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RESUME 
 

 

 

Avant le début de ma thèse, le laboratoire avait découvert et caractérisé HDAC6, une 

Histone Déacétylase atypique qui possède deux domaines déacétylases et peut interagir 

directement avec l’ubiquitine, grâce à son domaine ZnF-UBP. De plus, le laboratoire avait 

montré que HDAC6 interagit avec UFD3/PLAP, un régulateur du recyclage de l’ubiquitine, et 

p97/VCP, un homologue murin de la chaperonne de levure Cdc48p. Cependant, aucune 

fonction biologique n’était connue pour HDAC6, notamment dans la voie d’ubiquitination des 

protéines. 

 

Nous avons tout d’abord observé que la surexpression de HDAC6 ralenti la 

dégradation des protéines poly-ubiquitinées, via le ZnF-UBP, son domaine de liaison à 

l’ubiquitine. Grâce à une série d’expériences, nous avons pu montrer que les complexes 

HDAC6-p97/VCP régulent directement la stabilité des protéines poly-ubiquitinées. 

L’accumulation intracellulaire de protéines poly-ubiquitinées peut être toxique  pour 

les cellules si aucune réponse cellulaire n’est engagée. En réalité, une telle accumulation 

active le facteur de transcription Heat Shock Factor 1 (HSF1) afin de promouvoir la survie de 

la cellule. Grâce à ces considérations, nous avons découvert que HDAC6 contrôle la réponse 

cellulaire à l’accumulation  de protéines polyubiquitinées et avons disséqué les mécanismes 

impliqués dans ce contrôle. Nous avons trouvé qu’en l’absence de stress, HDAC6 et HSF1 

sont en complexes avec p97/VCP et HSP90. Cependant, lorsque la concentrations 

intracellulaire en protéines poly-ubiquitinées augmente, comme lors d’une inhibition du 

protéasome, HDAC6 est re-larguée du complexe de manière ubiquitine et ZnF-UBP 

dépendante. Un tel re-largage  permet ensuite à p97/VCP d’activer HSF1 et d’engager la 

cellule dans la réponse au stress. 

 

 

Mots clefs : acétylation, ubiquitination, protéasome, stress cellulaire, Histone Déacétylase, 

HDAC6, ZnF-UBP, p97/VCP, HSF1. 
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AVANT-PROPOS 
 

 

 

La dégradation des protéines est un phénomène étroitement régulé au cours de la vie 

d’une cellule. Un système élaboré, ATP dépendant, qui permet la reconnaissance, le 

marquage, la prise en charge et la destruction des protéines à éliminer a été mis à jour voilà 

prés de 25 ans. En effet, Avram Hershko, Irwin Rose et Aaron Ciechanover ont découvert le 

système Ubiquitine-Protéasome chargé du contrôle qualité des protéines, qui par la suite se 

révéla être un processus puissant, contrôlant notamment la division, la différenciation et la 

mort cellulaire.  

Aussi fin soit-il, le système de modification des protéines par l’ubiquitine ne finit pas 

de surprendre de par sa complexité et l’étendue des variations qu’il décline. De nombreuses 

formes de mono et poly-ubiquitination furent découvertes, régulant en fait des phénomènes 

divers : internalisation de récepteurs, trafic vésiculaire, remodelage des organelles, 

autophagie, réparation de l’ADN, activité transcriptionnelle de la chromatine, 

bourgeonnement viral ou encore réponse immunitaire. De plus, les recherches montrent 

qu’une multitude de domaines récepteurs spécifiques des différentes formes de chaînes 

d’ubiquitine existe, ajoutant ainsi à l’interprétation des signaux et à la diversité du système. 

De ce fait, 25 ans après sa découverte, l’ubiquitination des protéines ne semble plus 

être un phénomène aussi limité.  

 

Découverte en 1999 au laboratoire par André Verdel et Saadi Khochbin, l’histone 

déacétylase HDAC6 se révéla rapidement atypique. Majoritairement cytoplasmique, elle 

possède un domaine de liaison à l’ubiquitine de type ZnF-UBP (Zinc Finger in Ubiquitin 

Specific Protease), très conservé chez les protéases spécifiques des chaînes d’ubiquitine. De 

plus, les travaux de Daphné Seigneurin-Berny et collègues, ont montré que HDAC6 est en 

complexe avec PLAP (Phospholipase A2-activating Protein) et p97/VCP (Valosin Containing 

Protein), deux facteurs impliqués dans l’ubiquitination et la dégradation des protéines par le 

protéasome. Ces découvertes ont rapproché HDAC6 du système d’ubiquitination des 

protéines. 
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Mes travaux de recherche ont porté sur la caractérisation des fonctions ubiquitine-

dépendantes de HDAC6. La première partie de mon introduction présentera l’état des 

connaissances sur les HDACs. J’appuierai mon développement sur HDAC6, ses substrats 

connus ainsi que les mécanismes auxquels cette enzyme prend part. Dans la seconde partie de 

mon introduction, après une brève présentation du système ubiquitine-protéasome, et des 

domaines de liaison à l’ubiquitine et aux chaînes d’ubiquitine, nous verrons comment la 

cellule est capable de survivre à un stress protéotoxique entraînant l’accumulation des 

protéines polyubiquitinées. Il m’a paru pertinent d’incorporer l’ensemble de ces données au 

manuscrit afin de faciliter la présentation de nos résultats.  

 

Les travaux effectués au cours de ma thèse ont permis de découvrir que le domaine 

ZnF-UBP est un domaine de très haute affinité pour l’ubiquitine. De plus, ils montrent que les 

complexes HDAC6-p97/VCP contrôlent le recyclage des protéines polyubiquitinées. Enfin, 

nous verrons que lors de l’accumulation toxique de telles protéines, HDAC6 déclenche une 

réponse cellulaire de survie, grâce à son domaine ZnF-UBP, et de manière ubiquitine 

dépendante. 
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Les Histones Déacétylases 
 

 

 

 

 

 

 



Figure I.1
Les différents niveaux de compaction 
de la chromatine ( tiré de Alberts et 
al., 1998).

Figure I.2
Contrôle de l’acétylation des lysines des 
histones par les Histone Acétyl-
Transférases (HATs) et les Histones 
DéAcétylases (HDACs).

Figure I.3
Phylogénie des 3 classes de HDACs 
chez les eucaryotes supérieurs. Chacune 
des séquences des HDACs humaines  de 
classe I, II et III ont été alignées avec 
multalin. L’arbre phylogénique a été
réalisé grâce au logiciel  PHYLIP. Les 
classes I, II et III sont indiquées, ainsi que 
les sous classes IIa et IIb. L’astérisque 
indique la position de HDAC11 dont 
certains travaux laissent penser qu’elle 
serait le membre fondateur d’une 4ème 
classe de HDACs.
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Chapitre 1 : Les Histones Déacétylases 
 

 

 

Dans les cellules eucaryotes, l’unité fondamentale de la chromatine est le nucléosome, 

composé d’ADN et d’histones. Il constitue le premier niveau de compaction de l’ADN dans le 

noyau. Régulièrement répétée, cette structure forme un nucléofilament, qui en se compactant 

en de successifs niveaux d’organisation, permet d’atteindre le niveau de compaction le plus 

élevé : celui de chromosome métaphasique (Figure I.1).  

Ces états de chromatine ne servent pas seulement d’éléments structuraux essentiels 

pour préserver l’information génétique, mais gouvernent également l’accessibilité des 

séquences d’ADN aux facteurs de transcriptions et à toutes leurs machineries. 

Trois mécanismes connus régulent cette structure : les facteurs de remodelage ATP 

dépendants, le remplacement d’histones ou de variants d’histones, et les modifications 

covalentes de la chromatine. 

Les modifications covalentes de la chromatine peuvent avoir lieu aussi bien sur l’ADN 

que sur les histones. Les histones sont notamment des cibles de l’acétylation, phosphorylation, 

méthylation, ubiquitination et ADP-ribosylation (Berger, 2001 ; Cosgrove et al., 2004). Ce 

type de modifications covalentes a été pour la première fois décrit en 1964 (Allfrey et al., 

1964) et fait toujours l’objet d’une recherche active. 

De nombreuses études se sont focalisées sur ces modifications post-traductionnelles 

des queues N-Terminales flexibles des histones qui régulent les différents états de compaction 

de la chromatine. En effet, l’acétylation  des queues des histones est contrôlée par des actions 

antagonistes de deux familles d’enzymes : les HATs (histone acétyl-transférases) et les 

HDACs (histones déacétylases). Les HATs transfèrent spécifiquement un groupement acétyl 

de l’acétyl co-enzyme A sur un groupe ε-amine d’un résidu lysine. Au contraire, les HDACs 

hydrolysent cet acétamide (Figure I.2).  

 

 

A. Présentation des HDACs 

 

Les HDACs ont pour la première fois été décrites chez la levure comme étant des 

régulateurs transcriptionnels tels que RPD3 (pour reduced potassium dependency 3), Hda1 
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(Rundlett et al., 1996) et Sir2 (pour silent information regulator 2, Imai et al., 2000 ; Landry 

et al., 2000).  

On compte aujourd’hui 11 HDACs reparties en 3 classes chez S.cerevisae. Les 

protéines Rpd3, Hos1 et Hos2 forment la classe I. Dans la seconde classe, on retrouve les 

protéines Hda1 et Hos3, d’après une étude phylogénique récente (Gregoretti et al., 2004 ; 

Rundlett et al., 1996). Enfin, la troisième classe est constituée des protéines Sir2 et les 4 

protéines Hst. 

Dans les autres organismes, les HDACs sont également regroupées en 3 classes, en 

fonction de leur degré d’homologie avec le domaine catalytique des HDACs précédemment 

citées (Figure I.3) : 

- Classe I homologue à Rpd3: HDAC1, 2, 3, 8 et 11,  

- Classe II homologue à Hda1 : HDAC4, 5,6, 7, 9, 10, 

- Classe III homologue à Sir2 : SIRT1 à 7. 

Les HDACs des deux premières classes sont structurellement très proches et utilisent 

comme cofacteur l’acétyl co-enzymeA. En revanche, les protéines SIRT on une activité 

déacétylase dépendante du NAD.  

 

 

B. Les HDACs de classe I 

 

1- Organisation des HDACs de classe I  

 

 La Figure I.4 résume les différentes structures primaires ainsi que les modifications 

des HDACs de classe I. 

 

1.1- HDAC1 et 2 

HDAC1 et 2 sont des enzymes fortement homologues (82% de similarité, Cress and 

Seto, 2000 ; Kao et al., 2000 ; Li et al., 2002 ; Wade et al., 2001). Il semble nécessaire que 

ces protéines soient en présence de cofacteurs pour moduler leur activité enzymatique, leur 

fixation sur l’ADN et leur ciblage sur le promoteur des gènes (Zhang et al., 1999). 

Brièvement, trois complexes protéiques contenant ces deux HDACs ont été caractérisés 

(Galasinski et al., 2002 ; Heinzel et al., 1997 ; Kao et al., 2000 ; You et al., 2001) : 

- le complexe Sin3A contenant mSin3ARbAp46/48 et SAP18/30 
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- le complexe NuRD (pour nuclear remodeling and deacetylating) complexe de 

CHD3/4, RbAp46/48 et MTA2, 

- le complexe CoREST contenant CoREST et p110. 

L’activité et l’assemblage de tels complexes répresseurs transcriptionnels est modulé par 

phosphorylation (Galasinsky et al., 2002 ; Pflum et al., 2001). 

 

1.2- HDAC3 

Plus proche structurellement de HDAC8 (34% de similarité) que de HDAC1 et 

HDAC2, il n’en reste pas moins que HDAC3 à aussi besoin de cofacteurs pour avoir une 

activité optimale. Notamment, des travaux  ont montré que les protéines SMRT, N-COR, 

HDAC4, 5 et 7 forment un complexe régulant l’activité de HDAC3 (Fischle et al., 2001 ; 

Guenther et al., 2001 ; Yang et al., 2002). 

 

1.3- HDAC8 

Contrairement aux autres HDACs, la participation de HDAC8 dans un complexe 

protéique co-répressif n’a pas encore été démontré. De façon surprenante, les travaux de 

Waltregny  et collègues montrent que HDAC8 est détectable dans le cytosol des cellules 

musculaires lisses en différenciation, et s’associe avec le cytosquelette d’actine. Dans les 

mêmes travaux, une extinction de HDAC8 par SiRNA a montré que sa présence est nécessaire 

à la contraction des fibres de collagène de type I (Waltregny et al., 2005). 

 

1.4- HDAC11 

Malheureusement, il existe peu de données à propos de HDAC11. Clonée et 

caractérisée en 2002, elle ne semble appartenir à aucun complexe répresseur transcriptionnel 

connu. Les travaux de Gao et collègues ont décrit cependant une interaction nucléaire 

prometteuse avec HDAC6 (Gao et al., 2002).  

 

 

2- Mécanisme de déacétylation des HDACs de classe I  

 

Les domaines catalytiques des HDACs de classe I et II sont formés d’environ 400 

acides aminés. Le site actif est constitue d’une poche tubulaire courbée. Le retrait du 

groupement acétyl, lors de la déacétylation du substrat, s’opère via un système de transfert de 

charge constitué de deux histidines adjacentes, deux acides aspartiques et d’une tyrosine.  



Figure I.4
Structures primaires et modifications 
des HDACs de classe I chez la levure 
et chez l’Homme.

Figure I.5
Structures primaires et modifications 
des HDACs de classe III chez la levure 
et chez l’Homme.

Figure I.6
Structures primaires et modifications des HDACs de classe II  chez 
la levure et chez l’Homme (sous classe IIa panneau du haut, IIb en 
bas). Les HDACs de classe IIb sont les seules HDACs connues à
posséder 2 domaines déacétylase. Néanmoins, chez HDAC10, seul le 
domaine déacétylase N-Terminal est fonctionnel alors que les 2 
domaines sont actifs chez HDAC6.
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Le composant essentiel du système de transfert de charge est la présence d’un atome 

de Zinc, immobilisé dans la poche catalytique (Finnin et al., 1999 ; Buggy et al., 2000). La 

TSA (Trichostatine A), déplace l’atome de zinc loin de la poche catalytique. Cette poche étant 

extrêmement conservée, ceci explique pourquoi toutes les HDACs de classe I et II sont 

inhibées par la TSA (Johnstone, 2002 ; Marks et al., 2001 ; Marmorstein et al., 2001 ; 

Yoshida et al., 2001). 

De façon extrêmement intéressante, dans le seul cas de HDAC8, il a été démontré que 

la phosphorylation d’un résidu sérine du domaine catalytique de HDAC8 permet de réguler 

son activité déacétylase (Somoza et al., 2004).  

 

 

C. Les HDACs de classe III 

 

 La Figure I.5 résume les différentes structures primaires ainsi que les modifications 

des HDACs de classe III. 

 

1- Organisation des HDACs de classe III 

 

Cette classe regroupe les HDACs homologues de la protéine Sir2 de S.cerevisae, 

appelées aussi Sirtuines. Cette protéine a été découverte à la suite d’une recherche de mutant 

empêchant la répression transcriptionnelle du loci HM (Homothallic Mating) chez la levure. 

 

 

2- Mécanisme de déacétylation des HDACs de classe III 

 

La famille des HDACs de class III contient un domaine catalytique de 275 acides 

aminés sans aucune homologie avec celui des HDACs des classes I et II. En effet, pour la 

classe III, la réaction de déacétylation de la lysine du substrat est couplée à la rupture d’une 

liaison de haute énergie du NAD (Nicotine adénine dinucléotide) (Moazed, 2001). Le produit 

d’une telle réaction est l’acétyl-ADP-ribose (Avalos et al.,  2005 ; Tanner et al.,  2000). 

La structure de 4 sirtuines (Sir2-Af1 et Sir2-Af2 d’Archaeglobus fulgidus, SirT2 

humaine et Hst2 de levure) ont été obtenues à une résolution atomique. Différents travaux ont 

mis en évidence de nombreux points intéressants (Avalos et al.,  2002 ; Finnin et al.,  2001 ; 

Min et al.,  2001 ; Zhao et al., 2004). Brièvement, chacune des sirtuines est organisée en deux 
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domaines globulaires. Le domaine de fixation du NADH fait face à un plus petit domaine où 

se situe le site catalytique contenant le zinc responsable de la rupture de liaison de haute 

énergie du NAD (Sherman et al.,  1999). L’organisation de cette poche à NADH prédit qu’à 

haute concentration, le nicotinamide peut inhiber la réaction de déacétylation (Bitterman et 

al., 2002). 

 Les études menées jusqu'à ce jour laissent penser que les sirtuines possèdent une 

certaine spécificité de substrat (Avalos et al.,  2002 ; Min et al., 2001 ; North et al., 2003).  

 

 

3- Fonctions et régulations des sirtuines  

 

 Chez la levure, Sir2 est retrouvée dans 2 complexes majeurs : 

  -  contenant Sir3 et 4 : ce complexe est responsable du « silencing » du 

télomère et du loci HM. 

  - comprenant Net1 et cdc14 : ce complexe supprime les recombinaisons 

génétiques au sein du locus de l’ADNr. 

 

 De façon très excitante, puisque le niveau de NAD est directement dépendant de 

l’activité cellulaire, les travaux de Lin et collègues décrivent que Sir2 est régulée par des 

voies métaboliques (Lin et al., 2000). Lors de la croissance en  conditions riches en glucose, 

l’augmentation du métabolisme induit une réduction massive de NAD en NADH. Cette 

réduction du taux de NAD supprime l’activité déacétylase de Sir2 et augmente le taux de 

recombinaison. Certains auteurs pensent donc à l’inverse que la diminution du métabolisme 

chez la levure provoquerait une augmentation de la durée de vie, dans un phénomène Sir2 

dépendant (Defossez et al., 2001 ; Guarente et al., 2000). Cependant ces conclusions restent 

très controversées, notamment chez l’Homme (Michishita et al., 2005).  

 Chez l’Homme, on ne dénombre pas moins de 7 sirtuines (Frye, 2000). Nous ne 

parlerons ici que des SIRT1 et 2 car elles sont très largement étudiées. 

 

3.1- SIRT1 

 Le facteur de transcription TAFI68, nécessaire à la régulation du complexe 

transcriptionnel comprenant l’ARN polymérase I, a été le premier substrat identifié de SIRT1 

(Muth et al., 2001). Depuis le  travail de Takata et Ishikawa, on note aussi que SIRT1 

interagit avec de nombreux répresseurs transcriptionnels à domaine Hélice-Tour-Hélice 
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(Takata and Ishikawa, 2003). De plus, Fulco et collègues (Fulco et al., 2003) ont montré que 

SIRT1 inhibe la HAT PCAF et le facteur de transcription MyoD en les déacétylant.  

 Enfin, de nombreuses études suggèrent que SIRT1 est capable de déacétyler p53, et 

que cette déacétylase régulerait donc étroitement l’apoptose (Gu and Roeder, 1997 ; Langley 

et al., 2002 ; Liu et al., 1999 ; Luo et al., 2001 ; Sakaguchi et al., 1998). 

 

3.2- SIRT2 

 Tout comme son homologue de levure Hst2, SIRT2 est localisée dans le cytoplasme 

(Afshar and Murnane, 1999 ; Perrod et al., 2001). Chez la levure, Hst2 affecte le « silencing » 

de la chromatine par un mécanisme inconnu.  

 Comme nous le verrons plus tard pour HDAC6, SIRT2 co-localise avec le réseau de 

microtubules et déacétyle l’α-tubuline, en position K40 (North et al., 2003). De plus, il 

semblerait que SIRT2 et HDAC6 soient capables de former un complexe endogène, bien que 

la fonction de tels complexes n’ait jamais été décrite (North et al., 2003).  

 Enfin, certains travaux laissent penser que SIRT2 pourrait être un suppresseur de 

tumeur (Hiratsuka et al., 2003).  

 

 

D. Les HDACs de classe II 

 

 La Figures I.6 résume les différentes structures primaires ainsi que les modifications 

des HDACs de classe II. 

 

1- Organisation des HDACs de classe II : 

 

 Les HDACs de classe II existent dans de nombreux organismes eucaryotes. Ces 

enzymes possèdent un domaine déacétylase ayant des identités de séquences très fortes avec 

le domaine déacétylase de Hda1 de levure.  

