qui réduit le risque de faux positifs. On
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 TABLEAU I. Probabilités de liaisons de séquences du PRD d’Itch prédites par SH3 Hunter 
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constate le même genre de résultats pour les deux autres interactions établies entre le 

PRD d’Itch et les domaines SH3 de β-PIX et d’endophiline. Ces dernières présentent des 

probabilités d’interactions très élevées oscillant entre 0,987 et 0,999 et associées à des 

valeurs de précision et/ou de sensibilité significatives. De la même façon, on constate de 

très bonnes probabilités d’interaction entre Itch et les domaines SH3 des protéines 

sélectionnées pour notre étude. Ainsi, la valeur la plus faible est obtenue dans le cas de 

l’amphiphysine avec un score de 0,941 présentant tout de même une précision de 93%. 

Les valeurs obtenues dans le cas de pacsine sont légèrement supérieures et celles 

présentant le niveau le plus élevé sont associées à l’intersectine, dont les valeurs 

s’approchent de celles de l’endophiline. Les protéines à l’étude présentent donc chacune 

une probabilité d’interaction intéressante méritant d’être approfondie. 

4.4. Confirmation de l’interaction entre Itch et endophiline in vivo par BRET 

Nous avons utilisé la technique du BRET afin de vérifier l’existence de ces 

différentes interactions in vivo. Ces résultats nous ont permis de confirmer l’interaction 

entre le PRD d’Itch et le domaine SH3 de l’endophiline tel qu’établi précédemment 

(Angers et al, 2004; Azakir et Angers, 2009) (Figure 8). Cette protéine à domaine SH3 

est en mesure d’interagir avec certains domaines PRD, notamment ceux de la dynamine 

et de la synaptojanine. Ces dernières jouent un rôle respectivement dans la fission des 

vésicules de la membrane plasmique ainsi que dans le désassemblage du manteau de 

clathrine. En plus de son domaine BAR participant à la courbure de la membrane 

plasmique, l’endophiline permettrait ainsi de recruter d’autres protéines participant 

activement à l’endocytose. La technique du BRET nous a aussi permis de mettre en 

évidence le rôle majeur du domaine SH3 de l’endophiline dans l’établissement de 
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l’interaction étant donné la superposition des courbes obtenues (Figure 8). Ceci indique 

que la protéine interagit spécifiquement via ce domaine puisque ce dernier présente la 

même affinité et le même niveau d’interaction avec Itch que la protéine complète. Cette 

technique semble donc constituer un moyen efficace et rapide d’évaluer les interactions 

protéiques. 

4.5. Utilisation du BRET dans la découverte et la confirmation de nouvelles 
interactions 

Nous avons également établi de cette façon différentes interactions n’ayant pas 

fait l’objet d’études auparavant. Ainsi, nous avons observé un signal BRET significatif 

entre Itch et le domaine SH3 isolé de l’amphiphysine de même qu’avec ceux isolés à 

partir de l’intersectine (Figure 8). Aussi, nous avons déterminé l’interaction entre Itch et 

la protéine pacsine entière. Les résultats obtenus avec ces différentes constructions 

témoignent cependant une affinité et un niveau d’interaction inférieur par rapport à 

l’endophiline (Figure 8). Ces résultats supportent ceux obtenus à partir d’extraits de 

cerveaux en chromatographie d’affinité montrant que l’endophiline est la protéine 

majeure interagissant avec le domaine PRD d’Itch (Angers et al, 2004).  

Par la suite, nous avons voulu comparer les résultats obtenus par BRET avec ceux 

provenant de techniques éprouvées telles la chromatographie d’affinité et 

l’immunobuvardage de type Far Western. Avec cette dernière technique, nous avons été 

en mesure de confirmer l’interaction directe entre Itch et les protéines endophiline, 

pacsine et amphiphysine (Figure 9). Nous n’avons toutefois pas observé d’interaction 

directe entre Itch et l’intersectine, ce qui est surprenant étant donné les résultats de BRET 

montrant l’interaction avec les domaines SH3 isolés à partir de cette protéine. Ceci 
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pourrait s’expliquer par la difficulté à obtenir des niveaux satisfaisants de surexpression 

de l’intersectine comparables à ceux obtenus avec les autres protéines étudiées.  D’autres 

facteurs tels que la conformation de l’intersectine peuvent expliquer ces résultats. Les 