 Chez les mammifères, 6 HDACs composent la classe II des HDACs, et sont divisées 

en 2 sous-classes :   

- classe IIa : HDAC4, 5, 7 et 9, 

- classe IIb : HDAC6 et 10. 
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(Fischle et al., 1999 ; Fischle et al., 2001; Guardiola and Yao, 2002 ; Grozinger et al., 1999 ; 

Kao et al., 2000 ; Miska et al., 1999 ; Tong et al., 2002 ; Verdel and Khochbin, 1999 ; Wang 

et al., 1999). 

 

 

2- Mécanisme de déacétylation des HDACs de classe II 
 
 Comme nous l’avons vu plus haut, le mécanisme de déacétylation de la classe II des 

HDACs est le même que celui de la classe I (Cf. paragraphe B.2). 

  

 

3- Les HDACs de la sous-classe IIa 

 

3.1. Fonctions et régulation des HDACs de la sous-classe IIa  

 Comme leur homologue Hda1 chez la levure, les HDACs de classe IIa ont 

principalement une fonction de co-répresseurs transcriptionnels. En effet, en plus de leurs 

domaines déacétylase, ces enzymes agissent avec d’autres co-répresseurs ou se fixent 

directement sur des facteurs de transcriptions comme MEF2, NF-AT3c, BCoR et Runx3 (Kao 

et al., 2000 ; Lemercier et al., 2000 ; Sparrow et al., 1999 ; Wang et al., 1999 ; Zhou et al., 

2000). 

 La régulation de l’expression des HDACs de classe IIa est tissu-spécifique. On note 

que la plupart  sont fortement exprimées dans le muscle squelettique, le cœur, le cerveau et le 

thymus avec des rôles capitaux lors de la différentiation cellulaire (Verdin et al., 2003 ; 

Sengupta and Seto, 2004)). 

 A la régulation de l’expression tissu spécifique, nous pouvons ajouter un second mode 

contrôle des HDACs, l’exemple typique étant  l’épissage alternatif de HDAC9. Les 

différentes isoformes générées sont alors soit cytoplasmiques, soit nucléaires comme dans le 

cas de MITR (Petrie et al., 2003, Sparrow et al., 1999 ; Zhang et al., 2001). Les travaux de 

Zeremski et collègues montrent qu’au moins une autre HDAC de classe IIa subit le même 

type de régulation : HDAC4 (Zeremski et al., 2003). 

 

3.2. Compartimentalisation sub-cellulaire des HDACs de la sous-classe IIa  

 Les déacétylases de la sous-classe IIa ont une localisation aussi bien nucléaire que 

cytoplasmique (Grozinger and Shreiber, 2000 ; Khochbin et al., 2001 ; Miska et al., 1999).  
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De plus, ces HDACs possèdent un signal d’import ou d’export nucléaire nécessaire au trafic 

nucléo-cytoplasmique (McKinsey et al., 2000a ; McKinsey et al., 2001 ; Wang and Yang, 

2001).  

 La localisation subcellulaire des HDACs de classe IIa est affectée par la privation de 

sérum (Dressel et al., 2001), la dépolarisation membranaire (Chawla et al., 2003) et l’hypoxie. 

Ce dernier cas de figure est illustré par HDAC7, transloquée dans le noyau à la suite d’une 

hypoxie, tandis que cette HDAC réside dans la mitochondrie en conditions physiologiques 

(Bakin and Jung, 2004 ; Kato et al., 2004). 

 D’autre part, les travaux precurseurs de Borghi et d’autres équipes ont montré que 

MEF2 et HIF1α participent à la relocalisation nucléaire de la sous-classe IIa (Borghi et al., 

2001 ; Chan et al., 2003 ; Kato et al., 2004). Au contraire, l’export nucléaire des HDACs de la 

sous-classe IIa est dépendant de la protéine CRM1 (Fischle et al., 1999 ; Grozinger and 

Shreiber, 2000 ; Kao et al., 2001).  

 La protéine 14-3-3, comme de nombreuses protéines, joue un rôle important dans la 

rétention cytoplasmique des HDACs de classe IIa (Grozinger and Shreiber, 2000 ; Kao et al., 

2001 ; Wang et al., 2000). La fixation de la protéine 14-3-3 affecterait notamment la 

localisation sub-cellulaire de MITR, et son association avec HDAC7, empêcherait sa 

dégradation protéasomale, contribuant ainsi à son accumulation cytoplasmique (Li et al., 

2004 ; Zhang et al., 2001b).  

 Les CAMKs I, II, IV phosphorylent les HDACs sur leurs sites de fixation de la 

protéine 14-3-3. Elles interviennent dans leur export nucléaire (Kao et al., 2001 ; Linseman et 

al., 2003). Il semblerait que des kinases, distinctes des CAMKs, puissent aussi réguler ces 

HDACs sur des sites identiques (Zhang et al., 2002 ; Zhao et al., 2001). Parmi elles, la PKD1 

qui phosphoryle HDAC5 et 7 a récemment été découverte (protéine kinase D1 - Parra et al., 

2005 ; Vega et al., 2004). Dans le cas de HDAC4, à la suite d’un signal extracellulaire, la 

protéine oncogénique Ras accroît sa localisation nucléaire en stimulant sa phosphorylation par 

la kinase 1 et 2 e (Zhou et al., 2000b). 

 Au contraire, d’autres modifications, comme la monoubiquitination et la sumoylation 

de HDAC4, 5 et 9 ne semblent pas avoir d’impact sur leur localisation sub-cellulaire. (Hook 

et al., 2002 ; Kirsh et al., 2002 ; Petrie et al., 2003 ; Tatham et al., 2001).  
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4- Les HDACs de la sous-classe IIb 

 

4.1. Fonctions et régulations des HDACs de la sous-classe IIb : 

 La sous-classe IIb des HDACs comporte à l’heure actuelle deux membres : HDAC6 et 

10. La protéine HDAC6 fera l’objet d’une analyse bibliographique exhaustive dans les 

prochaines pages. 

 HDAC10 est le membre découvert le plus récemment dans la sous-classe IIb. Deux 

espèces d’ARNm de tailles différentes ont été découvertes, suggérant l’existence de deux 

variants d’HDAC10 (Fischer et al., 2002). L’analyse des séquences protéiques montre que 

HDAC10 est homologue à HDAC6 (37% de similarités – Guardiola and Yao, 2002). 

 HDAC10 renferme une séquence NES et deux domaines déacétylase. Cependant, le 

domaine catalytique N-Terminal est le seul fonctionnel. De plus, deux domaines putatifs de 

fixation de la protéine RB ont été découverts sur HDAC10, suggérant un rôle dans le contrôle 

du cycle cellulaire. 

 Il a de plus été montré que HDAC10 interagit avec HDAC1, 2, 3, 4, 5 et 7 et SMRT. 

Bien que cela reste controversé, il semblerait que HDAC10 ne puisse pas interagir avec 

HDAC6. Quoiqu’il en soit, ces associations possibles avec d’autres HDACs nous indiquent 

que cette protéine aurait plus un rôle de recruteur d’autres HDACs qu’une fonction de 

déacétylase (Fischer et al., 2002 ; Guardiola and Yao, 2002 ; Kao et al., 2002 ; Tong et al., 

2002). 
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Chapitre II 
La Déacétylase HDAC6 
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Chapitre II : La déacétylase HDAC6 
 
 
 

A. Présentation de HDAC6 

 

Découverte en 1999 chez la souris (Verdel and Khochbin, 1999), HDAC6 est une 

enzyme atypique : c’est la seule déacétylase à posséder deux domaines déacétylases 

fonctionnels. De plus, ces domaines sont associés à un domaine ZnF-UBP (Zinc Finger in 

specific Proteases, Figure II.1). Enfin, cette protéine est localisée exclusivement dans le 

cytoplasme grâce à un mécanisme actif (Figure II.2). 

Comme les autres HDACs de la classe II, HDAC6 est exprimée de façon tissu 

spécifique : testicules, cœur, foie, reins et pancréas (Grozinger et al., 1999 ; Verdel and 

Khochbin, 1999). 

De façon intéressante, l’activité déacétylase de HDAC6  est résistante à la trapoxine B, 

une toxine fongique qui inhibe toutes les HDACs de classe I et II (Furumai et al., 2001). En 

revanche, comme les HDACs de classe I et II, l’activité déacétylase de HDAC6 est inhibée 

par la TSA. Une analyse attentive de ses domaines déacétylase nous montre qu’ils sont 

hautement conservés chez HDAC6 depuis le nématode et la drosophile jusqu’aux 

mammifères. Il semblerait que ces deux domaines déacétylase coopèrent pour que HDAC6 

aient une activité déacétylase (Zhang et al., 2003). 

 

 

B. HDAC6 et la navette nucléo-cytoplasmique 

 

 Comme la plupart des HDACs de classe II, HDAC6 transite entre le noyau et le 

cytoplasme (Verdel et al., 2000). Bien que HDAC6 ne se fixe pas à la protéine 14-3-3, sa 

localisation subcellulaire est activement régulée. 

 Premièrement, trois séquences NES indépendantes ont été identifiées. Ces séquences 

sont similaires à celles initialement décrites pour l’export nucléaire de la protéine Rev du 

VIH-1 et de la protéine Rex de HTLV (human T-cell leukemia virus type1), contrôlé par la 

protéine CRM1 (Bogerd et al., 1996). Seule la séquence NES côté N-terminal est essentielle 

pour maintenir mHDAC6 dans le cytoplasme.  

  



Figure II.1
Le domaine ZnF-UBP de HDAC6 murine est un domaine hautement conservé chez 
les USPs. Abréviations : USPs : Ubiquitin Specific Proteases; HD : domaine Histone 
Déacétylase; ZnF-UBP : Zinc Finger in Ubiquitin specific protease. Les USPs 1,2, 3 et 4 
sont respectivement USP3 humaine (AF073344),  USP20 humaine (AB023220), USP de 
S.pombe (AL021838), USP de S.cerevisae ( P38237). Adapté de Verdel and Khochbin, 
1999. 

Figure II.2
HDAC6 est une HDAC majoritairement cytoplasmique. La localisation sub-cellulaire de 
HDAC6 murine est différente des autres HDACs. L’utilisation de leptomycine B permet en 
fait de constater que l’enzyme est activement expulsée du noyau  (tiré de Verdel and
Khochbin, 1999). 
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Deuxièmement, le blocage de l’activité CRM1 par la leptomycine B entraîne une 

redistribution et une relocalisation nucléaire de mHDAC6.  

 Chez la souris, en l’absence de stimulus, la majorité de mHDAC6 (HDAC6 murine) 

est localisée dans le cytoplasme. Pourtant, un arrêt du cycle cellulaire est associé à une 

translocation partielle de la protéine dans le noyau (Verdel et al., 2000). 

 En revanche, chez l’Homme, le contrôle de la localisation subcellulaire de HDAC6 

semble différent. Ainsi, contrairement à ses orthologues, hHDAC6 possède un domaine 

supplémentaire appelé SE14 (Bertos et al., 2005). Placé entre le deuxième domaine 

déacétylase et le domaine ZnF-UBP, ce tetradecapeptide provoque la rétention cytoplasmique 

de hHDAC6, toutefois le mécanisme d’action reste encore obscur. 

 

 La localisation de HDAC6 dans la cellule est primordiale, car elle contribue 

directement à ses interactions avec ses substrats. 

 

 

C. Substrats et partenaires de HDAC6 

 

 L’ensemble des substrats et partenaires de HDAC6 sont répertoriés dans le tableau 

II.1. 

 

1- HDAC6 en tant que tubuline déacétylase 

 

 Les microtubules sont des structures cylindriques du cytosquelette retrouvées dans 

toutes les cellules eucaryotes et impliquées dans de nombreux processus cellulaires, comme la 

mitose, le transport vésiculaire ou d’organites et la mobilité des flagelles (Luduena et al., 

1998). La sous unité structurale des microtubules est un complexe heterodimèrique d’environ 

100kDa, composé d’α et de β-tubuline. Les fonctions de la tubuline sont affectées par des 

modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, la polyglutamination, la 

polyglycylation, la détyrosination et l’acétylation (MacRae, 1997). 

 Bien que la dénomination « histone déacétylase » soit utilisée dans la nomenclature, le 

premier substrat physiologique découvert de HDAC6 fut l’α-tubuline et non les histones 

(Hubbert et al., 2002). 
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1.1- Déacétylation de la tubuline et formation des ostéoclastes 

 L’os est composé de cellules et d’une matrice extracellulaire minéralisée. Il se 

renouvelle grâce à ses deux composants cellulaires, à savoir l’ostéoblaste qui construit la 

matrice osseuse et l’ostéoclaste qui la détruit. 

 L’ostéoclaste est une cellule hématopoïétique dérivant de la lignée monocytaire (Boyle 

et al., 2003). Pour permettre leur fixation au substrat ou bien leur migration, les ostéoclastes 

se reposent sur une structure d’adhésion particulière : le podosome. Il semble que ces 

structures définissent une zone de résorption de la matrice osseuse (Vaananen et al., 2000). 

Une étude a élucidé les questions posées par la dynamique interne des podosomes lors de la 

différenciation ostéoclastique (Destaing et al., 2005). Grâce à ces travaux, on peut constater 

qu’une inhibition de l’activité déacétylase de HDAC6 stabilise les podosomes par hyper 

acétylation du cytosquelette de tubuline. Au contraire, mDia2, un effecteur de RhoGTPase 

augmente l’activité déacétylase de HDAC6 et accroît la dynamique des microtubules. Ces 

résultats indiquent que le niveau d’acétylation des microtubules est contrôlé par HDAC6, et 

demeure crucial dans la fonction et la différenciation ostéoclastique.  

 

1.2- Déacétylation de la tubuline et organisation de la synapse immunitaire 

 La synapse immunitaire est une jonction spécialisée entre lymphocytes T et CPAs 

(cellules présentatrices d’antigènes). Elle est capitale pour l’activation des cellules T 

(Blanchard and Hivroz, 2002). Lors de la formation d’une telle synapse, HDAC6 se concentre 

rapidement au niveau de la synapse immunitaire, déplacement corrélé avec une déacétylation 

des microtubules. Dès lors, il semblerait que HDAC6 puisse jouer un rôle dans le 

réarrangement de la membrane et du cytosquelette ainsi que dans la synthèse d’interleukine 2 

(Serrador et al., 2003). 

 

 

2- HDAC6 et infection du VIH-1 

 

 La fixation du VIH-1 sur des lymphocytes T provoque une hyper acétylation de l’α-

tubuline des lymphocytes T (Iyengar et al., 1998 ; Jernigan et al., 2000). Mécanistiquement, il 

semble que l’état d’acétylation de l’α-tubuline régisse la tension dynamique de la membrane 

plasmique, affecte le phénomène de fusion et d’infection du VIH-1 enveloppé. Des 

expériences d’ARN interférence ont permis de montrer que l’activité tubuline spécifique de 
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HDAC6 freine l’infection virale en augmentant très fortement le contact entre l’α-tubuline et 

la membrane plasmique, grâce à une déacétylation spécifique de l’α-tubuline (Valenzuela-

Fernandez et al., 2005). 

 

 

3- HDAC6 et HSP90 

 

 Des études portant sur le récepteur aux glucocorticoïdes (GR) ont montré qu’à l’état 

non stimulé, ce récepteur est séquestré dans des hétéro complexes formés de HSP90, HSP70, 

des co-chaperonnes HSP40, P23, HOP et des immunophilines FKBP52 et CyP40. Dès lors, le 

GR est maintenu dans une conformation optimale pour fixer le glucocorticoïde (Pratt, 1993). 

Une fois lié à son ligand, le GR est alors transloqué dans le noyau pour activer la transcription 

de ses gènes cibles (Rajapandi et al., 2000). 

 Dans deux études indépendantes, HSP90 a été identifié comme étant un substrat de 

HDAC6 (Bali et al., 2005 ; Kovacs et al., 2005). Ainsi, en l’absence d’activité spécifique de 

HDAC6, HSP90 est hyper acétylée, phénomène abolissant son activité chaperonne. La 

fixation du glucocorticoïde par le GR est alors compromise. Via un contrôle de l’état 

d’acétylation de HSP90, HDAC6 semble donc nécessaire à l’activation transcriptionnelle des 

cibles de GR (Aoyagi and Archer, 2005 ; Kovacs et al., 2005 ; Murphy et al., 2005). 

 

 

4- HDAC6 et p97/VCP 

 

4.1- Présentation de p97/VCP 

La AAA-ATPase p97/VCP est l’un des membres les plus étudié de cette famille de 

protéines, comme étant présente dans de nombreux processus cellulaires. Des découvertes 

récentes ont néanmoins souligné son rôle de protéine « purgatoire » dans le système 

ubiquitine-protéasome, plus spécialement de par son rôle dans l’adressage des protéines 

polyubiquitinées.  

 

 p97 (aussi appelée VCP chez les mammifères et Cdc48p chez la levure 

S.cerevisae) est un membre important des AAA-Atpases magnésium dépendantes a boucle 

Walker P. Elle fonctionne en tant qu’homo hexamère avec 2 cassettes AAA formant des 

anneaux superposés, qui couplent des cycles d’hydrolyse de l’ATP avec des changements 
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conformationnels de ces hexamères (Pie et al., 2006). Originellement identifiée comme une 

protéine requise dans l’assemblage des organelles par fusion grâce à des méthodes de 

biochimie, p97 a rapidement émergé comme composant biochimique et génétique dans des 

voies de signalisation additionnelles, incluant l’âprétement des précurseurs de facteurs de 

transcription, de la dégradation des protéines associée au réticulum endoplasmique (ERAD), 

dans la régulation du cycle cellulaire et dans la réparation de l’ADN (Wang et al., 2004). Le 

rôle nécessaire et bien établi de p97 dans la rétro translocation des substrats de l’ERAD 

souligne fortement son impact dans l’extraction des substrats ubiquitinés et leur adressage 

conséquent au protéasome. Cependant, ces différents résultats contrastent avec ses rôles 

apparents dans la fusion membranaire des organelles, qui implique p97 dans la dé-

ubiquitination des substrats plutôt que dans leur dégradation (Uchiyama and Kondo, 2005). 

De nombreuses études récentes ont maintenant établies un nouveau paradigme dans lequel 

p97 joue un rôle purgatoire (décideur) dans la régulation du niveau d’ubiquitination des 

substrats, qui est corrélé avec les différentes fonctions  observées précédemment. 

 

4.2- Coopérativité fonctionnelle avec les E3s ligases 

 p97 emploie un mécanisme bipartie dans le recrutement des substrats impliquant 

une reconnaissance directe des domaines mal repliés des protéines et une interaction indirecte 

avec les résidus d’ubiquitine (Ye et al., 2003). Une notion communément admise est que les 

substrats doivent être d’abord âpretés par la machinerie de conjugaison d’ubiquitine avant leur 

reconnaissance et leur recrutement par les adaptateurs dépendants de l’ubiquitine. Cependant, 

des données récentes ont montré un rôle actif de p97 dans la reconnaissance des substrats et 

leur présentation aux E3s ligases. Cdc48p, la protéine de levure orthologue de p97, fonctionne 

dans une nouvelle voie de fusion dégradation des protéines, en coordination avec son 

partenaire Ufd1p/Npl4p, et la E4 Ufd2p. Ces protéines forment un complexe stable qui 

catalyse l’extension des chaînes de poly-ubiquitine. De façon importante, la stabilité d’un tel 

complexe est contingent de l’assemblage simultané des composants, soulignant ainsi le fait 

que p97/Cdc48p pourrait médier la présentation du substrat a la machinerie d’ubiquitination 

des protéines (Richly et al., 2005). En corrélation, de nombreux résultats récents ont souligné 

l’association de p97 avec diverses E3, incluant les Protéines d’ERAD SCFfbs1,2 ligases 

(Skp1p/cullin/F Box protein), et la Dorfine, une E3 ligase surexprimée en conditions 

neurodégénératives de type RING-IBR (Ishigaki et al., 2004 ; Yoshida et al., 2005). De façon 

surprenante, dans chaque cas observé, il semble nécessaire que les substrats soient accessibles 

a p97 pour que l’activité E3 ligase soit couplée à ces substrats.  
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Le mécanisme par lequel p97 participe à l’ubiquitination des substrats reste cependant 

à éclaircir. Le fait que l’interaction de Cdc48p avec les protéines ubiquitinées et Ufd2p soit 

réduite de façon concomitante chez les souches mutantes ufd1-2 et npl4-1, indique que les 

protéines cibles doivent  être recrutées par une protéine adaptatrice avant l’assemblage du 

complexe E3 (Richly et al., 2005). Puisque Ufd2p a un rôle inhabituel dans l’élongation des 

chaînes de poly-ubiquitine, il est possible que pour s’assurer la dégradation rapide des 

protéines, p97 couple l’étape d’extraction des protéines avec leur poly-ubiquitination. 

Remarquablement, Cdc48p semble restreindre l’élongation des chaînes de poly-ubiquitine 

dépendante de Ufd2p. Une fois poly-ubiquitinées, les substrats sont ensuite dirigés vers le 

système trimèrique Ufd2p/Dsk2p/Rad23p qui va, à son tour, provoquer le transfert des 

substrats poly-ubiquitinés au protéasome (Richly et al., 2005). 

 

4.3- Au carrefour des systèmes de sauvetage et de dégradation des protéines 

De la même façon que p97 est capable d’interagir avec la machinerie de conjugaison 

d’ubiquitine, Cdc48p a aussi été identifié en tant que constituant de complexes qui inhibent 

directement l’activité E3 ou qui dé-ubiquitinent activement le substrat. De façon surprenante,  

Ufd2p et le motif WD-40 de la protéine Ufd3p sont en compétition pour la liaison à Cdc48p et 

partagent le même site d’accrochage sur son domaine C-Terminal (Rumpf and Jentsch, 2006). 

Conséquemment, en fonction de l’association avec le cofacteur, Cdc48p peut soit promouvoir 

ou inhiber l’ubiquitination d’un seul et même substrat. Il a notamment été montré qu’un excès 

de Ufd2 provoque la dégradation d’Ub-proline-β-galactosidase tandis qu’un excès de Ufd3p 

permet sa stabilisation. De plus, même en présence d’un substrat déjà ubiquitiné, 

Cdc48pUfd1/Npl4 est capable de former un complexe de dé-ubiquitination à la fois avec Otu1p 

(membre de la famille Ovarian Tumor family et qui possède une activité dé-ubiquitinase), et 

Ufd3p. En retour, ce complexe entre en compétition avec Ufd2p pour l’apprêtement du 

facteur de transcription transmembranaire Spt23p impliqué dans la voie d signalisation OLE. 

De ce fait, en fonction de la demande métabolique, Cdc48p est capable de participer a cet 

apprêtement avec des conséquences opposées (ubiquitination et activation de Spt23p ou dé-

ubiquitination et stabilisation du facteur de transcription sur la membrane du réticulum 

endoplasmique). De façon intéressante, en plus de l’activité de Cdc48p, le dénominateur 

commun dans ce processus est la nécessité de l’heterodimère Ufd1p/Npl4, qui permet a 

Cdc48p d’interagir avec son substrat (Rumpf and Jentsch, 2006). 

Ces découvertes ont établi un nouveau rôle pour p97/Cdc48p dans la régulation de la 

stabilité des protéines substrat et soulèvent de nombreuses questions autour de la base 
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biochimique de ce mécanisme. Le fait que p97 est considérablement plus abondant que ses 

partenaires suggèrent que l’expression, la stabilité ou la localisation de ses cofacteurs puissent 

être des déterminants importants de l’identité des complexes assemblés. Alternativement, p97 

et ses cofacteurs pourraient être sujets à des modifications post-traductionnelles dynamiques 

qui déterminent l’identité des complexes assemblés au sein de localisations sub-cellulaires et 

en fonction de la demande métabolique. Il ne serait pas surprenant de considérer que la 

phosphorylation de p47 dépendante par Cdc2 au cours du cycle cellulaire régule sa 

localisation au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique ou de l’appareil de Golgi, 

et puisse affecter son association avec p97 (Uchiyama and Kondo, 2005). De façon similaire, 

la phosphorylation AKT-dépendante de p97 régule l’interaction de p97 avec ses substrats 

ubiquitinés, bien qu’il ne soit pas clair si cela est dû  à un effet direct sur l’interaction avec le 

substrat ou à l’abolition des interactions de p97 avec ses cofacteurs (Klein et al., 2005).Qui 

plus est, p97 pourrait aussi être considérée comme une chaperonne coordonnant la pression 

métabolique de synthèse ou de dégradation protéique. En fonction de l’état de repliement de 

la protéine, p97 semble pouvoir choisir de chaperonner la protéine substrat et la recycler ou au 

contraire de promouvoir son ubiquitination puis sa dégradation. En considérant que p97 

intervient dans de nombreux processus cellulaires et possède des liens très forts avec la 

machinerie d’ubiquitination, il est  logique de penser que les études de p97 vont être 

poursuivies à l’avenir. 

 

 

5- Substrats et partenaires nucléaires de HDAC6 

  

 HDAC6 est capable de déacétyler in vitro un peptide acétylée de la queue N-

Terminale de l’histone H4 (Verdel and Khochbin, 1999 ; Seigneurin-Berny et al., 2001), et 

bien que localisée majoritairement dans le cytoplasme par un mécanisme actif qui l’expulse 

du noyau, HDAC6 interagit aussi avec des protéines nucléaires, in vivo. Ainsi, des 

expériences de transfections transitoires ont montré que le recrutement de HDAC6 sur un 

promoteur réprime la transcription, ceci suggérant que la présence de HDAC6 dans le noyau 

aurait un impact, sur l’activité transcriptionnelle de certains gènes (Girdwood et al., 2003 ; 

Westendorf et al., 2002 ; Zhang et al., 2003). Comme nous allons le voir, HDAC6 possède en 

fait de nombreux partenaires nucléaires, bien que la majorité des études sur l’enzyme portent 

sur ses fonctions cytoplasmiques. 
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5.1. Le facteur de transcription runx2 

 Runx2 est un facteur de transcription impliqué dans la formation de l’os (Ogawa et al., 

1993 ; Westendorf and Hiebert, 1999 ; Zaidi et al., 2001). Dans des lignées ostéoblastiques, 

HDAC6 est capable d’interagir avec Runx2. Elle est alors recrutée sur la chromatine et 

réprime le promoteur de p21WAF (Westendorf et al., 2002). 

 

5.2. Le co-répresseur LCoR 

 LCoR (ligand dependent corepressor) est un co-répresseur transcriptionnel localisé 

exclusivement dans le noyau, intervenant lors du développement fœtal de façon HDAC 

dépendante. HDAC6 est capable d’interagir avec LCoR in vitro et in vivo dans des cellules 

MCF-7 et semble permettre une répression transcriptionnelle des cibles de LCoR (Fernandes 

et al., 2003). 

 

5.3. La HAT P300 

 Une étude de Ma et collègues a montré que l’histone acétyl transférase p300 peut 

recruter HDAC6 au niveau du noyau. En retour HDAC6 contrôle sa fonction HAT et réprime 

son activité transcriptionnelle (Ma et al., 2005). 

 

5.4. HDAC6 et sumoylation 

 La sumoylation est la modification covalente d’une protéine par une protéine de type 

ubiquitine (Ubiquitin like protein ou Ubl) nommée SUMO (Small Ubiquitin like MOdifier). 

La sumoylation est un processus réversible permettant la régulation de divers processus 

cellulaires, notamment en contrôlant le transport nucléaire, l’intégrité du génome ou la 

transduction de signaux (Johnson, 2004).  

 Certains facteurs de transcription tels que c-jun, HSF1 et HSF2 (Heat Shock Factor 1 

et 2) mais aussi p300 sont également des cibles pour la sumoylation (Kim et al., 2002 ; Ross 

et al., 2002). Cette modification permet de contrôler leur activité transcriptionnelle. 

 

 Comme nous l’avons vu plus haut, HDAC6 est recruté par p300, mais ce recrutement 

semble être finement régulé. D’après une étude de Girdwood et collègues, il semble que seul 

p300 modifié par SUMO-1 puisse recruter HDAC6. On passerait alors d’un système 

d’activation transcriptionnelle par la HAT p300 à une répression transcriptionnelle par un 

complexe HAT/HDAC6 (Girdwood et al., 2003). Le mécanisme d’un tel recrutement reste 
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vraiment obscur, et le fait qu’un facteur sumoylé puisse attirer HDAC6 reste quand à lui 

intriguant. 

 

 

D. HDAC6 et cancer 

 

 Il est bien établi que les œstrogènes jouent un rôle prépondérant dans l’initiation et la 

progression des cancers du sein hormono-dépendants. En clinique, l’expression des récepteurs 

aux œstrogènes des patients atteints de cancer du sein est largement utilisée en tant que 

marqueur pronostique ou comme indicateur lors d’une thérapie endocrine. L’analyse par 

technologie de puces à ADN du profil d’expression des gènes, a été utilisée pour élucider le 

système de signalisation  des œstrogènes dans les cellules MCF-7. Les résultats indiquent que 

le gène HDAC6 est un gène surexprimé à la suite d’un traitement aux œstrogènes (Hayashi et 

al., 2003 ; Inoue et al., 2002). On note par ailleurs que les ARNm de HDAC6 sont exprimés à 

un niveau significatif dans des petites tumeurs de patients atteints d’un cancer du sein et que 

les patients avec un haut niveau d’expression d’ARNm de HDAC6 ont un meilleur pronostic 

de survie. De ce fait le niveau d’expression des ARNm de HDAC6 est un nouvel indicateur 

pronostic et indicateur de bonne réaction de thérapie endocrine dans le cancer du sein (Zhang 

et al., 2004). 

 
 

E. Prise en charge des protéines ubiquitinées par HDAC6 

 

1- HDAC6 : une déacétylase dans la voie d’ubiquitination des protéines 

 

 HDAC6 a rapidement été décrite comme une protéine capable d’interagir avec 

l’ubiquitine et des protéines du système ubiquitine-protéasome (Seigneurin-Berny et al., 

2001). 

 HDAC6 possède dans sa partie C-Terminale un domaine d’interaction avec 

l’ubiquitine. Ce domaine est très conservé chez certaines USPs (Ubiquitin Specific Protease). 

Néanmoins, chez HDAC6, il ne possède pas d’activité enzymatique de type isopeptidasique 

(Seigneurin-Berny et al., 2001, Figure II.1). La présence de nombreuses cystéines et 

histidines dans ce domaine de liaison à l’ubiquitine, suggère qu’il pourrait s’agir d’un 

domaine à doigt de zinc. Parmi les différents noms attribués à ce motif dans la littérature 
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(DAUP pour deacetylase ubiquitin specific protease - Amerik et al., 2000 ; HUB pour 

HDAC6, USP3, BRCA1 related - Bertos et al., 2001 ; PAZ pour polyubiquitin associated zinc 

finger - Hook et al., 2002 ; BUZ pour bound to ubiquitin zinc finger - Hubbert et al., 2002 ; 

Kawaguchi et al., 2003), nous retiendrons celui de ZnF-UBP (zinc finger in ubiquitin specific 

proteases – Seigneurin-Berny et al., 2001), dans la suite de ce manuscrit..  

 Il ne semble pas que l’interaction avec l’ubiquitine ait une quelconque conséquence 

sur l’activité déacétylase de HDAC6 (Seigneurin-Berny et al., 2001). Il est notable que chez 

A.thaliana et D.melanogaster, HDAC6 ne possède pas de domaine ZnF-UBP. Plus intriguant 

encore reste que C.elegans possède 2 isoformes de HDAC6, avec ou sans ZnF-UBP (Gilquin 

and Khochbin, données non publiées). 

 HDAC6 peut être ubiquitinée in vitro et in vivo mais cette protéine ne semble pas être 

la cible d’une dégradation par le protéasome (Hook et al., 2002). 

  

 Dans les testicules, où son expression protéique est la plus forte, HDAC6 forme un 

complexe avec VCP (valosin containing protein) et PLAP (pour phospholipase A2-activating 

protein). Ces protéines, orthologues de Cdc48 et UFD3 de S.cerevisae sont des acteurs de la 

dégradation protéique dépendante de l’ubiquitine pour la première (Ghislain et al., 1996) et de 

la régulation de la concentration d’ubiquitine libre pour la seconde (Johnson et al., 1995). De 

façon intéressante,  le complexe HDAC6-VCP est dissocié après fixation de l’ubiquitine par 

HDAC6, suggérant que cette dernière intervient dans des voies de régulation de l’ubiquitine. 

Cependant, la conséquence de cette libération n’est pas claire et reste à définir (Seigneurin-

Berny et al., 2001). 

 

 

2- HDAC6 relie le réseau microtubulaire aux protéines poly-ubiquitinées 

 

 L’accumulation d’agrégats protéiques dans les corps d’inclusions cellulaires est un 

trait pathologique commun à de nombreuses maladies neurodégénératives (Taylor et al., 

2002). La formation de telles structures pourrait faire partie d’une réponse cytoprotectrice 

servant à séquestrer et à  faciliter l’élimination d’agrégats protéiques toxiques pour la cellule 

(Kopito, 2000 ; Taylor et al., 2002). Une hypothèse émise par Ron Kopito, suggère que les 

corps d’inclusions dans les cellules eucaryotes seraient formés par la déposition  d’agrégats de 

protéines mal repliées dans des structures péricentriolaires, appelées agrésomes. Dans ce 
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modèle, les agrégats de protéines seraient transportés de façon rétrograde le long des 

microtubules (Kopito, 2000). 

  

 Expérimentalement, les agrésomes sont formés en réponse à l’inhibition du 

protéasome, principal mécanisme connu pour éliminer les protéines mal repliées avant leur 

agrégation. Les agrésomes sont des structures riches en chaperonnes moléculaires, en 

composés généralement polyubiquitinés et en protéasome. Ces structures sont enserrées dans 

des cages de vimentine (Kopito, 2000).  

 Les travaux de Kawaguchi et Wang et collègues  ont permis de montrer que HDAC6 a 

un rôle crucial dans la formation de ces agrésomes. Lors d’un traitement provoquant la 

formation des agrésomes, HDAC6 agirait en tant qu’adaptateur capable de fixer 

simultanément le moteur rétrograde dynéine/dynactine grâce à ses domaines déacétylases, et 

les chaînes poly-ubiquitinées des protéines mal repliées via son domaine ZnF-UBP. HDAC6 

permettrait alors le trafic rétrograde des protéines poly-ubiquitinées mal repliées, vers le 

centre d’organisation des microtubules (MTOC) et favoriserait donc la formation d’agrésomes 

(Kawaguchi et al., 2003 ; Wang et al., 2005). 
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Chapitre III : Le système ubiquitine-protéasome 
 
 
 
 
A. Présentation du système d’ubiquitination des protéines 

 

 Dans la cellule, le système ubiquitine-protéasome permet la dégradation de la plupart 

des protéines. Néanmoins, certaines protéines échappent à cette règle, et n’ont pas toujours 

besoin d’être modifiées par ubiquitination pour être dégradées, ce qui ajoute à la complexité 

du système. C’est notamment le cas de c-fos (Acquaviva et al., 2002 ; Bossis et al., 2003 ; 

Ferrara et al., 2003).  

 Le système ubiquitine-protéasome est vital dans la cellule, eut égard aux nombreux 

phénomènes qu’il module. Ce système tient aussi une place prépondérante dans le 

développement de cancer, des maladies neurodégénératives, ou lors d’infections virales. 

Certains auteurs en font donc une cible thérapeutique de choix pour combattre ces pathologies 

(Farras et al., 2005).  

Le rôle de l’ubiquitine dans la dégradation des protéines ainsi que les principales 

réactions enzymatiques qui gouvernent ce système, ont été mis en évidence grâce à des 

approches de biochimie, dans des systèmes acellulaires reconstitués à partir de réticulocytes 

(Hershko et al., 1996). Dans ce système, une cascade enzymatique permet de lier 

covalemment une protéine de 76 acides aminés, à la protéine cible. Cette protéine peut alors 

être dégradée par le protéasome (Hershko and Ciechanover, 1992 ; Ciechanover et al., 1994 ; 

Hershko, 1998). Nous allons en décrire brièvement les étapes biochimiques (Figure III.1). 

 La conjugaison de l’ubiquitine à une protéine requiert l’action séquentielle de 3 

enzymes. La Glycine C-Terminale de l’ubiquitine est activée de façon ATP-dépendante par 

une enzyme d’activation spécifique, E1. Un intermédiaire ubiquitine adenylate est ensuite 

formé, avec re-largage de PPi. Une liaison thiol ester est établie entre l’ubiquitine et un résidu 

Cystéine de la E1, avec re-largage d’AMP. L’ubiquitine activée est ensuite transférée sur le 

site actif d’une E2 (ubiquitin carrier protein). Dans la troisième étape catalysée par une 

enzyme E3 (ubiquitin protein ligase), l’ubiquitine est liée par sa partie C-Terminale au 

groupement ε-amine de la lysine de la protéine cible. La liaison est de type amide isopeptide 

(Figure III.1). 

 En règle générale, il n’existe qu’une seule E1 mais de nombreuses espèces de E2 et de 

nombreuses familles de E3 ou de complexes E3. Les E3s sont spécifiques d’un ou plusieurs  



Figure III.1
Présentation du système Ubiquitine-Protéasome. Les explications sont reportées sur la 
page suivante.



Figure III.1
Présentation du système Ubiquitine-Protéasome. Une enzyme E1 permet l’activation de 
l’ubiquitine par un mécanisme ATP-dépendant, au cours duquel la E1 se lie à l’ubiquitine 
grâce à une liaison thioester avant de la transmettre à une E2 puis à une E3 spécifique de la 
protéine cible. Dans le cas des E2s, ou des E3 à domaine HECT, la liaison à l’ubiquitine est, 
là encore, covalente, médiée par une liaison thioester. En revanche, les E3s à domaine 
RING interagissent avec l’ubiquitine de façon non covalente. Dans tous les cas, les E3s 
conjuguent l’ubiquitine à une protéine cible sur un résidu lysine (voir encart pour les 
mécanismes proposés; Hershko and Ciechanover, 1998). La liaison créée est alors de type 
isopeptidique, engageant le motif C-Terminal di-glycine de l’ubiquitine. 

Les DUBs peuvent dé-ubiquitiner les protéines ciblées par l’ubiquitination. 
Au contraire, une enzyme E4 peut allonger la chaîne de poly-ubiquitine sur le substrat, en 
liant les résidus di-glycine d’une seconde ubiquitine sur un résidu lysine de l’ubiquitine 
précedemment conjuguée à la protéine cible. Le protéasome 26S est capable de reconnaître 
de telles protéines poly-ubiquitinées, de les déplier par un mécanisme ATP-dépendant, et 
des les dégrader en peptides. Les DUBs associées au protéasome provoquent la dé-
ubiquitination des protéines cibles au cours de leur dégradation, permettant alors le 
recyclage de l’ubiquitine.

Certains facteurs, comme Rad23p et Dsk2p recrutent et délivrent les 
protéines poly-ubiquitinées au protéasome 26S afin d’augmenter la prise en charge de ses 
substrats. Cependant, il est notable que certaines protéines n’aient pas besoin d’être 
ubiquitinées pour être reconnues et dégradées par le protéasome.
Abréviations : Ub : ubiquitine; E1: enzyme d’activation de l’ubiquitine; E2 : enzyme 
porteuse de l’ubiquitine; E3 : enzyme de ligation de l’ubiquitine à domaine HECT ou à
domaine RING; E4 : enzyme d’élongation des chaînes de poly-ubiquitine; DUB : enzyme 
de dé-ubiquitination des protéines; RING : Really Interesting New Gene; HECT : 
Homologous to E6AP carboxyl terminus.
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substrats à ubiquitiner. Ceci est dû  à la présence de signaux de reconnaissance spécifiques sur 

les protéines cibles, reconnus par les E3s (voir plus bas). Différents types de E3s peuvent 

transférer l’ubiquitine sur la protéine substrat par deux mécanismes différents. Dans certains 

cas, comme dans le cas des membres de la famille de E3 à domaine HECT, l’ubiquitine est  

d’abord transférée à partir d’une E2 appropriée sur une cystéine d’un site actif de l’enzyme 

E3. Ce conjugué E3-ubiquitine thiol ester est donneur pour la formation  d’une liaison amide 

sur la protéine substrat. Dans d’autres familles de E3, la formation d’un conjugué E3-

ubiquitine thiol ester ne peut pas être démontrée. Dans ce cas, puisque la E3 est liée à la fois à 

la E2 et au substrat, l’ubiquitine est transférée directement de la E2 sur la protéine substrat 

(Cf. encart « mécanismes proposés », Figure III.1). Il semblerait que cela soit le cas de Hdm2 

(Double minute 2), une E3 à domaine RING qui provoque l’ubiquitination de Tat (protéine 

transactivatrice du HIV-1 ; Bres et al., 2003). 