domaines SH3 de cette protéine pourraient être difficilement accessibles et ainsi limiter 

leur interaction avec Itch. Des essais de chromatographie d’affinité montrent en effet une 

interaction très faible entre Itch et la forme complète de l’intersectine par rapport à ses 

domaines SH3 isolés (Figure 10). Ces résultats confirment aussi le rôle essentiel du PRD 

d’Itch afin d’établir ces différentes interactions puisque seul ce domaine, et non les 

domaines WW, est responsable de l’interaction. Il existe donc, comme le démontraient 

les données de BRET, une affinité différente entre Itch et ses différents substrats à 

domaines SH3. Nos résultats obtenus à partir d’extraits de cerveaux en chromatographie 

d’affinité abondent aussi en ce sens (Figure 11). En effet, Itch interagit de façon très forte 

avec l’endophiline tandis qu’elle montre une affinité intermédiaire avec les différentes 

formes d’amphiphysine exprimées dans le cerveau. Finalement, l’intersectine montre 

encore une fois l’interaction la plus faible parmi les protéines étudiées.  

4.6. Différents SH3 impliquent différentes capacités d’interactions? 

Une telle variation de l’interaction entre le PRD d’Itch et ses différents substrats 

pourrait refléter la préférence de ces derniers pour des séquences d’acides aminés 

particulières. En effet, les différentes protéines avec un domaine SH3 reconnaissent des 

séquences spécifiques contenues dans le PRD de leurs partenaires. La conformation que 

vont prendre ces acides aminés et leur nature vont alors dicter la force de leur affinité. 

Cette situation pourrait alors expliquer la variation de l’interaction avec Itch observée 

selon le substrat étudié. D’autres protéines montrent effectivement de telles 
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caractéristiques. Ainsi, l’amphiphysine est en mesure de lier à la fois le PRD de la 

dynamine et celui de la synaptojanine, cependant avec des dynamiques différentes. On 

constate que la synaptojanine possède une plus grande affinité pour l’amphiphysine que 

la dynamine (De Heuvel et al, 1997). Le SH3 de l’amphiphysine lie pourtant chez ces 

deux protéines des séquences de classe II présentant des similitudes. En effet, 

l’amphiphysine lie deux séquences précises de la synaptojanine soient les séquences 

PIRPSR et PTIPPR tandis que la séquence reconnue chez la dynamine est PSRPNR. 

Cette dernière est semblable au premier site reconnu chez la synaptojanine en ce sens 

qu’elles présentent toutes deux la forme PxxPx(R/K) avec en plus des résidus arginines 

disposés de façon identique (Owen et al, 1998; Cestra et al, 1999). Des résultats obtenus 

par cristallographie ont permis de montrer l’importance de ces résidus dans l’interaction 

entre la dynamine et l’amphiphysine. Ces chaînes latérales de ces acides aminés placés à 

la surface d’une même hélice de polyproline vont alors faire contact avec la surface du 

domaine SH3 et ainsi définir la spécificité de l’interaction (Owen et al, 1998). Étant 

donné qu’il existe des différences au niveau de l’interaction entre l’amphiphysine et deux 

domaines PRD présentant des similitudes de séquences,  il doit donc exister d’autres 

facteurs pouvant influencer la force du lien SH3-PRD. Parmi ceux-ci, il y a notamment 

l’accessibilité des séquences reconnues dans le PRD au sein de la protéine de même que 

l’accessibilité du domaine SH3 présent sur le substrat. Une autre possibilité serait un effet 

de compétition entre les différentes protéines à domaine SH3 pour un même PRD. Le cas 

de la liaison de la dynamine par la syndapine et l’endophiline illustre bien ce phénomène. 

Ces dernières vont en effet lier des séquences précises se chevauchant au sein du PRD de 

la dynamine. Cette situation fait en sorte que la liaison de l’une des protéines empêche la 
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liaison de la seconde. Il fut proposé que ce mécanisme puisse servir à réguler de façon 

temporelle l’endocytose en modifiant les acteurs protéiques selon le stade de formation 

des vésicules ou encore que cela puisse permettre d’accomplir de façon différente deux 

types d’internalisation (Anggono et Robinson, 2007). Cet exemple de compétition ne 

s’applique cependant pas à toutes les protéines à domaine SH3. Ainsi, la liaison de 

l’amphiphysine et de l’endophiline par la synaptojanine se fait sur des sites distincts de 

son PRD pouvant possiblement admettre leur liaison simultanée sur celle-ci (Cestra et al, 