 Enfin, après liaison de la première ubiquitine sur la protéine substrat, une chaîne de 

poly-ubiquitine peut être formée, dans laquelle la partie C-Terminale de chaque ubiquitine est 

liée à un résidu lysine spécifique de l’ubiquitine précédente, avec intervention ou non d’une 

E4 (enzyme d’élongation des chaînes de poly-ubiquitine). 

 

 Les protéines marquées par des chaînes de poly-ubiquitine sont généralement 

dégradées par le complexe protéasome 26S (Coux et al., 1996). Ce dernier requiert 

l’hydrolyse de l’ATP pour déplier la protéine substrat à dégrader. 

 Le protéasome 26S est formé lors de l’assemblage  ATP dépendant du protéasome 20S 

(contenant les sites catalytiques de la protéase) avec un complexe de régulation 19S (Coux et 

al., 1996). Le détail de son fonctionnement sera présenté plus loin. 

 L’activité du  protéasome 26S génère plusieurs types de produits : des peptides libres, 

des petits peptides toujours liés à l’ubiquitine par leur résidu lysine, et des chaînes poly-

ubiquitine. Les deux derniers produits sont convertis en ubiquitines libres et ré-utilisables  par 

l’action des hydrolases spécifiques de la partie C-Terminale de l’ubiquitine ou isopeptidases. 

Certaines isopeptidases peuvent aussi désassembler les conjugués ubiquitine-protéine et donc 

prévenir leur protéolyse par le protéasome 26S. Ce dernier type d’activité des isopeptidases 

pourrait être une fonction de correction pour préserver les protéines malencontreusement 

ubiquitinées, ou alors une fonction régulatrice de l’ubiquitination. Les petits peptides formés 

par les processus décrit plus haut peuvent être dégradés en acides aminés par des peptidases 

cytosoliques (Figure III.1). 
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B. Les enzymes de ligation d’ubiquitine 

 

1- Les enzymes de type E2 

 

 Un grand nombre de E2s (appelées aussi enzymes de conjugaison de l’ubiquitine ou 

Ubcs) a été identifié. Dans le génome relativement petit de S.cerevisae, 13 gènes codent pour 

des protéines de type E2 (Hochstrasser, 1996). Chez les eucaryotes supérieurs, il en existe 

beaucoup plus (Pickart et al., 2004). Certaines E2s ont des fonctions similaires, tandis que 

d’autres ont des rôles plus spécifiques. Par exemple, chez S.cerevisae, Ubc2/Rad6 est requise 

pour la réparation de l’ADN et la protéolyse de certains substrats répondant à la loi « N-end 

rule ». En revanche, Ubc3/Cdc34 est requise lors de la transition de la phase  G1 à la phase S 

au cours du cycle cellulaire, tandis que Ubc4 et 5 sont nécessaires à la dégradation de 

nombreuses protéines mal repliées ou de protéines à durée de vie courte (Hochstrasser, 1996 ; 

Jentsch, 1998). D’une manière générale, il semble que les fonctions spécifiques de certaines 

E2s soient le résultat de leurs associations avec des E3s spécifiques d’une protéine substrat. 

Enfin, l’astringence des interactions E2-E3 dépend de l’identité des enzymes E2 et E3. 

 

 

2- Les enzymes de type E3 

 

 Bien que les E3 aient des rôles centraux dans la détermination de la sélectivité des 

substrats de la voie ubiquitine-protéasome, notre connaissance de ces enzymes reste limitée. 

La difficulté de l’identification de nouvelles E3 est due, en partie, au manque d’identité de 

séquences entre les différents types de E3s, exception faite des similarités de séquence entre 

membres d’une même famille de E3. Qui plus est, certaines E3s sont associées avec de gros 

complexes protéiques, dont on ignore quelles sous unités sont responsables de leur activité 

ubiquitine ligase. 

 Les enzyme de type E3 interagissent, directement ou indirectement, avec une protéine 

substrat spécifique. Elles favorisent le transfert direct ou indirect de l’ubiquitine, à partir d’un 

intermédiaire thiol ester, sur des protéines ou des chaînes de poly-ubiquitine. La liaison 

résultante est de type amide. La littérature décrit 4 types de E3s. 

 Tout d’abord, les E3s de type E3α (orthologue de Ubr1p chez S.cerevisae), la E3 

principale de la voie d’ubiquitination N-terminale (Bachmair et al., 1986 ; Varshavsky, 1986 ;  
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Varshavsky, 1997 ; Varshavsky, 2003) qui reste une des E3s les mieux caractérisées (Hershko 

and Ciechanover, 1992).   

 Une seconde famille de E3 est la famille des E3s  à domaine HECT (Homologue à la 

partie C-Terminale de E6-AP). Le premier membre de cette famille, E6-AP (E6 associated 

protein) est requise, avec l’oncoprotéine E6 de papillomavirus, pour l’ubiquitination et la 

dégradation de p53 dans les lysats de réticulocytes (Scheffner et al., 1993). Contrairement à 

E3a, E6-AP n’interagit pas directement avec p53 mais indirectement via E6, qui se lie à la 

fois à p53 et à E6-AP.  

 Une troisième famille de E3 a des homologies de séquence avec un complexe de haut 

poids moléculaire, appelé le cyclosome (Sudakin et al., 1995) ou APC (anaphase promoting 

complex – King et al., 1995 ; Peters, 2006). Cette famille particulière de E3s possède une 

activité ubiquitine ligase spécifique des régulateurs du cycle cellulaire qui contiennent un 

motif dégénéré de 9 acides aminés ou boîte de destruction (voir plus loin).  

 Enfin, une dernière famille de E3 est désignée sous le terme de PULCs 

(phosphoprotein-ubiquitin ligase complexes – Hershko et Ciechanover, 1998). Les E3s de 

cette famille sont composées de plusieurs sous unités. Elles sont impliquées dans la 

dégradation de certains régulateurs du cycle cellulaire, comme l’inhibiteur de Cdk Sic1p ou la 

cycline de phase G1 : Cln2p. Dans ces cas, la phosphorylation du substrat le convertit en une 

forme susceptible d’être modifiée par le complexe E3. 

 

 

3- Les enzymes de type E4 

 

3.1- Ufd2, élément fondateur de la famille d’enzyme de type E4 

Les  enzymes de type E4 constituent un quatrième groupe d’enzyme. Le représentant 

type est Ufd2 de levure, caractérisé pour reconnaître de courtes chaînes d’ubiquitine et 

catalyser leur extension. Ce représentant a été découvert dans le laboratoire de Stefan Jentsch 

(Koegl et al., 1999). Des travaux complémentaires, dont ceux de Michaël Richly (Kim et al., 

2004, Richly et al., 2005) ont montré que Ufd2 interagit avec Cdc48 (orthologue de p97/VCP 

de levure) pour effectuer son travail d’élongation des chaînes de poly-ubiquitine. Il semblerait 

que Ufd1 et Npl4, deux cofacteurs de Cdc48 soient nécessaires à ce processus. Qui plus est, 

Ufd2 interagit avec Rad23, un facteur délivrant les protéines poly-ubiquitinées au protéasome. 

De ce fait, Ufd2, favoriserait la prise en charge des protéines poly-ubiquitinées par le 

protéasome (Richly et al., 2005).  
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3.2- Les autres familles de E4s 

 Par la suite, les travaux sur les E4s mirent en évidence 2 autres types de E4 : de type 

U-box ou non. Seules ou complexées à des E3s, ces E4s ont toutes en commun la possibilité 

de catalyser l’élongation des chaînes d’ubiquitine sur un substrat reconnu par la E3 ligase 

(Hoppe, 2005). 

 

 

C. Signaux d’ubiquitination et de dégradation dans les protéines 

 

La découverte que la majorité des protéines à temps de vie court, sont dégradées par le 

système ubiquitine/protéasome, soulève la question de la spécificité d’un tel phénomène 

(Ciechanover et al., 1984). Se pourrait-il que les substrats partagent un déterminant commun 

de reconnaissance ? A priori ceci n’était pas possible. L’existence de nombreuses E3s résout, 

en principe, ce problème. Cependant, elle ne réussit pas à expliquer comment la 

reconnaissance sélective est opérée. La compréhension des interactions E3/substrat a donc été 

un but majeur depuis le début des années 1990. 

Comme nous l’avons vu, la première E3 à avoir été caractérisée est appelée E3α. Il 

semblait que cette enzyme nécessite la présence d’un groupement α-amine libre (Hershko et 

al., 1984). En 1986, des études de Varshavsky et collaborateurs chez la levure, ont mis en 

évidence une relation étroite entre l’identité de l’acide aminé en position N-Terminale d’un 

substrat et sa stabilité. Cette relation a été appelée « N-End Rule » (Bachmair et al., 1986). 

Les recherches qui s’en suivirent, permirent d’incriminer aussi la E3 ligase de levure Ubr1. 

Cette E3 est en fait capable de reconnaître  ce déterminant. Un tel déterminant, qui avec un 

résidu lysine sujet à l’ubiquitination, a été appelé N-dégron (Varshavsky et al., 1997). Ces 

études ont permis de définir le terme dégron (élement nécessaire et suffisant à la dégradation 

d’un substrat) et d’établir l’organisation modulaire s’appliquant à toutes les E3s. Bine que 

controversée, la loi du résidu N-Terminal est biologiquement très importante, notamment dans 

le développement cardio-vasculaire de la souris (Kwon et al., 2002). 

De nouveaux dégrons sont découverts régulièrement. Dans un exemple très 

intéressant, la spécificité d’une sous unité d’un complexe E3 SCF cytosolique reconnaît les 

oligosaccharides de mannose branchés de façon N sur les substrats (Yoshida et al., 2002). Si 

on considère que les protéines ne peuvent acquérir ces sucres que dans la lumière du 
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réticulum endoplasmique, avoir un glycane composant son dégron est une façon intelligente 

pour détruire une fraction des protéines provenant de cette organelle.  

Nous ne comprenons toujours pas le seul exemple de ciblage sélectif découvert en 

1984, celui des protéines mal repliées. Certaines E3s reconnaissent directement les surfaces 

hydrophobes exposées des substrats (Johnson et al., 1998), tandis que d’autres E3s nécessitent 

la présence de chaperonnes afin d’apporter plus de spécificité (Cyr et al., 2002). A ce jour, de 

nombreuses études suggèrent que l’élimination incomplète  des protéines mal repliées par le 

système ubiquitine/protéasome pourrait être un élément aggravant de certains désordres 

neuro-dégénératifs comme dans le cas des maladies de Parkinson et de Huntington (Berke and 

Paulson, 2003 ; Giasson and Lee, 2003). 

L’étude de la reconnaissance des dégrons sur des substrats physiologiques, a révélé un 

niveau complexe de régulation. Parmi de nombreux mécanismes, les interactions dégron/E3 

peuvent ainsi être modulées par des modifications post traductionnelles. Ces mécanismes 

permettent de relier l’ubiquitination à d’autres événements cellulaires (Deshaies, 1999 ; 

Deshaies and Ferrell, 2001 ; Laney and Hoschstrasser, 1999 ; Peters, 2002) (voir figure 

III.2).  

Un de ces mécanismes est opéré par la CDK. La phosphorylation par CDK provoque 

la  protéolyse des régulateurs de CDK, à un moment approprié du cycle (Deshaies and Ferrell, 

2001 ; Peters, 2002 ; Murray, 2004). Afin de remettre ceci dans un contexte historique, nous 

allons nous interesser à quelques jalons déjà décrits par Avram Hershko (Hershko, 1996). Il a 

déjà été observé que de nombreuses protéines rapidement dégradées contiennent des éléments 

PEST. Ces régions sont riches en Pro, Glu, Ser et Thr (Dragnev et al., 2001 ; Rogers et al., 

1986 ; Rechsteiner et Rogers, 1996). Des phosphorylations multiples à l’intérieur des 

éléments PEST sont requis pour l’ubiquitination et la dégradation des cyclines de la phase G1 

chez la levure, Cln3 et Cln2 (Yaglom et al., 1995 ; Lanker et al., 1996), ou encore l’activateur 

transcriptionnel Gcn4. D’autres protéines, comme les régulateurs de la phase G1 chez les 

mammifères, les cyclines E et D1, sont ciblées pour ubiquitination après phosphorylation de 

sites ponctuels et spécifiques (Won et al., 1996). Dans le cas de IκBα, inhibiteur du 

régulateur transcriptionnel NFκB, la phosphorylation de 2 sites spécifiques, Ser32 et 36, est 

requise pour son ubiquitination. De façon intéressante, la β-caténine, ciblée également pour la 

dégradation médiée par l’ubiquitine après phosphorylation, possède une séquence similaire a 

celui de IκBα autour de ses sites de phosphorylation (Aberle et al., 1997). 
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Un autre exemple est celui de l’hydroxylation dépendante de l’oxygène d’un résidu 

proline de HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor-1α). Cette hydroxylation provoque la 

reconnaissance de HIF-1α par VHL, et sa dégradation (Von Hippel Lindau, une E3 de type 

culline).  

 

 

D. Dégradation des protéines poly-ubiquitinées  

 

 A ce jour, 3 types de dégradation des protéines sont connus : la dégradation 

lysosomale, la dégradation par autophagie, et la dégradation par le protéasome. La 

dégradation des protéines par le protéasome concerne la majeure partie des protéines 

cellulaire, nous allons donc développer ce sujet. 

 

1- Dégradation par le protéasome 26S 

  

 Le protéasome 26S est l’assemblage du protéasome 20S (partie catalytique) et du 

protéasome 19S (partie régulatrice contenant l’activité ATPase). La structure et les fonctions 

du protéasome 20S et 26S ont fait l’objet d’investigations intensives (Coux et al., 1996 ; 

Coux, 2003 ; Davy et al., 2001 ; Glickman et al., 1999 ; Wilkinson, 1995a ; Hochstrasser et 

al., 1996 ; Baumeister et al., 1997 ; Hilt et al., 1996 ; Rubin et al., 1995 ; Stock et al., 1996, 

Pickart and vanDemark, 2000).  

 Le protéasome 19S est en fait formé de deux sous complexes. Tout d’abord, les sous 

complexes de la base, responsables du contact avec le protéasome 20S, capable de déplier les 

substrats grâce à son activité ATPase. D’autre part, les sous complexes du couvercle, qui sont 

responsables de l’interaction du protéasome avec les protéines poly-ubiquitinées. Le travail de 

Michaël Glickman et collègues, a montré que ce sous complexe présente de fortes homologies 

de séquence avec le complexe COP9/signalosome et eIF3 (Constitutive Photomorphogenic 9 

et Eukaryotic translation initiation factor 3 - Glickman et al., 1998) 

 Le protéasome 20S est composé de 14 paires de sous unités protéiques, 7 sous unités α 

différentes et 7 sous unités différentes β organisées en α1-7β1-7β1-7α1-7. Ces observations sont 

aussi bien corroborées de façons indépendantes par des analyses génétiques (Arendt et al., 

1997), que par immuno-microscopie électronique et pontage chimique de sous unités 

adjacentes (Kopp et al., 1997). La structure obtenue par diffraction des rayons X a aussi 
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montré que les chaînes α, bien que catalytiquement inactives, jouent un rôle essentiel dans la 

stabilisation de la structure des deux anneaux de chaînes β (Groll et al., 1997). Elles jouent 

aussi certainement un rôle dans l’association avec les complexes régulateur 19S. De plus, il 

est notable que l’entrée des protéines dans le 20S n’est seulement possible qu’après 

association du 20S avec cette particule régulatrice 19S. Ces ouvertures de chaque coté du 20S 

conduisent directement aux sites actifs à thréonine. Elles sont constituées de résidus polaires 

qui peuvent potentiellement se réarranger en ouvertures de 10 Angström environ, par lequel 

les substrats dépliés peuvent entrer.  

  

 La reconnaissance du substrat par le protéasome 26S est médiée par l’interaction de 

sous unités spécifiques du complexe régulateur 19S avec les chaînes de poly-ubiquitine. A ce 

jour, de telles sous unités ont été découvertes chez l’Homme et les Plantes (respectivement 

S5A/RPN10 – Deveraux et al., 1994 ; MBP1 – van Nocker et al., 1996a et 1996b). De plus, 

des facteurs de transit prenant en charge les protéines poly-ubiquitinées pour les amener au 

protéasome ont été découverts. Ces protéines, telles que Rad23, dsk2 ou ddi1 tire avantage de 

leur domaine de liaison aux chaînes poly-ubiquitine (UBA pour ubiquitin associated domain) 

et de leur domaine mimétique de l’ubiquitine (Ubl Ubiquitin like domain). Ce dernier leur 

permet de se lier au protéasome. On notera aussi qu’il a déjà été rapporté que le protéasome 

puisse reconnaître des substrats non polyubiquitinés (Murakami et al., 1992).  

  

 Des inhibiteurs spécifiques du protéasome ont permis d’explorer la fonction et la 

structure du protéasome et d’incriminer la voie ubiquitine-protéasome dans la dégradation de 

protéines données. Initialement, ces inhibiteurs étaient des dérivés d’inhibiteur de calpaïne I 

[N-acetyl-Leu-Leu-norleucinal (ALLN)] et II (N-acetyl-Leu-Leu-methioninal (ALLM)]. Ces 

inhibiteurs bloquent la dégradation de la plupart des protéines dans la cellule (Rock et al., 

1994). Ils modifient de façon covalente et irréversiblement la thréonine dans les sous unités β 

repliées actives. Contrairement à ces deux inhibiteurs, la lactacystine, un métabolite de 

Streptomyces, est un inhibiteur spécifique du protéasome (Fenteany et al., 1995). Il modifie 

covalemment  les résidus thréonine et inhibe très fortement l’activité trypsine et 

chymotrypsine du complexe. 
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E- Isopeptidases et UCHs 

 

1- La super famille des DUBs (DeUBiquitinating enzymes) 

  

 Le sujet des hydrolases spécifiques de la partie C-Terminale de l’ubiquitine (UCHs) et 

des protéases spécifiques de l’ubiquitine (UBPs) (appelées aussi isopeptidases et enzymes de 

dé-ubiquitination) a fait l’objet de très longues investigations (Wilkinson, 1995 ; Hochstrasser 

et al., 1996 ; Amerik et Hochstrasser, 2004 ; Nijman et al., 2005a et 2005b). On peut  

regrouper ces enzymes dans la super famille des dé-ubiquitinases, qui compte à l’heure 

actuelle 5 types de sous-classes de (Amerik and Hochstrasser, 2004 ; Nijman et al., 2005a, 

Tableau III.1) : 

- les UCHs (Ubiquitin Carboxy terminal Hydrolases), 

- les USPs (Ubiquitin Specific Proteases), 

- les MJDs (Machado-Joseph Disease protein domain protease), 

- les OTUs (Ovarian TUmor proteases), 

- les JAMM. 

 

 

2- Le rôle des DUBs 

 

 Chez l’homme, une étude de Nijman et collègues (Nijman et al., 2005a) a dénombré 

95 dé-ubiquitinases dans cette superfamille. Ce grand nombre d’hydrolases suggère que 

certaines d’entre elles pourraient avoir des fonctions bien spécifiques, comme la 

reconnaissance de différents types de conjugués protéine-ubiquitine. Ainsi, l’isopeptidase-T 

(IsoT), agit préférentiellement sur des chaînes de poly-ubiquitine non conjuguées, libres, et 

module le recyclage des protéines en désassemblant de telles chaînes qui inhibent l’action du 

protéasome 26S (Hadari et al., 1992). IsoT agit de façon séquentielle par un mécanisme de 

type exo, commençant depuis la fin de la chaîne de poly-ubiquitine qui contient la partie libre 

C-Terminale de l’ubiquitine (Amerik et al., 1997 ; Amerik et Hochstrasser, 2004). Cette partie 

C-Terminale peut être exposée après l’action du protéasome 26S sur la chaîne de poly-

ubiquitine de la protéine conjuguée. Des travaux décrivent la caractérisation de Ubp14, un 

homologue de levure de IsoT (Amerik et al., 1997). Comme IsoT, Ubp14 est impliquée dans 

le désassemblage des chaînes libres et non conjuguées de poly-ubiquitine. Une souche 

mutante dans laquelle l’expression de Ubp14 est abolie, mais aussi une souche de levure  



Tableau III.1
Fonctions de certaines dé-ubiquitinases. Ce tableau répertorie l’ensemble des DUBs de 
mammifères, classées selon leur type de domaine catalytique, les voies de signalisation dans 
lesquelles elles interviennent, ainsi que lesprocessus dans lesquels elles sont impliquées. 
Abréviations : UCHs : Ubiquitin Carboxyl terminal Hydrolase; USPs : Ubiquitin Specific
Proteases; MJDs : Machado Joseph Disease; OTUs : OTUbain; JAMMs : Jab1/Pad1/MPN 
domain containing Metallo-enzymes D’après Nijman et al., 2005.



 - 65 -

exprimant une forme mutante dominant négatif de l’enzyme, a un taux beaucoup plus faible 

de dégradation des protéines, accompagné par une accumulation de chaînes de poly-

ubiquitine. Ces chaînes sont certainement liées au protéasome. De manière inattendue, la 

surexpression de la forme sauvage de la protéine provoque aussi l’inhibition de la protéolyse 

de certaines protéines. Il est possible que certains substrats soient étiquetés par un transfert 

direct avec des chaînes de poly-ubiquitine, et que la faible concentration intracellulaire de ces 

chaînes conduise à une inhibition de leur dégradation. Des expériences de complémentation 

ont révélé que Ubp14 et IsoT sont des homologues fonctionnels. 

 

 L’action des UCHs et d’IsoT stimule le recyclage des protéines en éliminant les 

chaînes de poly-ubiquitine inhibitrices et en les régénérant en ubiquitine libre et réutilisable. 

Dans d’autres cas, l’action d’une isopeptidase peut ralentir le recyclage des protéines. Par 

exemple, une mutation dans le gène faf (Drosophila fat facet), qui code pour une isopeptidase 

contrôlant le développement de l’œil chez la Drosophile, est supprimée par une autre mutation 

dans une sous unité du protéasome (Huang et al., 1995). Ces résultats indiquent que 

l’isopeptidase faf stabilise une protéine non identifiée, qui est aussi stabilisée par une 

mutation dans le protéasome. Il est possible que certaines isopeptidases puissent stabiliser une 

protéine en particulier en éliminant l’ubiquitine du conjugué qui serait dans le cas contraire 

ciblé pour la dégradation par le protéasome 26S. Cette fonction d’édition pour quelques 

isopeptidases a été proposée depuis longtemps (Hershko et al., 1980). Les travaux de Lam et 

collègues (Lam et al., 1997) rapportent que le complexe 19S du protéasome 26S contient une 

isopeptidase ubiquitine-aldehyde-sensible mais ATP indépendante qui enlève les molécules 

d’ubiquitine une par une,  à partir de l’extrémité distale des courtes chaînes de poly-

ubiquitine. Lam et collègues proposent que cette isopeptidase soit impliquée dans l’édition et 

dans le sauvetage des protéines faiblement ubiquitinées ou dégradées très lentement. Ceci 

diffère de la fonction d’une autre isopeptidase, Doa4 (Papa and Hochstrasser, 1993) et de 

celle de l’isopeptidase ATP-dépendante mais Ubal-insensible (Eytan et al., 1993), impliquée 

principalement dans le recyclage de l’ubiquitine et la maintenance du taux d’ubiquitine libre 

dans la cellule. 

 Les isopeptidases contrôlent aussi une variété d’autres processus basiques, notamment 

le développement, la répression transcriptionnelle (Moazed et al., 1996) et la mémoire à long 

terme (Hegde et al., 1997). Comme nous allons le voir, une autre fonction intéressante 

d’isopeptidases spécifiques est le contrôle de la prolifération cellulaire. 
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 Il a été observé que les cytokines induisent l’expression de DUBs spécifiques des 

cellules T, comme DUB-1 (Zhu et al., 1996) ou DUB-2 (Zhu et al., 1997). DUB-1 est induite 

par stimulation des récepteurs a l’IL-3 et 5 et au GM-CSF, suggérant ainsi un rôle dans son 

induction pour la sous unité commune des récepteurs aux interleukines, le betac. La sur-

expression d’un mutant dominant négatif de JAK2 inhibe l’induction après traitement par 

cytokine de DUB-1 (Jaster et al., 1997), suggérant que la régulation de cette enzyme fait 

partie de la réponse cellulaire à la voie de signalisation JAK/STAT. Une expression continue 

de DUB-1 arrête les cellules en phase G1. De ce fait, l’enzyme semble réguler la division 

cellulaire par un contrôle de la transition G0-G1. Le résidu catalytique cystéine très conservé 

de l’enzyme est requis pour son activité. DUB-2 est induite par l’IL-2 en tant que gène 

immédiat précoce (Immediate early, IE gene) et dont l’expression est diminuée peu de temps 

après initiation de la stimulation. La fonction de cette enzyme est également obscure. Elle 

pourrait stimuler ou inhiber la dégradation d’un régulateur critique du cycle cellulaire. 

 

 

3- Les autres fonctions des DUBs 

 

 Les autres fonctions de certains membres bien étudiés de la super famille des DUBs 

sont rapportées dans le Tableau III.1. 

 

 

F- Exemples de protéines dégradées par le système ubiquitine-protéasome 

 

1- Régulateurs du cycle cellulaire 

 

 La progression dans le cycle cellulaire eucaryote est régulée par des oscillations dans 

les activités des Cdks. L’activité des Cdks est notamment contrôlée par des synthèses 

périodiques et la dégradation de sous unités régulatrices positives, les cyclines (Bravo et al., 

1982 ; Evans et al., 1983 ; Nigg, 1995). Il semblerait que toutes ces protéines soient dégradées 

par la voie ubiquitine protéasome (Devoy et al., 2005 ; Hershko, 1997). 
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2- Facteurs de transcription, suppresseurs de tumeurs et oncoprotéines 

  

 Le suppresseur de tumeur p53 a certainement été la première protéine majeure connue 

pour être dégradé par le système ubiquitine-protéasome à la fois in vitro et in vivo 

(Ciechanover et al., 1991 ; Maki et al., 1996). Néanmoins, d’autres protéines clefs sont aussi 

prises en charge par ce système.  

 C’est notamment le cas pour la dégradation dépendante du système ubiquitine-

protéasome du facteur de régulation de la myogenèse Myf5. En effet, celle-ci serait régulée 

par un jeu complexe de phosphorylations et de déphosphorylations au cours du cycle 

cellulaire des myoblastes en prolifération. Cette dégradation ne dépendrait pas du complexe 

APC (Doucet et al., 2005). 

  

  

 NFκB (nuclear factor κB) est un facteur de transcription ubiquitaire, impliqué dans la 

réponse immunitaire, l’inflammation, le stress et le développement (Baeuerle et al., 1996 ; 

Baldwin, 1996). Le cas de NFκB2, heterodimère de sous unités p52 et p65, est un cas 

intéressant. Comme dans le cas de NFκB1 (ou p52 est p50), p50 est le produit d’une 

protéolyse ménagée d’un précurseur plus grand, p105, dont la partie C-Terminale subit cette 

dégradation. Les travaux de Fan et Maniatis (Fan and Maniatis, 1991), Palombella et 

collègues (Palombella et al., 1994), ainsi que ceux d’Olivier Coux (Coux and Golberg, 1998) 

rapportent que cette préparation  de p105 et la dégradation de IκBα et β sont l’oeuvre du 

système ubiquitine protéasome. De façon très élégante, Lin et Gosh (Lin and Ghosh, 1996) 

ont montré qu’une région de p105 riche en glycines (GRR) constitue un signal interne d’arrêt 

de la dégradation de p105. Dans un second temps, le facteur de transcription ainsi préparé est 

retenu sous une forme latente dans le cytoplasme des cellules non stimulées, de par leur 

association avec des molécules inhibitrices IκBs (inhibitors of κB) (Baeuerle et al., 1996 ; 

Baldwin, 1996). 

  

 La β-caténine est une protéine impliquée dans les complexes d’adhérence cellule-

cellule, dans la transduction du signal au travers de la voie de signalisation wingless/Wnt-1 

(respectivement chez D. melanogaster et les mammifères), ainsi que dans la régulation de la 

transcription. En absence de signalisation par wingless/Wnt-1, la β-caténine est dégradée par 

la voie ubiquitine-protéasome (Aberle et al., 1997). Au contraire, en présence de cette  



Figure III.3
Dégradation protéasomale des cibles de l’ERAD.
Les protéines mal repliées dans la lumière du réticulum endoplasmique (RE) ainsi que les 
protéines membranaire endommagées de cet organel sont reconnues à l’intérieur du RE par 
différents mécanismes de contrôle qualité. Ces mécanismes assurent l’escorte et l’export de 
ces protéines vers le cytoplasme. Dès lors, les lysines exposées dans le cytoplasme sont 
poly-ubiquitinées. L’export est achevé grâce a l’aide du complexe  p97/VCP. Les substrats 
ainsi extraits sont escortés au protéasome par des facteurs accessoires comme Rad23p et 
Dsk2p, puis dégradés. C’est donc une Dégradation des protéines Associée au RE (ERAD). 
Figure tirée de Meusser et al., 2005. 
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signalisation, la β-caténine est stabilisée. Elle permet alors la transcription de gènes ciblés par 

l’activation de cette voie. 

 

 

3- Protéines membranaires 

 

 Il est généralement accepté que le système d’ubiquitination soit impliqué dans la 

dégradation de protéines cytosoliques ou nucléaires. Cependant, il est clair maintenant que ce 

système est aussi impliqué dans deux voies de dégradation distinctes des protéines 

membranaires. Les récepteurs membranaires et transporteurs vésiculaires sont ciblés pour la 

dégradation (ou la vacuole chez la levure). D’un autre côté, les protéines natives ou mal 

repliées dans le réticulum endoplasmique sont ciblées au protéasome et dégradées dans le 

cytosol (ou à la surface cytosolique de la membrane), avec ou sans ubiquitination préalable.

  

 Le réticulum endoplasmique est la porte d’entrée de nombreuses protéines 

compartimentalisées, ancrées à la membrane ou encore secrétées. C’est aussi le site de 

repliement et de modifications des chaînes naissantes. Les protéines qui ne parviennent pas à 

se replier subissent alors un contrôle qualité drastique. Ces protéines ne sont pas dégradées 

par le lysosome mais de façon cytoplasmique, par le protéasome 26S, dans un mécanisme 

associé au réticulum endoplasmique ou ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated 

Degradation - Kopito, 1997 ; Meusser et al., 2005 ; Werner et al., 1997 ; voir figure III.3). 

C’est notamment le cas de la protéine membranaire HMG-R (3-hydroxy-3-methylglutaryl-

coA), un régulateur clef de la synthèse des stérols (Hampton et al., 1994). 

 La protéine CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) est un autre substrat 

d’ERAD. Cette protéine est associée a la chaperonne du réticulum endoplasmique calnexine. 

Seulement 25% de la protéine sauvage achève sa maturation vers la surface cellulaire, alors 

que la majorité de la protéine est dégradée au niveau du réticulum endoplasmique (Lukacs et 

al., 1994 ; Ward et al., 1994). La mutation Phe508 de CFTR est responsable de la majorité 

des cas de mucoviscidose, car très peu de cette protéine mutante est capable d’être adressée à 

la membrane, subissant une dégradation très forte. Cette dégradation est médiée par le 

système ubiquitine-protéasome (Ward et al., 1995 ; Jensen et al., 1995). 

 

 

 



Figure III.4
Structure des différents domaines connus pour interagir avec l’ubiquitine (UBDs). Ces 
structures ont été déterminé par cristallographie aux rayons X ou par RMN. Pour chacun des 
UBDs, le panneau de gauche montre les diagrammes en ruban dans lesquels l’ubiquitine est 
en jaune et les UBDs en vert (bleu et vert pour le dimère de Cue). L’isoleucine 44 de 
l’ubiquitine est représentée en rouge. De façon complémentaire, le panneau de droite montre 
une représentation de l’ubiquitine avec les surfaces de contact des UBDs en vert. Les résidus 
lysine 48 et 63, deux sites clefs lors de la formation de chaînes de poly-ubiquitine, sont 
indiqués en bleu. Les résidus leucine 8 et glycine 47 qui se déplacent pour interagir au mieux 
avec des différents UBDs, sont indiqués par des astérisques. Les accès PDB de ces structures 
utilisées pour cette figure sont : UIM (1Q0W); Cue2 (1OTR); UBA (1WR1); NZF (1Q5W); 
CueVps9 (1P3Q); GAT (1YDB); UEV (1S1Q). Abréviations : Cue : Coupling of ubiquitin
conjugation to endoplasmic reticulum degradation; GAT : Gga and Tom1; NZF : Npl4 Zinc 
Finger; UBA : Ubiquitin Associated domain; UEV : Ubiquitin-conjugating Enzyme Variant; 
UIM : Ubiquitin Interacting Motif; Vps9 : Vacuolar protein sorting 9. Figure tirée de Hicke
et al., 2005. 



 - 71 -

G. UBDs : Domaines de liaison à l’ubiquitine et aux chaînes d’ubiquitine 

 

1- Présentation 

 

 Les domaines d’interaction avec l’ubiquitine (Ubiquitin Binding Domain UBDs) sont 

capables « d’interpréter » et de transmettre l’information conférée par l’ubiquitination d’une 

protéine, afin de contrôler de nombreux événements cellulaires. Depuis quelques années, les 

structures tertiaires de quelques uns de ces domaines sont connues, mais pour comprendre 

leur mécanisme d’action, nous allons discuter brièvement de leurs affinités pour l’ubiquitine 

et les chaînes d’ubiquitine, leur fonction dans un contexte de protéine entière, ainsi que des 

façons connues pour réguler leur liaison à l’ubiquitine. 

 

 Les UBDs sont généralement de petits domaines de 20 à 160 acides aminés que l’on 

peut retrouver dans les enzymes qui catalysent l’ubiquitination ou la dé-ubiquitination des 

protéines. On note aussi leur présence dans les protéines dites réceptrices d’ubiquitine, 

chargées de reconnaître et d’interpréter les différents signaux d’ubiquitination des protéines 

(Figure III.4 et Tableau III.2).  

 Les UBDs sont différents  les uns des autres d’un point de vue structural et possèdent 

des fonctions biologiques très différentes. La présence d’un UBD au sein d’une protéine 

indique qu’elle interagit avec l’ubiquitine, des chaînes d’ubiquitine ou encore des protéines 

ubiquitinées ou poly-ubiquitinées. 

 

 

2. UIM et UBA   

 

Les protéines poly-ubiquitinées sont adressées au protéasome qui les reconnaîtra 

directement par l’intermédiaire d’une protéine qui possède un UBD reconnaissant les chaînes 

d’ubiquitine. La première protéine à UBD caractérisée est une des sous unités du protéasome, 

S5A/RPN10 (Young et al., 1998). Par homologie de séquence et utilisation de recherche par 

bioinformatique, un motif a pu être identifié : UIM (Ubiquitin-Interacting Motif : Hofmann 

and Falquet, 2001 ; Donaldson et al., 2003). Les travaux de Bilodeau, Raiborg, Polo, Shih et 

collègues ont montré que les protéines possédant une telle séquence peuvent interagir avec 

l’ubiquitine (Bilodeau et al., 2002 ; Raiborg et al., 2002 ; Polo et al., 2002 ; Shih et al., 2002). 

 



Tableau III.2
Caractéristiques des différents UBDs. L’occurrence, la taille et l’affinité des différents 
UBDs pour l’ubiquitine ou les chaînes de poly-ubiquitine sont rapportées. Il est notable que 
ces domaines ont un affinité relativement faible pour l’ubiquitine ou les chaînes 
d’ubiquitine. Ceci constitue une donnée importante pour notre travail. Abréviation : Cue : 
Coupling of ubiquitin conjugation to endoplasmic reticulum degradation; GAT : Gga and 
Tom1; GLUE : GRAM-like ubiquitin-binding in Eap45; NZF : Npl4 Zinc Finger; UBA : 
Ubiquitin Associated domain; UBDs : Ubiquitin Binding Domain; UEV : Ubiquitin-
conjugating Enzyme Variant; UIM : Ubiquitin Interacting Motif; VHS : ‘Vps27, HRS, 
STAM’; ZnF-UBP : Zinc Finger in Ubiquitin specific Protease. Adapté d’après Hicke et al., 
2005.

Figure III.5
Surface de contact de l’ubiquitine avec les 
différents UBDs. Le panneau A décrit la 
fréquence d’interaction des résidus de 
l’ubiquitine avec les UBDs. Le panneau B nous 
permet de localiser les résidus clefs de 
l’ubiquitine et de les replacer sur les surfaces de 
contact. Nous pouvons constater que les résidus 
lysine 48 et 63, capitaux pour l’élongation des 
chaînes de poly-ubiquitine, ne sont jamais 
masqués par les UBDs.  Les UBDs réfèrent ici 
aux domaines UIM (Ubiquitin Interacting
Motif), Cue (Coupling of ubiquitin conjugation
to endoplasmic reticulum degradation), GAT 
(Gga and Tom1), UEV (Ubiquitin-conjugating
Enzyme Variant), UBA (Ubiquitin Associated
domain), NZF (Npl4 Zinc Finger). Abréviation : 
UBDs : Ubiquitin Binding Domain. Cette figure 
est tirée de Wilkinson et al., 2005. 
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Un autre domaine, identifié également par une approche bioinformatique, a été découvert lors 

de comparaison de séquences de facteurs impliqués dans l’ubiquitination et la dé-

ubiquitination des protéines. Ce domaine UBA (pour Ubiquitin-Associated) interagit 

directement avec l’ubiquitine (Bertolaet et al., 2001 ; Wilkinson et al., 2001). 

 De nombreuses protéines présentant des fonctions et des localisations subcellulaires 

différentes possèdent des UIMs et UBAs. Ces domaines sont capables d’interagir à la fois 

avec l’ubiquitine et les chaînes de poly-ubiquitine.  

 

 

3- Les autres UBDs  

 

Les autres types d’UBD ont pu être identifié par criblage double hybride chez la levure 

en utilisant différentes formes d’ubiquitine comme appât.  

L’analyse des protéines interagissant avec la mono-ubiquitine a permit de découvrir le 

domaine CUE (Coupling of Ubiquitin conjugation to Endogenous reticulum degradation, 

Donaldson et al., 2003 ; Shih et al., 2003). Les domaines de type GAT (GgA and Tom1) et 

PAZ ou ZnF-UBP (Polyubiquitin-Associated Zinc finger) ont été découverts de façon 

accidentelle en utilisant des protéines contenant ces domaines en tant qu’appât lors 

d’expériences de double hybride chez la levure (Hook et al., 2002 ; Yamakami et al., 2003 ; 

Scott et al., 2004 ; Shiba et al., 2004).  

NZF (Npl4 Zinc Finger), quand à lui, a été découvert à la suite d’expériences de 

biochimie (Meyer et al., 2002 ; Kanayama et al., 2004). Il en fut de même pour les domaines 

de type VHS (Vps27, HRS, STAM, Mizuno et al., 2003) et GLUE (GRAM-like ubiquitin-

binding in Eap45, Slagsvold et al., 2005). Le dernier en date est le domaine UEV (Ubiquitin-

conjugating Enzyme Variant) qui ressemble à un domaine catalytique de E2, mais qui ne 

possède pas la cystéine du site actif.  Malgré cette ressemblance structurale, le domaine UEV 

ne se lie pas de façon covalente à l’ubiquitine (Pornillos et al., 2002 ; Lindquist et al., 2004). 