1999; Micheva et al, 1997). Toutes ces caractéristiques peuvent donc expliquer les 

différences d’interactions observées dans nos expériences de BRET tout comme dans nos 

essais de chromatographie d’affinité et d’immunobuvardage de type Far Western. Ainsi, 

la présence dans le PRD d’Itch de deux séquences similaires à la séquence consensus de 

liaison du domaine SH3 de l’endophiline (PxRPPxPR) pourrait permettre d’expliquer la 

force de l’interaction observée. À l’inverse, la faible interaction observée dans le cas de 

l’intersectine pourrait plutôt s’expliquer par la conformation spécifique adoptée par cette 

protéine qui rend son domaine SH3 peu accessible pour établir des liaisons. Cette 

hypothèse permettrait d’expliquer pourquoi on observe une interaction entre Itch et le 

domaine SH3 isolé de cette protéine alors qu’il n’y en a pas avec la forme complète. 

4.7. Rôle d’Itch dans l’endocytose et la signalisation via l’ubiquitylation de 
protéines SH3 

Suite à la confirmation de ces différentes interactions et après avoir déterminé de 

façon grossière leur abondance relative au sein de la cellule, nous avons voulu en savoir 

plus sur le destin des protéines interagissant avec Itch. La nature de cette ligase lui 

confère la possibilité de modifier ses substrats en les ubiquitylant comme c’est le cas pour 
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certaines protéines impliquées dans l’endocytose telles l’endophiline et Cbl. Nous avons 

donc voulu vérifier si une telle ubiquitylation pouvait s’appliquer à nos protéines 

d’intérêt. Nos essais de chromatographie d’affinité sur des extraits de cellules 

surexprimant l’ubiquitine en présence ou non de la ligase nous ont permis de confirmer 

l’ubiquitylation de l’endophiline tel qu’établie précédemment (Angers et al, 2004; Azakir 

et Angers, 2009). De façon similaire, nous avons pu confirmer l’ubiquitylation de pacsine 

et de l’amphiphysine par Itch. Cependant, nous n’avons pas été en mesure d’observer 

l’ubiquitylation de l’intersectine. Cette dernière présentant un niveau d’interaction 

beaucoup plus faible par rapport aux autres protéines étudiées et étant plus difficile à 

surexprimer dans notre modèle cellulaire, ceci complique l’interprétation de nos résultats. 

Ainsi, nous ne pouvons confirmer l’absence d’ubiquitylation de l’intersectine hors de tout 

doute à l’aide des techniques employées, puisqu’elles dépendent en grande partie de la 

purification du substrat (intersectine) grâce à son affinité pour le domaine PRD d’Itch. Il 

serait donc nécessaire d’effectuer des tests plus poussés afin d’établir la conséquence de 

son interaction avec Itch. Toutefois, l’ubiquitylation de pacsine et de l’amphiphysine 

soulève tout de même la question du destin de ces différentes protéines ubiquitylées. La 

plupart des partenaires d’Itch, excepté ceux liés à sa régulation, présentent une 

ubiquitylation menant à une dégradation protéasomale. C’est le cas notamment de c-

FLIP, t-Bid, cbl et endophiline (Chang et al, 2006; Azakir et al, 2010; Azakir et Angers, 

2009). Cette situation confère à Itch la capacité de contrôler plusieurs processus 

cellulaires en affectant l’expression de protéines impliquées dans ces différentes voies. 

Ainsi, l’activité d’Itch menant à la dégradation de c-FLIP et t-Bid permet d’influencer le 

destin cellulaire en affectant différemment la mort cellulaire induite par TNFα (tumor 
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necrosis factor alpha) (Chang et al, 2006; Azakir et Angers, 2009). De plus, l’activité 

d’Itch serait impliquée dans l’endocytose des récepteurs à l’EGF via son effet sur les 

protéines Cbl et endophiline. Il fut en effet démontré que suite à une stimulation de ces 

récepteurs, il y a activation JNK-dépendante d’Itch menant à l’ubiquitylation et la 

dégradation de Cbl et d’endophiline. Ceci pourrait ainsi permettre une sorte de boucle de 

rétroaction entre la signalisation des récepteurs et leur internalisation en limitant la 