 

 

4- Caractéristiques des UBDs  

 

Les caractéristiques des UBDs décrits plus haut sont résumées dans le Tableau III.2. 

Leurs constantes de dissociation, Kd, sont aussi reportées dans ce tableau. Il est frappant de 
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constater que les affinités de ces UBDS pour l’ubiquitine sont faibles (Kd compris entre 10 et 

500 µM, Hicke et al., 2005).   

Certains UBDs, semblent également pouvoir interagir avec la protéine de type 

ubiquitine Nedd8 (Ubiquitin like protein, Ubl). En effet Nedd8 possède un motif de 

reconnaissance identique à celui de l’ubiquitine (résidu Isoleucine 44). Enfin, certains UBDs 

peuvent interagir avec des protéines Ubl, en plus de pouvoir interagir avec l’ubiquitine (Hicke 

et al., 2005). 

Enfin, la plupart des UBDs sont capables d’interagir à la fois avec l’ubiquitine et les 

chaînes de poly-ubiquitine, cependant pas avec la même affinité. On note aussi des 

préférences pour les chaînes d’ubiquitine branchées en K63  plutôt qu’en K48 pour  certains 

UBDs (Kanayama et al., 2004 ; Seibenhener et al., 2004). De façon intrigante, on trouve dans 

de nombreuses protéines des tandems de domaines UBD. Cette observation reste à ce jour 

sans explication satisfaisante, bien que l’on puisse penser que les constantes d’affinité 

résultantes de la présence de deux domaines UBDs au sein de la même protéine soient plus 

fortes que dans le cas où un seul domaine UBD serait présent (Hicke et al., 2005).  

 

 

5- Avantages des faibles affinités des UBDs pour l’ubiquitine  

 

 Les différents types d’UBDs sont extrêmement bien représentés dans le phénomène 

d’endocytose où l’ubiquitination prend une part maîtresse. L’avantage majeur d’avoir un 

ensemble de protéine à UBD peu avide pour l’ubiquitine, au sein réseau de signalisation par 

ubiquitination, est qu’un tel réseau contient des connections facilement réversibles, 

dynamiques et donc très fluides (Hicke et al., 2005, Tableau III.2). Un autre avantage est que 

les protéines à UBDs doivent coopérer les unes avec les autres pour augmenter leur affinité 

pour un substrat ubiquitiné (Hicke et al., 2005).   

Ce système permet aussi d’apporter plus de spécificité, notamment lorsque l’on prend 

l’exemple de la protéine TSG101 (Tumour Susceptibility Gene 101). Cette protéine contient 

une UBD de type UEV, qui possède une affinité très faible pour l’ubiquitine. TSG101 peut 

interagir avec la protéine virale gag, mais là encore avec une très faible affinité. Lorsque la 

protéine virale gag est ubiquitinée, alors TSG101 a une très forte affinité et donc une très 

grande spécificité d’interaction avec elle (Pornillos et al., 2002). 
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Les domaines UBDs au sein des protéines semblent être régulés de façon importante. 

De nombreux éléments d’observation laissent penser que les contacts inter et intra 

moléculaires impliquant les UBDs, des modifications post-traductionnelles ou encore qu’une 

structure quaternaire différente affectent l’affinité des domaines UBDs pour l’ubiquitine et 

leur spécificité (Meyer et al., 2002 ; Shih et al., 2003). L’exemple le plus frappant est donné 

par le facteur RAD23. Un repliement intra moléculaire entre un domaine UBA et un domaine 

de type ubiquitine diminue son affinité pour l’ubiquitine (Walters et al., 2003 ; Raasi et al., 

2004). Certains chercheurs pensent aussi que le contrôle de la localisation sub-cellulaire serait 

un moyen de contrôler la spécificité d’interaction des protéines à domaine UBD pour des 

substrats ubiquitinés (Hicke et al., 2005). 

 

6- Structure des différents types d’UBDs, surfaces d’interaction avec l’ubiquitine  

 

La très haute conservation de séquence et de structure de l’ubiquitine au cours de 

l‘évolution peut résulter des nombreuses interactions avec des UBDs structurellement 

différents qu’elle doit lier (Hicke et al., 2005). Afin d’étayer ces propos, j’ai décidé de 

montrer ces différentes structures dans la Figure III.4. UIM forme une simple hélice alpha 

qui interagit avec l’ubiquitine, le motif NZF interagit avec l’ubiquitine grâce à trois résidus  

stablement maintenus dans une structure à zinc, tandis que les domaines CUE, UBA et GAT 

contiennent 3 hélices alpha dont deux d’entre elles contactent l’ubiquitine. Enfin, le domaine 

UEV contient à la fois hélices alpha et feuillet bêta, et interagit avec l’ubiquitine grâce à deux 

boucles et une partie du feuillet béta. 

 

Les études structurales ont montré que l’ubiquitine est contactée différemment par les 

différents types d’UBD. Néanmoins, le résidu I44 de l’ubiquitine est impliqué 

systématiquement dans l’interaction avec les différents types d’UBDs (Hamilton et al., 2001 ; 

Hu et al., 2002 ; Johnston et al., 1999 ; Walden et al., 2003). Chacun des différents UBDs 

semble ainsi pouvoir pivoter sur ce résidu d’ubiquitine (Hicke et al., 2005, voir Figure III.4 

et III.5). Ceci permet d’expliquer rationnellement pourquoi certains UBDs interagissent plus 

avec certains types de chaînes de poly-ubiquitine plutôt qu’avec d’autres. 
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7- Ubiquitination des UBDs  

 

A ce jour, l’ubiquitination des motifs VHS, UEV, ZnF-UBP, GLUE et UBA n’a pas 

été observée. En revanche, les UBDs de type UIM, CUE et GAT et NZF sont généralement 

mono ubiquitinés (Polo et al., 2002 ; Shih et al., 2003 ; Shiba et al., 2004 ; Kanayama et al., 

2004 ; Klapisz et al., 2002, Oldham et al., 2002 ; Davies et al., 2003 ; Katz et al., 2002 ). 

Brièvement, il semblerait que cette modification module l’affinité d’un UBD pour l’ubiquitine 

(en favorisant le repliement intra moléculaire notamment). Elle pourrait aussi faire varier 

l’éventail des interactions avec d’autres protéines à UBD. 

 

 

8- Rôles physiologiques des UBDs 

 

 On peut dégager trois grands rôles pour les UBDs.  Premièrement, les UBDs 

interviennent régulièrement dans les processus d’ubiquitination et de dé-ubiquitination 

(vanDemark et al., 2001 ; Davies et al., 2003). On note aussi leur importance dans la 

dégradation des protéines par le protéasome (Deveraux et al., 1994 ; Schauber et al., 1998). 

Enfin, comme nous l’avons déjà évoqué, de nombreuses protéines à domaines UBD 

interviennent tout au long  de l’endocytose (Katzmann et al., 2001 ; Katzmann et al., 2002). 
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Chapitre IV : La réponse cellulaire au stress 
 

 

 

A. Les effets d’un stress cellulaire 

 

 Lors d’une infection virale ou bactérienne, l’organisme réagit en augmentant la 

température corporelle. Cette hyperthermie contrôlée est un mécanisme de défense 

immunitaire innée. Il n’en reste pas moins qu’elle provoque  de nombreux changements dans 

la cellule. Pour la plupart des types cellulaire étudiés, la transcription et la traduction d’une 

majorité de protéines sont arrêtées (Cuesta et al., 2000 ; Duncan et Hershey, 1989 ; Kuhl and 

Rensing, 2000a). Les ADN polymérases sont inactivées (Spiro et al., 1982). Le cycle et la 

prolifération cellulaire sont arrêtés (Kuhl et al., 2000b) et la morphologie des cellules apparaît 

différente car la polymérisation des micro filaments d’actine est perturbée (Han et al., 2000). 

 

 Une hyperthermie affecte une majorité de protéines et seulement une faible proportion 

de ces facteurs est insensible à ce stress. De plus, le taux intracellulaire des HSPs s’accroît 

rapidement en réponse à une augmentation brutale des protéines déstructurées. Cette 

induction participe à la protection de la cellule (Samali and Orrenius, 1998) et empêche 

l’accumulation de protéines mal repliée et leur agrégation  en favorisant leur repliement ou 

leur dégradation par le protéasome (Connell et al., 2001 ; Parcellier et al., 2003). Lorsque le 

stress thermique est extrême, il semble que le système de dégradation protéique lui-même soit 

bloque, ce qui provoque complexes des cellules (Westwood and Steinhardt, 1989). 

 

 

B. Les chaperonnes HSPs 

 

1- Introduction 

 

 Lorsqu’une cellule se trouve dans des conditions particulièrement nocives pour elle, 

une réponse spécifique et adaptée est mise en place afin de promouvoir la survie cellulaire. 

Cette réponse cellulaire à divers stresses est bien étudiée. Ainsi, on peut constater que ces 

différents stresses ont tous en commun de promouvoir la sur expression des HSPs (heat shock  



 - 80 -

proteins) pour lutter contre les effets délétères de températures élevées (Hahn and li, 1982), 

l’irradiation par les UV (Simon et al., 1995), l’infection virale (Stewart and Young, 2004), la 

présence de métaux lourds (Levinson et al., 1980) ou le stress oxydatif (Lindquist and Craig, 

1988). 

 Les HSPs sont localisées dans différents sites intracellulaires et organelles. Elles 

possèdent parfois des degrés d’expression variable et tissus dépendantes (Tanguay et al., 

1993). Ces HSPs ne sont pas seulement induites par le stress, elles participent aussi à la 

régulation de processus physiologiques comme le cycle, la prolifération et la différenciation 

cellulaire (Milarski and Morimoto, 1986). De plus, leur expression est également liée à 

différents états pathologiques et en particulier au cancer (Fuller et al., 1994). 

 

 Les protéines chaperonnes ont un grand nombre de fonctions cellulaires. Comme les 

HSPs ont une affinité pour les parties hydrophobes exposées des protéines, elles sont 

impliquées, après hydrolyse de l’ATP, dans la conformation des protéines naissantes et des 

protéines dénaturées. Elles participent à la prévention de l’agrégation protéique, ont un rôle 

dans l’apoptose, assistent les protéines dans la dégradation par le protéasome (Ballinger et al., 

1999 ; Connell et al., 2001 ; Luders et al., 2000 ; Parcellier et al., 2003) et contribuent à la 

modulation du signal pour la réponse immunitaire ou inflammatoire (Castelli et al., 2001 ; 

Kuppner et al., 2001). De plus, 15% des protéines néo-synthetisées sont associées a des 

chaperonnes (Wickner et al., 1999). Par exemple, la machinerie de HSP70 se fixe sur une 

séquence d’acides amines hydrophobes avant même que la protéine naissante ne quitte le 

ribosome. 

  

 A la suite de différents stress environnementaux, les protéines peuvent se déstructurer. 

Il semblerait qu’elles exposent alors des surfaces hydrophobes, s’agrègent par contact intra et 

inter moléculaires aberrants, pour finalement devenir insolubles. Certaines protéines 

chaperonnes préviennent de cette agrégation et sont aussi capable d’éliminer les agrégats 

formés. Elles se fixent sur les surfaces hydrophobes des protéines déstructurées, et les aident à 

se replier ou augmentent leur vitesse de prise en charge par le protéasome (Glover and 

Lindquist, 1998). 
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2- Les principales HSPs  

 

2.1. HSP90 

 2.1.1. Présentation de HSP90 

C’est la protéine cytosolique la plus abondante chez les eucaryotes (2% des protéines 

cytosoliques). Des homologues sont retrouvés dans le réticulum endoplasmique des 

eucaryotes supérieurs et chez les procaryotes. 

 Chez les eucaryotes supérieurs, HSP90 est exprimée sous deux isoformes 

homologues : les formes α et β. Dans toutes les espèces étudiées, les différents complexes de 

HSP90 ont une structure commune et fonctionnent probablement selon un mécanisme 

d’action identique. HSP90 est un homo dimère constitutif avec un domaine d’interaction de 

190 acides amines localisés du cote C-Terminal de la protéine (Nemoto et al., 1995, Figure 

IV.1). Coté N-terminal, un domaine hautement conserve de 25kDa est le site de fixation de 

l’ATP et de la geldanamycine, une drogue qui cible le domaine ATPase d’HSP90 (Whitesell 

et al., 1994). 

 Selon les conditions physiologiques, HSP90 est associée avec de nombreuses 

protéines comme HSF1 (heat shock factor 1), l’actine, la tubuline, des kinases et des 

récepteurs d’hormones (Jakob and Buchner, 1994). 

 Les protéines de choc thermique de 90 KDa (HSP90s) constituent une très grande 

famille de chaperonnes moléculaires présentes chez les bactéries et les eucaryotes, mais 

apparemment absentes chez les archae bactéries. Les eucaryotes possèdent de multiples 

homologues de HSP90, incluant des isoformes dans le réticulum endoplasmique, la 

mitochondrie, et le chloroplaste. Bien que la version bactérienne HtpG est typiquement non 

essentielle (Versteeg et al., 1999), les eucaryotes requièrent une HSP90 cytoplasmique pour 

survivre dans toutes les conditions de croissance testées (Borkovich et al., 1989). Cette 

nécessité a permis l’utilisation de levure pour analyser précisément structure et fonction de 

HSP90 elle-même (Meyer et al., 2003 ; Obermann et al., 1998 ; Panaretou et al., 1998 ; 

Prodromou et al., 2000), aussi bien que pour identifier et caractériser une pléthore de 

protéines co-chaperonnes avec lesquelles HSP90 collabore (Dey et al., 1996 ; Duina et al., 

1996 ; Chang et al., 1997 ; Fang et al., 1998 ; Panaretou et al., 2002) 

Contrairement aux autres chaperonnes comme GroEL et HSP70, HSP90 semble avoir un 

certain éclectisme pour ses protéines « clientes ». En effet, sa clientèle inclue des protéines 

structurellement et fonctionnellement aussi différentes que la télomèrase (Holt et al., 1999), 

l’organisateur d’actine N-WASP (Park et al., 2005), la nitric oxyde synthase (Garcia-Cardena  



Figure IV.1
Structure primaire de HSP90. Le domaine ATPase-chaperonne ainsi que celui de 
dimèrisation sont indiqués. Comme nous le verrons dans le texte, la partie chargée joue un 
rôle important dans le contrôle de l’activité ATPase-chaperonne de HSP90.

ATPase Dimèrisation
N C

MEEVD

Chargée
***

100 Aa

Figure IV.2                                                     

Modèle de changement conformationnel de HSP90 couplé à son activité ATPase sur la 
base d’études structurales et biochimiques. La partie N-Terminale, médiane et C-
Terminale de HSP90 sont représentées (respectivement en cyan, jaune et rouge). Une 
protéine cliente (vert est capable de se lier en l’absence d’ATP et subit quelques changements 
d’état lorsque HSP90 hydrolyse l’ATP (activation). Les drogues inhibant cette hydrolyse, 
comme la geldanamycine, bloquent cette activation des protéines clientes. D’après Pearl and 
Prodromou, 2006.
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et al., 1998) ainsi qu’un tas de récepteurs d’hormone nucléaires (Pratt and Toft, 2003) ou 

encore un nombre croissant de protéines kinases (Pearl, 2005). La base moléculaire de la 

spécificité de HSP90 pour ses protéines clientes est encore mal connue. En ce qui concerne 

les récepteurs d’hormone nucléaires, qui sont probablement les plus étudiés, le recrutement 

sur le système HSP90 requiert l’interaction préalable avec le système HSP70/HSP40 qui est 

ensuite connecté à HSP90 via Hop/Sti1 (Pratt and Toft, 2003 ; Kimmins and MacRae, 2000). 

En ce qui concerne les protéines kinases,  qui constituent la plus grande fraction des protéines 

clientes de HSP90, la spécificité réside probablement non pas dans HSP90 mais plutôt dans la 

protéine adaptatrice Cdc37, capable de ponter HSP90 et ses protéines kinases clientes (Pearl, 

2005). Cette spécificité pour une protéine adaptatrice a déjà été observée avec WISp39 pour 

d’autres protéines clientes comme l’inhibiteur de cdk p21WAF/CIP1 (Jascur et al., 2005).  

L’aspect le moins clair du système HSP90 est certainement de comprendre comment HSP90 

puisse maintenir ses protéines clientes dans une conformation qui facilite leurs fonctions 

biologiques et les discrimine des protéines mal repliées. En effet, bien que HSP90 puisse se 

lier aux protéines dénaturées in vitro (Wiech et al., 1992), ce phénomène ne semble pas avoir 

de points communs avec l’interaction d’authentiques protéines clientes in vivo. Cependant, 

l’interaction des protéines clientes p53 et de p21WAF/CIP1 avec HSP90, fait intervenir des 

domaines mal-repliés de ces protéines (Rudiger et al., 2002).  

 

2.1.2. Structure de HSP90 

La cristallisation de HSP90 a été réalisée il y a dix ans environ (Prodromou et al., 

1996). Cependant, à ce jour, il n’existe aucune donnée de très basse résolution pour la 

protéine entière. 

 

La première avancée significative vers la structure de HSP90 est venue de la 

cristallisation d’un petit fragment de 25 KDa obtenu après protéolyse ménagée : le domaine 

N-Terminal. Sa structure est de type sandwich α/β. La véritable fonction ATPase de ce 

domaine fut découverte grâce à des homologies de séquences avec deux classes de protéines 

ATP-dépendantes manipulant l’ADN : les topo-isomèrases et la protéine de réparation de 

l’ADN MutL (Bergerat et al., 1997), ainsi que de la cristallisation du domaine N-Terminal de 

HSP90 de S.cerevisae. Il est notable que la geldanamycine, un inhibiteur de l’activité ATPase 

de HSP90 et dont certains dérivés sont actuellement en phases d’essais cliniques, entre en 

compétition avec l’ATP pour la liaison au domaine N-Terminal. 
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Le segment central a aussi été isolé et cristallisé après protéolyse ménagée de HSP90 

de levure. Il contient en fait un grand et un petit domaine de type αβα connectés par une série 

de petites hélices qui forment une partie plus flexible. Alors que le repliement du grand 

domaine est du même type que le domaine de liaison à l’ADN de MutL et GyrB (Gyrase B), 

le petit domaine possède un nouveau type de repliement (Meyer et al., 2003). Le segment 

central semble jouer deux rôles critiques pour HSP90. Cette partie est responsable de 

l’activité ATPase de HSP90, et permet aussi sa liaison aux protéines clientes. 

 

Très récemment, la structure du domaine C-Terminal de HtpG (homologue de HSP90 

chez E.coli) a été résolue (Harris et al., 2004). Bien que cette protéine présente de nombreuses 

homologies de séquence avec HSP90, elle ne possède pas le motif MEEVD responsable de la 

liaison de HSP90 avec les co-chaperonnes à domaine tetradecapeptide. En accord avec les 

études biochimiques, bien que ce domaine soit nécessaire à la dimèrisation de HSP90, à sa 

liaison aux protéines clientes (Minami et al., 1994), il n’est pas requis pour l’activité ATPase 

de la chaperonne. 

 

La démonstration formelle que l’accrochage et l’hydrolyse de l’ATP sont des clefs 

dans la fonction de HSP90, laisse penser que les cycles ATPasiques de HSP90 pourraient 

coordonner l’activation des protéines clientes. Des changements conformationnels de HSP90 

en présence d’ATP ont déjà été observés, et généralement interprétés en terme de transition 

structurale d’une conformation hydrophobe ouverte vers une conformation plus fermée 

(Csermely et al., 1993 ; Grenert et al., 1997 ; Sullivan et al., 1997). Des approches structurales 

et de mutagenèse dirigée de HSP90 ont mis en évidence que les domaines N-Terminaux sont 

transitoirement associés lorsque la chaperonne est liée à l’ATP. De ce fait, le cycle 

d’hydrolyse de l’ATP est parfaitement associé avec l’ouverture et la fermeture d’une pince 

moléculaire des dimères de HSP90 (Prodromou et al., 2000 ; Chadli et al., 2000). Ce 

mécanisme biochimique est partagé avec l’ATPase GyrB (Kampranis et al., 1999), (voir 

figure IV.2).   