présence du complexe Cbl-CIN85-Endophiline nécessaire à l’endocytose (Azakir et 

Angers, 2009; Soubeyran et al, 2002). Ces observations nous amènent à penser que 

pacsine et l’amphiphysine puissent subir le même sort et que l’activation d’Itch pourrait 

possiblement modifier l’expression de ces protéines et limiter leur participation au 

phénomène d’endocytose. Itch pourrait ainsi constituer un régulateur important agissant 

sur plusieurs des molécules formant le complexe d’internalisation et donc être en mesure 

de stabiliser l’expression de certains récepteurs membranaires et de contribuer à 

accentuer leur signalisation. Ceci est particulièrement intéressant notamment dans le cas 

des récepteurs à l’EGF, étant donné que leur surexpression est observée dans plusieurs 

types de cancers et est associée à un taux de survie plus faible des patients atteints 

(Nicholson et al, 2001). De plus, on constate la surexpression d’Itch dans plusieurs 

lignées cancéreuses, ce qui porte aussi à penser qu’il existe un lien entre les effets d’Itch 

et la tumorigenèse (Ishihara et al, 2008). 

4.8. Ubiquitylation sur le SH3 d’endophiline et de l’amphisine 

De plus, cette étude nous a aussi permis de découvrir que l’endophiline et 

l’amphiphysine sont ubiquitylées spécifiquement sur leur domaine SH3. Cette 

caractéristique est similaire à la situation retrouvée chez la levure avec l’homologue 
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d’Itch, la ligase Rsp5p. Cette dernière est en effet responsable de l’ubiquitylation de 

l’homologue de l’endophiline/amphiphysine chez la levure, soit Rvs167. L’ajout d’une 

ubiquitine s’effectue sur la lysine 481 située dans le domaine SH3 de Rvs167. Cette 

modification se fait à l’endroit même ou le domaine SH3 lie habituellement ses ligands. 

De plus, il y a compétition entre les ligands liant le domaine SH3 via leur séquence 

PXXP et l’ubiquitine. Il fut donc proposé que ce type d’ubiquitylation serve de 

mécanisme de régulation des interactions établies par le domaine SH3 de Rvs167 

(Stamenova et al, 2004; Stamenova et al, 2007). L’ubiquitylation de l’endophiline sur son 

domaine SH3 semble donc être un trait conservé, même si dans ce cas il s’agit de l’ajout 

de chaînes d’ubiquitine menant plutôt à la dégradation.  
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5. Conclusion et perspectives  

Lors de ce projet de recherche, nous avons voulu établir une façon rapide et 

efficace de tester différentes interactions entre la ligase Itch et certains de ses substrats 

potentiels. Ainsi, nous avons entrepris d’appliquer la technique du BRET à notre modèle 

d’étude, soit la recherche de protéines impliquées dans l’endocytose et interagissant avec 

Itch via leur domaine SH3. La mise au point de cette technique s’est avérée utile pour 

obtenir des données nous renseignant sur ces différentes interactions. En plus de 

confirmer celles-ci in vivo, nous obtenons des indications quant à leur niveau 

d’interaction de même que l’affinité relative des protéines l’une envers l’autre. De cette 

façon, nous avons été en mesure de confirmer l’interaction établie précédemment entre 

Itch et l’endophiline (Angers et al, 2004; Azakir et Angers, 2009). Ces résultats nous ont 

aussi permis de découvrir l’interaction entre Itch et pacsine. Finalement, nous avons 

observé le lien entre Itch et les domaines SH3 isolés de l’amphiphysine, l’endophiline et 

l’intersectine. Ces informations s’avèrent utiles afin d’orienter nos efforts dans la 

recherche de substrats potentiels puisque nous avons été en mesure de confirmer les 

résultats obtenus par BRET à l’aide de techniques conventionnelles comme la 

chromatographie d’affinité et l’immunobuvardage de type Far Western. Ces expériences 

nous ont permis de démontrer un lien plutôt faible et possiblement indirect avec 

l’intersectine. Nous avons aussi observé un lien direct avec l’endophiline, l’amphiphysine 

et pacsine. Cette interaction est responsable de leur ubiquitylation par la ligase Itch. De 

plus, nous avons déterminé que cette ubiquitylation se produisait sur le domaine SH3 de 

l’endophiline et de l’amphiphysine. Tous ces résultats confirment que la mise au point du 

BRET pour notre étude s’est avérée particulièrement efficace pour déterminer la présence 
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d’interactions spécifiques. Il serait maintenant intéressant d’appliquer cette méthode afin 

d’effectuer des analyses plus diverses. On pourrait ainsi comparer rapidement 

l’interaction entre Itch et différentes classes de domaines SH3 afin de déterminer si 

certains types de domaines sont favorisés. De plus, nous pourrions facilement tester de 

nouvelles cibles potentielles impliquées dans les autres sphères d’activité d’Itch soit la 

mort cellulaire ou encore la différenciation (voir Annexe 1 et 2).  Bref, les capacités de 

cette technique sont innombrables et il reste fort à parier que bien d’autres chercheurs 

sauront tirer profit des informations qu’elle procure. 
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ANNEXE 1.  

The ubiquitin ligase Itch mediates the antiapoptotic activity of epidermal growth 
factor by promoting the ubiquitylation and degradation of the truncated C-terminal 
portion of Bid 

Cet article pour lequel je suis second auteur porte sur le projet de recherche d’un étudiant 
au doctorat du laboratoire (Bilal A. Azakir). Cette étude avait pour but de caractériser 
l’interaction entre la protéine proapoptotique t-Bid et la ligase Itch en plus de définir 
l’effet d’une telle interaction au niveau cellulaire. La mise au point de la technique du 
BRET et son application à mon sujet de recherche m’ayant amené à tester diverses 
interactions avec la ligase Itch in vivo, j’ai donc entrepris d’évaluer cette interaction avec 
t-Bid afin de confirmer les résultats obtenus par mon collègue par immunobuvardage. Ma 
participation se limite donc à la planification de cette expérience de même que sa 
réalisation et son analyse subséquentes en plus d’écrire les sections s’y rapportant. 

Résumé : 

La forme tronquée de la protéine Bid (t-Bid) est un intermédiaire important de l’apoptose 
induite par des ligands. Cette protéine fut démontrée comme étant sensible aux 
inhibiteurs de protéasomes et son expression diminue suite à l’activation des voies de 
signalisation induite par l’EGF (epidermal growth factor). Ici, nous démontrons que la 
protéine t-Bid est un substrat de la ligase Itch qui interagit spécifiquement avec la forme 
tronquée de Bid et l’ubiquityle, mais n’affecte pas la forme intacte de Bid. De cette façon, 
la surexpression d’Itch augmente la survie cellulaire en inhibant l’activité de la caspase 3. 
À l’inverse, si on inhibe Itch par ARN d’interférence on induit la mort des cellules et 
l’apoptose. Le traitement des cellules avec l’ EGF entraîne la phosphorylation et 
l’augmentation de l’activité de la ligase d’Itch. De plus, l’EGF augmente la survie des 
cellules lorsqu’on les traite aussi avec du TNF-α (tumor necrosis factor) qui induit la 
mort cellulaire, et ce dans un mécanisme dépendant de l’expression d’Itch. Nos travaux 
identifient Itch comme étant une molécule cruciale faisant le lien entre la signalisation de 
l’EGF et la résistance à l’apoptose par la diminution de l’expression de t-Bid, ce qui 
permet de spéculer sur le rôle des récepteurs à l’EGF et des inhibiteurs de protéasomes 
dans l’induction de l’apoptose et le traitement du cancer. 
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ANNEXE 2.  

Utilisation du BRET pour évaluer l’interaction entre la ligase de l’ubiquitine Itch et 
LITAF  

La mise au point du BRET afin de tester les interactions avec la ligase Itch permet son 
application à une foule de protéines potentielles, tel que démontré ici avec LITAF. Des 
résultats obtenus par notre laboratoire montrent un changement de localisation de la 
ligase Itch suite à sa coexpression avec LITAF. Cette petite protéine lysosomale est peu 
étudiée à ce jour. On sait toutefois que la mutation du gène codant pour cette protéine est 
associée à la maladie de Charcot-Marie-Tooth. L’intérêt de cette protéine pour notre 
laboratoire est son effet sur Itch via sa relocalisation des endosomes vers les lysosomes. 
Nous avons donc entrepris d’évaluer l’interaction entre ces protéines afin de déterminer si 
une interaction directe est à la base du phénomène observé. Les résultats ci-dessous 
représentent la confirmation de l’interaction obtenue par BRET dans le cadre des travaux 
préliminaires effectués pour mes études doctorales avec Dre Annie Angers. 
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