 

2.1.3. Co-chaperonnes et fonctions de HSP90 

In vivo, HSP90 fonctionne avec une pléthore de co-chaperonnes. A ce jour, en effet, 

plus d’une douzaine de co-chaperonnes ont été identifiées et semblent pouvoir moduler la 

structure et la fonction de HSP90. A l’heure actuelle, les recherches s’orientent sur les 

différentes combinaisons possibles de ces co-chaperonnes et visent à déterminer leurs rôles. 
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Les co-chaperonnes à domaine tetratricopeptide (TPR) ont été les premières à être 

identifiées. Elles constituent la plus grande famille des co-chaperonnes de HSP90. Le 

domaine TPR est un domaine à hélices concaténées d’environ 34 acides aminés (Das et al., 

1998). Il interagit généralement avec le motif MEEVD de la partie C-Terminale de HSP90 

(Chen et al., 1998 ; Young et al., 1998 ; Radanyi et al., 1994 ; Owens-Grillo et al., 1996 ; 

Ratajczak and Carrello, 1996). Le domaine TPR de certaines co-chaperonnes  peut aussi 

interagir avec le motif IEEVD de la partie C-Terminale de HSP70.  

Les co-chaperonnes à domaine TPR ont des rôles éclectiques et partagent peu de similarités 

biochimiques. Par exemple, WISp39 semble promouvoir le recrutement de protéines clientes 

de HSP90 (Jascur et al., 2005), tandis que Hop/Sti1/p60 ou le récepteur membranaire 

mitochondrial Tom70, facilitent le recrutement de HSP90 (Smith et al., 1993 ; Young et al., 

2003).  

Certaines co-chaperonnes à domaine TPR possèdent des activités catalytiques 

spécifiques. Ainsi, les immunophilines  Cyp40 et les FKBPs sont des peptidyl-prolyl 

isomérases (Dolinski et al., 1997), PP5 est une Ser/Thr phosphatase (Silverstein et al., 1997), 

et CHIP est une E3/E4-ubiquitine-ligase (Jiang et al., 2001). Mis à part CHIP, dont l’activité 

ubiquitine-ligase est requise pour la dégradation protéasomale des protéines clientes (Murata 

et al., 2001), le rôle biologique des activités enzymatiques associées à un domaine TPR reste 

obscur.  

Bien que la présence de plusieurs domaine TPR permette à la co-chaperonne Hop/Sti1 

de se lier simultanément à HSP90 et à HSP70, dans d’autres cas comme celui de CHIP, la 

présence d’un seul domaine TPR assure l’exclusivité de la liaison à HSP90 ou à HSP70 

(Ballinger et al., 1999 ; Connell et al., 2001). Il est aussi intéressant de constater que HSP90, 

en tant que dimère, possède deux motifs MEEVD. HSP90 pourrait donc être théoriquement 

liée à deux co-chaperonnes différentes. Néanmoins, de nombreuses co-chaperonnes comme 

CHIP ou Hop/Sti1 sont aussi des dimères (Prodromou et al., 1999 ; Nikolay et al., 2004) et 

peuvent donc exclure d’autres co-chaperonnes (Owens-Grillo et al., 1996 ; Silverstein et al., 

1997 ; Ratajczak et al., 1990). 

 

La régulation de l’activité ATPase de HSP90 est un phénomène très étudié, puisqu’il 

est responsable de l’activation des protéines clientes de HSP90. A ce jour, les rôles des co-

chaperonnes de HSP90 restent encore à définir. Néanmoins, on peut en dégager les grandes 

lignes. 
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Trois co-chaperonnes différentes, Hop/Sti1, Cdc37 ainsi que p23, sont des inhibiteurs 

de l’activité ATPase de HSP90 (Panaretou et al., 2002 ; Prodromou et al., 1999 ; Siligardi et 

al., 2002). En revanche, Aha1 et Cpr6 ont un effet activateur (Panaretou et al., 2002 ; 

McLaughlin et al., 2002). Par une approche biochimique très fine, Prodromou et 

collaborateurs ont mis en évidence un mécanisme séquentiel d’activation des protéines 

clientes. Lors d’une première étape, les co-chaperonnes Hop/Sti1 ou Cdc37 se lient à HSP90 

et la bloquent dans une conformation hydrophobe ouverte, dépourvue d’activité ATPase. La 

protéine cliente peut alors être chargée sur les dimères de HSP90. Lors d’une seconde étape, 

Cpr6 exclue Hop/Sti1 ou Cdc37. HSP90 peut alors hydrolyser l’ATP et activer la protéine 

cliente (Prodromou et al., 1999). 

 

A la différence de chaperonnes comme GroEl ou HSP70, HSP90 ne semble pas 

impliquée dans le repliement ou dépliement de ses protéines clientes. En revanche, HSP90 

jouerait subtilement sur la conformation ou le repliement de certains domaines de celles-ci. 

De ce fait, HSP90 faciliterait souvent, mais pas toujours, l’interaction de ces protéines avec 

leur ligand. Les récepteurs aux hormones stéroïdiennes sont certainement les meilleurs 

exemples que l’on puisse trouve pour illustrer cela. Leurs interactions avec le système 

HSP90/HSP70, les converti d’un état de faible affinité en une structure qui peut se lier à son 

ligand, et se dimèriser (Pratt et al., 2004).  

L’activation des protéines kinases par le système HSP90 est beaucoup moins bien 

caractérisée. Néanmoins, l’utilisation de systèmes acellulaires et l’isolement de complexes 

endogènes ont permis d’explorer le phénomène de liaison des kinases aux complexes HSP90-

Cdc37 (Stancato et al., 1993 ; Zhao et al., 2004). De façon très intéressante, la majorité des 

protéines kinases clientes sont plus facilement activables si elles sont en complexe avec 

HSP90, qu’en l’état dissocié. En fait, il semblerait que HSP90 provoque un changement subtil 

de conformation de ces protéines kinases, exposant leurs régions phosphorylables 

d’activation. Qui plus est, HSP90 semble protéger certaines kinases phosphorylées d’une 

déphosphorylation, comme c’est le cas pour PKB/Akt (Sato et al., 2000). Le rôle de HSP90 

serait alors de maintenir dans la cellule un réservoir de kinases actives. 
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2.2. HSP70 

 HSP70 est une protéine très conservée (50% d’homologies de séquence avec DnaK 

procaryote, et structure très voisine – Lindquist and Craig, 1988).  

 Contrairement à HSC70 qui représente la protéine constitutive non inductible, HSP70 

est une enzyme inductible par des stress chimiques, physiologiques ou physiopathologiques. 

Elle est constituée de 3 domaines de 44, 18 et 10 kDa. Cote N-terminal, le domaine de 44 kDa 

possède une activité ATPase à très forte homologie avec les domaines ATP ase des 

hexokinases et de l’actine (Flaherty et al., 1990 ; Flaherty et al., 1991, Figure IV.3). Le 

domaine de 18 kDa représente la partie de la molécule capable de fixer les peptides. Le 

domaine C-terminal de 10 kDa d’oligomérisation est contigu au motif EEVD. Ce motif est 

retrouvé chez HSP90.  

 Les membres de la famille HSP70 sont des chaperonnes moléculaires. Elles fixent 

transitoirement et stabilisent des protéines mal repliées. Elles contrôlent le repliement correct 

(Frydman et al., 1994), l’oligomérisation et semblent accompagner les protéines à la 

dégradation par le système ubiquitine/protéasome (Bukau and Horwich, 1998 ; Fink and 

1999 ; Georgopoulos and Welch, 1993).  

 

2.3. HSP27 

 Elle fait partie de la famille des petites protéines du choc thermique, et montre une 

forte induction à la suite d’un stress cellulaire (environ 15 fois). A la différence de son 

orthologue murin HSP25, HSP27 possède de nombreuses sérines cibles de phosphorylation 

par MK2 en cas de stress (Ciocca et al., 1993 ; Freshney et al., 1994, Figure IV.4) ce qui 

provoquerait sa translocation nucléaire. Dans les cellules non stressées, HSP27 est sous forme 

d’oligomères de 200-800 kDa pour atteindre près de 2000 kDa après choc thermique (Arrigo 

et al., 1988). Il semblerait que ces structures oligomériques soient très dynamiques. Elles 

permettraient de disposer en permanence de la protéine de façon a exercer rapidement ses 

fonctions cellulaires (Ehrnsperger et al., 1999). De plus, HSP27 est fortement exprimée dans 

le muscle squelettique (Gernold et al., 1993) et dans un nombre important de lignées 

cellulaires tumorales (Garrido et al., 2001).  

 

 Trois voies d’actions de HSP27 ont fait l’objet d’investigations aboutissant à des 

observations très intéressantes. Premièrement, il semble que HSP27 puisse inhiber le 

déclenchement des voies complexes en bloquant les caspases 3 et 9 et le cytochrome c, 

actives en conditions de stress (Beere, 2004 ; Garrido et al., 1999 ; Garrido et al., 2001 ; Paul  
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Figure IV.3
Structure primaire de HSP70. Le domaine ATPase-chaperonne ainsi que celui de 
dimérisation sont indiqués. Le motif EEVD est un motif important dans le recrutement de 
partenaire. Cependant la région de fixation de peptide reste nécessaire à l’interaction avec la 
plupart des partenaires de HSP70.
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Figure IV.4
Structure primaire de HSP27. Le domaine d’homologie avec l’α-crystalline ainsi que la 
région N-Terminale très conservée chez les eucaryotes supérieurs sont indiqués.
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et al., 2002). De façon concomitante, HSP27 contribue à l’activation de la voie NF-κB car il 

escorte IκB unités jusqu’au spécifique 26S (Parcellier et al., 2003). De plus, les études de 

Benndorf, Huot et collègues montrent que HSP27 unités pendant la récupération après un 

stress promeut la polymérisation de l’actine et sa protection (Benndorf et al., 1994 ; Huot et 

al., 1996). Enfin, HSP25 inhibe la synthèse protéique durant une hyperthermie sévère en 

séquestrant eIF4 (Cuesta et al., 2000). 

 

 

C. Mécanismes de contrôle de la réponse cellulaire au stress 

 

1- Activation de la réponse cellulaire au stress 

 

 Un stress cellulaire provoque une induction de la quantité des HSPs. Nous allons en 

décortiquer rapidement le mécanisme. 

 

1.1. Chez les procaryotes 

 Les premières informations sur la transcription des gènes HSPs ont été obtenues à 

partir d’études utilisant la bactérie E.coli. En 1993, une approche par électrophorèse 

bidimensionnelle (Yura et al., 1993) a montré que 20 HSPs sont induites suite à un choc 

thermique. Cette induction est contrôlée par les facteurs de transcriptions sigma 24 et sigma 

32 (Fujita and Ishiham, 1987 ; Laskowska et al., 1996 ; Storz, 1999 ; Straus et al., 1987 ; 

Straus et al., 1990). La quantité de sigma 32 est modulée par un rétrocontrôle négatif de 

DnaK, DnaJ et GrpE, dont la transcription dépend de sigma 32 (Storz, 1999). 

 

1.2. Chez les eucaryotes 

 Les gènes des HSPs sont ici généralement contrôlés par des motifs dans leurs régions 

promotrices nommées HSE (Heat Shock response Element). Ces régions sont capables de 

fixer spécifiquement des facteurs de transcription impliqués la mise en place de la réponse 

cellulaire au stress : les HSFs (Heat Shock Factors).  

 Dans la réponse  au stress, HSF1 est le principal activateur transcriptionnel chez les 

mammifères (McMillan et al., 1998 ; Xiao et al., 1999). A l’état non activé, HSF1 a une 

répartition nucléaire diffuse et très faiblement cytoplasmique (Mercier et al., 1999).  

 Ce facteur est divisé en plusieurs domaines importants (Figure IV.5). Premièrement, 

du coté N-Terminal, un domaine de liaison  à l’ADN permet sa fixation spécifique sur les  



Séquestration par HSP90 Libération  

= trimérisation spontanée

Figure IV.5
Structure primaire et modifications potentielles de HSF1. Sur ce schéma, il est notable 
que les répétitions hydrophobes régulant la répression de HSF1, se trouvent réparties le long 
de la protéine. Le repliement de HSF1, grâce a certaines de ces répétitions, permet donc de 
moduler l’accessibilité du domaine de liaison HTH à l’ADN, mais aussi les signaux de 
localisation nucléaire. Ce repliement est d’une importance capitale pour réguler l’activation 
de HSF1. Il est notamment régulé par HSP90 et ses co-facteurs associés. 

Le panneau du bas montre comment le relarguage de HSF1 par HSP90
provoque sa trimérisation spontanée, phénomène qui tend vers l’activation de HSF1. La 
recapture par HSP90 provoque la répression de HSF1.
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régions HSE. De plus, HSF1 contient deux domaines d’activation du cote C-terminal (CTR) 

sous le contrôle d’un domaine de régulation (RD) place dans la partie centrale de la protéine 

(Green et al., 1995). Comme le domaine CTR n’est pas régulé lui-même par la température, le 

domaine RD est proposé comme le détecteur du choc thermique (Newton et al., 1996). Deux 

régions conservées HRA/B et HRC semblent impliquées dans la trimérisation de HSF1 

(Peteranderl and Nelson, 1992 ; Sorger and Nelson, 1989). Enfin, contigu au domaine de 

liaison à l’ADN, un NLS est dévoilé après choc thermique, et cible le facteur de transcription 

dans le noyau (Figure IV.5 et Figure IV.6). 

  

 Le modèle de la régulation de HSF1 dans l’activation des gènes HSPs fait intervenir 

des acteurs qui participent  à la fixation de HSF1 sur l’ADN, l’activité transcriptionnelle, la 

désactivation et le désassemblage des trimères de HSF1 (Bharadwaj et al., 1999 ; Guo et al., 

2001 ; Marchler and Wu, 2001 ; Shi et al., 1998 ; Voellmy, 2004 ; Zou et al., 1998). Dans ce 

modèle, HSF1 est monomérique dans les cellules non stressées, séquestré sous forme inactive 

par un complexe composé de HSP90, P23 et d’immunophilines (FKBP52). Pendant un stress, 

le complexe se dissocie (Figure IV.5 et Figure IV.6). Dans cette première étape, HSF1 peut 

se trimériser. L’hypothèse émise est que l’augmentation de la concentration en protéines 

déstructurées titre les chaperonne du complexe, et libère les monomères de HSF1, rendant 

alors possible sa trimérisation. Dans une seconde étape, HSF1 est transloqué dans le noyau et 

peut se lier aux HSE en amont des gènes des HSPs. Dès lors, HSF1 subit des 

phosphorylations activatrices qui prennent l’ascendant sur ses phosphorylations inhibitrices. 

Cette dernière étape est une étape de transactivation, nécessaire pour initier la transcription de 

ses gènes cibles (Figure IV.5 et Figure IV.6). Pendant l’activation de la transcription, HSF1 

favorise l’initiation et l’élongation  en recrutant des facteurs de remodelage de la chromatine 

et ceux de  la machinerie transcriptionnelle. 

 

 

2. Régulation de l’activation de la réponse cellulaire au stress 

 

 Il est important de réguler le déclenchement de la réponse cellulaire au stress, les 

HSPs étant des régulateurs de nombreux processus cellulaires ((Figure IV.5 et Figure IV.6). 

 

 

 



Figure IV.5
Mécanisme d’activation de HSF1. Au cours 
d’un stress chimique ou thermique, HSF1 est 
relaché par les complexes HSP90 et se 
trimèrise spontanément. Les signaux de 
localisation nucléaires sont donc exposés et 
accessibles aux protéines d’import nucléaire. 
Les trimères d’HSF1 sont alors transloqués 
dans le noyau, et peuvent alors se fixer sur les 
régions HSE (Heat Shock response Element) 
au sein de régions promotrices des gènes 
cibles de HSF1. Dans une dernière étape, les 
phosphorylations activatrices que HSF1 subit 
(résidu sérine 230 et thréonine 242),  contre 
balancent ses phosphorylations inhibitrices 
(résidus sérine 303, 307 et 363). D’autre part, 
il semblerait que la sumoylation transitoire de 
HSF1 (résidu lysine 298) favorise aussi son 
activation. HSF1 possède dès lors une activité
transactivatrice, et peut alors recruter 
l’ensemble de la machinerie transcriptionnelle 
permettant la surexpression de ses gènes 
cibles.
Le contrôle de l’activation de HSF1 est donc 
spatial (séquestration cytoplasmique) et 
temporel (contrôle par les kinases et les 
phosphatases dont l’activité ou la localisation 
varie au cours du stress; rétrocontrôle par le 
produit de ses gènes cibles comme HSP70 via 
CHIP).
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2.1. Avant un stress 

 En plus de l’inhibition de HSF1 par sa prise en charge par HSP90 (Zou et al., 1998), 

des phosphorylations inhibitrices sur les résidus S303, 307 et 363 maintiennent HSF1 sous 

forme inactive. Ceci est réalisé par certaines MAP kinases (Chu et al., 1998 ; Kline and 

Morimoto, 1997). Un troisième niveau de régulation fait intervenir la protéine CHIP 

interagissant avec HSP90 et HSP70, agissant sur leur domaine ATPase (Ballinger et al., 

1999). CHIP participerait à la dissociation de P23 du complexe HSP90-HSF1, étape 

nécessaire à la libération de HSF1 (McDonough and Patterson, 2003). 

 

 

 

2.2. Apres un stress 

 Les HSPs, notamment HSP70 opèrent un rétrocontrôle négatif sur l’activation de 

HSF1 (Boorstein and Craig, 1990 ; Wu, 1995). Ce mécanisme a aussi été observé chez les 

procaryotes (Craig and Gross, 1991). Le mécanisme de désactivation de HSF1 par les 

chaperonnes est expliqué par leur participation au désassemblage des trimères de HSF1 (Shi 

et al., 1998). 

 

 En plus du rétrocontrôle par les HSPs, d’autres protéines sont connues pour fixer et 

inhiber HSF1. De façon très intéressante, les travaux de Satyal et collègues (Satyal et al., 

1998), ont permis de montrer que HSPB1 (heat shock factor binding protein 1 ou HSP27) est 

capable de se fixer sur les répétitions hydrophobes du domaine de trimérisation de HSF1. 

HSPB1/HSP27 est une protéine nucléaire de 205 acides aminés. HSPB1/HSP27 inhibe la 

fixation de HSF1 sur l’ADN.  

  

 Enfin, la régulation de l’activation de HSF1 passe aussi par un contrôle  de sa 

phosphorylation (Voellmy, 2004 ; Xia and Voellmy, 1997 ; Zuo et al., 1995). L’hyper 

phosphorylation est généralement associée à une augmentation de l’activité transcriptionnelle. 

Plus précisément, certaines kinases phosphorylent HSF1 sur des résidus spécifiques pour 

induire ou réprimer son activité, comme la CAMKII (Ca2+ calmodulin dependent protein 

kinase II - Holmberg et al., 2001), la CK2 (casein kinase 2 - Soncin et al., 2003), la PKCα 

(protein kinase C alpha - Yang et al., 2004), la GSK3 (glycogen synthase kinase 3 - Chu et al., 

1998 ; Xavier et al., 2000) et ERK1 (extracellular signal regulated kinase 1 - Chu et al., 

1996 ; Wang et al., 2004). Les phosphatases responsables de la déphosphorylation de HSF1 
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peuvent être inactivées durant le choc thermique et HSP70 peut faciliter leur retour à une 

forme active.  
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Résultats 
 
 
 
 
 
A. Le complexe HDAC6-p97/VCP contrôle le recyclage des chaînes de poly-ubiquitine 
 

1- Présentation de l’article 1  

 

HDAC6 est une histone déacétylase atypique puisque sa localisation sub-cellulaire est 

majoritairement cytoplasmique (Verdel and Khochbin, 1999). Des travaux précurseurs de 

recherche de partenaires de HDAC6, conduits dans le laboratoire,  ont pu montrer que chez la 

souris HDAC6 est retrouvé en complexe avec PLAP (Phospholipase A2-activating protein, 

orthologue de UFD3 de S.cerevisae) et p97/VCP (Valosin Containing Protein). Ces deux 

protéines sont respectivement les orthologues murin de deux protéines de S.cerevisae, UFD3 

et Cdc48p, qui sont des régulateurs positifs de la dégradation des protéines par le système 

ubiquitine/protéasome. De plus, HDAC6 possède dans sa partie C-Terminale, un domaine de 

liaison à l’ubiquitine fonctionnel, ZnF-UBP (Zinc Finger in Ubiquitin specific Proteases). Ce 

domaine est très conservé chez certaines protéases spécifiques de l’ubiquitine, mais sans 

activité catalytique (Seigneurin-Berny et al., 2001 ; Boyault and Khochbin, résultats non 

publiés).  

Deux considérations sont à tirer de ces études. Premièrement, HDAC6 est 

potentiellement une protéine impliquée dans la voie d’ubiquitination des protéines. 

Deuxièmement, le domaine ZnF-UBP de HDAC6  s’ajoute à la longue liste de domaines 

connus pour interagir avec l’ubiquitine (Harper and Schulman, 2006). Cependant, alors que 

les autres domaines d’interaction ont fait l’objet de caractérisations intensives, aucune donnée 

n’était disponible pour le domaine ZnF-UBP.  

Lorsque j’ai débuté mes travaux de recherche, il nous paraissait évident que la 

caractérisation des fonctions ubiquitine-dépendantes de HDAC6 passait obligatoirement par la 

caractérisation structurale et fonctionnelle de son domaine ZnF-UBP, avant de passer à 

l’étude fonctionnelle de la protéine entière. 

 

Le papier qui suit répond à ces interrogations. En effet, nous avons pu montrer que le 

domaine ZnF-UBP de HDAC6 est un domaine structuré à 3 doigts de zinc, en coordination 

mixte cystéines et histidines. A notre connaissance, ce domaine est celui qui a la plus haute 
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affinité pour les monomères d’ubiquitine, ce qui lui permet de diminuer le recyclage des 

chaînes de poly-ubiquitine, ainsi que celui des protéines poly-ubiquitinées, in vitro et in vivo. 

La stabilisation des protéines poly-ubiquitinées est un phénomène qui doit être 

hautement contrôlé par la cellule. Après cette observation, il devenait clair pour nous que la 

liaison de HDAC6 aux chaînes d’ubiquitine des protéines à dégrader ne devait pas échapper à 

cette règle. Nous avons pu montrer dès lors que la chaperonne  p97/VCP contrecarre l’action 

de HDAC6, en dissociant les complexes HDAC6-ubiquitine. Nous proposons donc un modèle 

dans lequel le complexe HDAC6-p97/VCP tiendrait une place clef dans la dégradation des 

protéines poly-ubiquitinées par le protéasome. Un excès de p97/VCP provoquerait une prise 

en charge et une dégradation plus rapide des protéines poly-ubiquitinées par le protéasome. 

Au contraire, un excès de HDAC6 stabiliserait ces mêmes protéines qui tendraient alors à 

s’agréger. De plus, les complexes HDAC6-p97/VCP semblent moduler le recyclage des 

cagînes de poly-ubiquitine. 
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HDAC6–p97/VCP controlled polyubiquitin chain
turnover
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HDAC6 is a unique cytoplasmic deacetylase capable of

interacting with ubiquitin. Using a combination of bio-

physical, biochemical and biological approaches, we have

characterized the ubiquitin-binding domain of HDAC6,

named ZnF-UBP, and investigated its biological functions.

These studies show that the three Zn ion-containing

HDAC6 ZnF-UBP domain presents the highest known

affinity for ubiquitin monomers and mediates the ability

of HDAC6 to negatively control the cellular polyubiquitin

chain turnover. We further show that HDAC6-interacting

chaperone, p97/VCP, dissociates the HDAC6–ubiquitin

complexes and counteracts the ability of HDAC6 to pro-

mote the accumulation of polyubiquitinated proteins.

We propose that a finely tuned balance of HDAC6 and

p97/VCP concentrations determines the fate of ubiquiti-

nated misfolded proteins: p97/VCP would promote protein

degradation and ubiquitin turnover, whereas HDAC6

would favour the accumulation of ubiquitinated protein

aggregates and inclusion body formation.

The EMBO Journal (2006) 25, 3357–3366. doi:10.1038/

sj.emboj.7601210; Published online 29 June 2006

Subject Categories: proteins; molecular biology of disease

Keywords: CFTR; E4; neurodegenerative diseases; USP; zinc-

finger

Introduction

HDAC6, a member of class II HDACs, was first identified in

the mouse (Verdel et al, 1999), and both the mouse and

its human orthologue were shown to deacetylate histones

in vitro (Grozinger et al, 1999; Verdel et al, 1999). Its first

identified physiological substrate was however the cytoplas-

mic protein a-tubulin (Hubbert et al, 2002; Matsuyama et al,

2002; Zhang et al, 2003). In agreement with this finding, the

early functional studies of mouse HDAC6 showed that it is

actively maintained in the cytoplasm (Verdel et al, 2000).

Moreover, its human orthologue contains an additional

domain responsible for a stable maintenance of HDAC6 in

the cytoplasm (Bertos et al, 2004), suggesting that the protein

functions primarily in this compartment. HDAC6 contains

a region of homology with the non-catalytic domain of

several ubiquitin-specific proteases (USPs) known as

ZnF-UBP (Amerik et al, 2000). HDAC6 ZnF-UBP domain

interacts efficiently with free or bound monomeric ubiquitin

(Seigneurin-Berny et al, 2001), as well as with polyubiquitin

chains (Hook et al, 2002). The purification of an HDAC6-

containing complex from mouse testis cytosolic extracts

showed that HDAC6 is associated with at least two proteins

homologous to yeast proteins involved in the ubiquitin fusion

and degradation (UFD) pathway (Seigneurin-Berny et al,

2001). One of these proteins is the phospholipase A2 activat-

ing protein, a mouse orthologue of the yeast UFD3 involved

in cellular ubiquitin turnover (Johnson et al, 1995). The other

is the well-known AAA-ATPase chaperone, p97/VCP, which

also interacts with UFD3 (Ghislain et al, 1996; Mullally et al,

2006; Rumpf and Jentsch, 2006).

HDAC6 deacetylase activity may control the stability of the

dynamic pool of microtubules through an unknown mechan-

ism (Matsuyama et al, 2002). It may also coordinate micro-

tubules and actin networks (Destaing et al, 2005) and finally,

by deacetylating its second known substrate, HSP90, it may

also control the chaperone activity of this protein (Kovacs

et al, 2005).

Less is known about the function of HDAC6 ubiquitin-

binding activity. HDAC6, through its simultaneous binding to

minus end-directed dynein motors and to ubiquitinated pro-

tein aggregates, is thought to act as an adaptor, linking these

aggregates to the moving microtubules in order to achieve the

formation of the so-called cellular aggresomes (Kawaguchi

et al, 2003).

Here, using a series of biophysical approaches, we first

characterized the ZnF-UBP domain of HDAC6. These experi-

ments showed that HDAC6 ZnF-UBP binds one ubiquitin

molecule with the highest known affinity. The combination

of particle-induced X-ray emission (PIXE) and extended X-ray

absorption fine structure (EXAFS) revealed the presence of

three zinc atoms per molecule of HDAC6 ZnF-UBP ligated

on average by one histidine and three cysteine residues.

Biochemical and biological studies, including the use of cell

lines from HDAC6�/� mice re-expressing wild type or a non-
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*Corresponding authors. S Khochbin, Laboratoire de Biologie
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ubiquitin-binding HDAC6 mutant, showed that the high-

affinity binding of ubiquitin by HDAC6 stabilizes poly-

ubiquitin chains and favours the formation of aggresomes

containing cystic fibrosis transmembrane conducting regula-

tor (CFTR). Interestingly, the HDAC6 partner, p97/VCP,

dissociates HDAC6–ubiquitin complexes and hence regulates

the ubiquitin-dependent functions of HDAC6. This work

shows for the first time that a finely tuned balance of

HDAC6 and p97/VCP concentrations defines the stability of

the pool of ubiquitinated proteins and determines their fate.

Results

HDAC6 ZnF-UBP binds ubiquitin with high affinity

In order to better characterize HDAC6 ZnF-UBP domain, we

first selected a portion of the HDAC6 C-terminal region

spanning residues 1000–1149, which includes the entire

USP homology region (Figure 1A, see also Figure 2B). The

corresponding encoding sequence was cloned in an expres-

sion vector and the protein expressed and purified (data not

shown).

Gel filtration (Pharmacia Superdex 75) analysis showed

that the ZnF-UBP domain eluted at a volume of 11.9 ml

compatible with the ZnF-UBP domain being an elongated

monomer or forming dimers. ZnF-UBP and ubiquitin co-

eluted at 11.4 ml, suggesting that both components associate

at an equimolar ratio (Figure 1B). Sedimentation equilibrium

experiments of ubiquitin, HDAC6 ZnF-UBP domain and

HDAC6 ZnF-UBP domain/ubiquitin complex yielded masses

of 11.3, 17.5 and 28.3 kDa, respectively, which is in excellent

agreement with their molecular weights (His-ubiquitin:

11.5 kDa; HDAC6 ZnF-UBP domain: 17.0 kDa; HDAC6 ZnF-

UBP domain/ubiquitin complex: 28.5 kDa) (Figure 1C).

Similar results were obtained in sedimentation velocity ex-

periments (data not shown). Our results demonstrate that the

ZnF-UBP domain and ubiquitin are monomeric in solution

and that they associate in a 1:1 complex.

The binding of ubiquitin to the HDAC6 ZnF-UBP domain

was studied quantitatively using isothermal titration calori-

metry (ITC; Figure 1D). The affinity of the HDAC6 ZnF-UBP

domain to ubiquitin is high with a calculated equilibrium

constant (KD) of 60 nM and a stoichiometry of 1:1

(N¼ 1.071þ0.004). The DH for the binding of ubiquitin to

the HDAC6 ZnF-UBP domain is DH¼�17.9þ 0.1 kcal/mol,

suggesting a substantial number of non-covalent interactions

between both partners. In comparison, the USP5 ZnF-UBP
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domain binds ubiquitin with a KD of 3 mM (Reyes-Turcu et al,

2006), which roughly falls into the range of affinities for

ubiquitin observed for other known ubiquitin-binding do-

mains with KD values ranging from 10 to 500 mM (Hicke et al,

2005). Interestingly, these affinities are substantially weaker

than the affinity observed for the HDAC6 ZnF-UBP domain,

which binds with the highest known affinity to ubiquitin.

Structural organization of the ZnF-UBP domain

In total, our construct contains 11 cysteine and 10 histidine

residues. The large number of conserved cysteine and histi-

dine residues had led to the classification of this domain as

a Zn-finger-containing domain in the Conserved Domain

Database (Marchler-Bauer et al, 2005). We used micro-

focussed beam PIXE to determine the exact number of Zn

atoms present in the HDAC6 ZnF-UBP domain. X-ray emis-

sion of the Zn atoms was calibrated against the relative

concentration of sulphur atoms present in the HDAC6 ZnF-

UBP domain (11 cysteinesþ 5 methionines). Several indepen-

dent measurements yielded a total of 2.6 (þ 0.3) Zn atoms,

corresponding to either two fully occupied and one partially

occupied Zn-binding sites or, alternatively, to three partially

occupied sites (Supplementary Table 1). We then analysed

the coordination of the three Zn atoms using EXAFS

(Figure 2A). EXAFS data analysis revealed an average

Zn coordination by 2.9 (70.3) cysteines and 1.1 (70.3)

histidines.

The presence of three Zn ions in the structure of the

HDAC6 ZnF-UBP domain coordinated by conserved cysteine

and histidine residues is supported by the crystal structure

of the USP5 ZnF-UBP domain (Reyes-Turcu et al, 2006).

Structural alignment of 14 different ZnF-UBP domains with

the USP5 ZnF-UBP domain as a reference reveals conserva-

tion of eight cysteines and four histidines in most ZnF-UBP

domains, but not in the USP5 ZnF-UBP domain, where eight

Cys/His residues are poorly conserved (Figure 2B). Four of

these 12 conserved Cys/His residues coordinate one Zn atom

in a 3Cys/1His coordination (Zn1) in the USP5 ZnF-UBP
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ribbon diagram, USP5 residues were mutated to the corresponding Cys/His residues present in HDAC6. Asterisks indicate the predicted Zn
positions. (D) The indicated cysteines and histidines in the ZnF-UBP domain of HDAC6 were replaced by alanine and the corresponding coding
sequence (1047–1121 region of HDAC6) cloned in an expression vector. These constructs were then used to obtain 35S-labelled proteins. A
ubiquitin pull-down experiment was performed to evaluate the ubiquitin-binding activity of the in vitro-translated proteins. The input panel
show 20% of the material used in the pull-down assays. Proteins retained on the ubiquitin beads are shown in the lower panel.
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domain structure. The other eight Cys/His residues, not

conserved in USP5, cluster in two regions with 3Cys/1His

and 2Cys/2His coordination and tetrahedral geometry

(Figure 2C). In the case of HDAC6 ZnF-UBP, the two addi-

tional Zn ions are predicted to stabilize the overall structure

of the domain. In particular, Zn site 2 connects residues at the

N- and C-terminal end of the domain and therefore might be

particularly important for stabilization.

To further confirm the importance of the conserved Cys/

His residues, we systematically mutated histidines and

cysteines present in the HDAC6 ZnF-UBP domain and gene-

rally conserved in all USPs, to alanine (Figure 2B). Wild-type

ZnF-UBP and its mutated versions were translated in vitro in

a reticulocyte lysate in the presence of [35S]methionine and

the in vitro-labelled proteins were pulled down using ubiqui-

tin-sepharose beads. Figure 2D shows that mutating all these

cysteines and histidines strongly reduces efficient ubiquitin

binding. However, seven cysteines and two histidines (C1067,

C1070, C1082, C1087, C1110, C1117, C1120, and H1049 and

H1104) were found to play an absolutely critical role in the

ZnF-UBP–ubiquitin interaction. According to our structural

model, all these residues (except C1110) are directly involved

in Zn binding. Our results emphasize the functional impor-

tance of the Zn ions for the structural organization and

stability of the HDAC6 ZnF-UBP domain as a requirement

for ubiquitin binding. C1110, which does not directly coordi-

nate Zn, corresponds to a leucine in the USP5 ZnF-UBP

domain, which stabilizes the hydrophobic core. It is likely

that C1110 in HDAC6 plays a similar role and mutating it into

alanine would also destabilize the overall structure of the

protein.

The ZnF-UBP domain controls polyubiquitin chain

disassembly after induced cellular protein

ubiquitination

Taking into account the extraordinary affinity of HDAC6 ZnF-

UBP domain for ubiquitin, we reasoned that the HDAC6–

ubiquitin complex would be unlikely to be displaced by other

ubiquitin-binding proteins.

In order to test this hypothesis, we compared HDAC6 to

another polyubiquitin-binding factor, RPN10, which is a

polyubiquitin-binding component of the 19S proteasomal

subunit.

Flag-tagged HDAC6 and RPN10 were overexpressed in Cos

cells and purified (Figure 5A). Penta-ubiquitin chains (K48

5þ1) were preincubated with equal concentrations of pur-

ified HDAC6, or purified RPN10, and then treated with the

same amounts of recombinant UBPY, a ubiquitin isopeptidase

(Naviglio et al, 1998) presenting a remarkable in vitro activity

(Hartmann-Petersen et al, 2003). Figure 3 shows that HDAC6

efficiently hindered the action of UBPY and polyubiquitin

chain degradation, whereas RPN10 only partially delayed the

action of the protease. This experiment strongly suggests that

the high-affinity ubiquitin binding by HDAC6 has the poten-

tial to stabilize the pool of cellular ubiquitinated proteins.

Accordingly, we then tested the action of HDAC6 on

polyubiquitin chain turnover in vivo. For this purpose, 3T3

cell lines were established from HDAC6�/� (Zhang et al,
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Figure 3 HDAC6 polyubiquitin masking effect. A 1 mM portion of purified penta-ubiquitin chains was pre-incubated with 6mM of purified
HDAC6 or 6 mM of purified RPN10 (see also Figure 5A). (A) Equivalent amounts of purified UBPY were then added and the reactions stopped at
the indicated times, and the ubiquitin cleavage was visualized using an anti-ubiquitin antibody (ubiquitin panel). Anti-GST and anti-Flag
antibodies were used to show the amounts of GST-UBPY and Flag-tagged proteins in each condition (indicated). (B) Depolymerization of
polyubiquitin chain into ubiquitin monomers was monitored by Western blot and quantified and shown. 100% represents the amount of
polyubiquitin at time 0.
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2003; Zhang and Matthias, in preparation) or from parental

HDAC6þ /þ mice. The HDAC6�/� cell line was also used to

generate two derivatives stably re-expressing either wild-type

HDAC6 or an HDAC6 mutant with an inactive ZnF-UBP

domain (H1094 and H1098 changed to A). This particular

HDAC6 mutant was previously shown to have completely lost

its ubiquitin-binding activity (Seigneurin-Berny et al, 2001;

Bertos et al, 2004). Figure 4A shows that these cells express

equivalent amounts of wild-type and mutant HDAC6 at a

level comparable to that of the HDAC6þ /þ 3T3 cell line

(Figure 4A). As expected, the knockout of HDAC6 led to an

accumulation of acetylated tubulin (Figure 4A, lane KO) and,

interestingly, the re-expression of wild-type HDAC6, as well

as the non ubiquitin-binding mutant of the protein (ZnFm),

downregulated tubulin acetylation, showing that inactivation

of the ZnF-UBP domain has no effect on HDAC6 tubulin-

deacetylase activity (Figure 4A, lane ZnFm).

The accumulation of heavily ubiquitinated cellular pro-

teins was induced by cell treatment with the proteasome

inhibitor MG132. Cells were washed (0 h) and incubated in

MG132-free medium for the indicated periods of time. Figure

4B and C shows that, compared to the HDAC6þ /þ cells, the

absence of HDAC6 led to an accelerated disappearance of

polyubiquitin chains. The re-expression of wild-type HDAC6

in the KO cells delayed the polyubiquitin chain decay and

restored the parental cell line situation (Figure 4B and C).

Remarkably, when HDAC6�/� cells expressed an inactive

ZnF-UBP HDAC6 mutant, polyubiquitin chains rapidly dis-

appeared, even faster than in the HDAC6�/� cells (Figure 4B

and C). This could be owing to a dominant negative activity

of this mutant titrating out other factors involved in the

protection of polyubiquitin chains.

These blots were also probed with an antibody recognizing

a major histocompatibility complex (MHC) class I heavy

chain whose folding and assembly is subjected to quality

control mechanisms leading to the degradation of defective

proteins via the proteasome–ubiquitin system (Farmery and

Bulleid, 2001). Figure 4B shows that MHC heavy chains,

undetectable in control cells, accumulated after MG132 treat-

ment and their degradation paralleled that of polyubiquitin

chains upon MG132 removal and was dependent on HDAC6.

The use of this specific proteasome substrate further con-

firmed our conclusions on the role of HDAC6 as a negative

regulator of polyubiquitin chain turnover.

Altogether, these results show that HDAC6, through its

ubiquitin-binding activity, controls the stability of the cellular

pool of ubiquitinated proteins.

The chaperone-like enzyme AAA-ATPase p97/VCP is a

modulator of HDAC6 ubiquitin-dependent functions

We reasoned that, owing to the high-affinity binding of

HDAC6 to ubiquitin, specific cellular factors/chaperones

could be required to mediate the release of HDAC6 from

ubiquitin and regulate ubiquitin-dependent functions of

HDAC6. The chaperone p97/VCP appeared as a very good

candidate for several reasons: it interacts with HDAC6

(Seigneurin-Berny et al, 2001), it possesses a segregase

activity, it is a positive regulator of ubiquitin/proteasome-

dependent protein degradation and it negatively regulates

excessive polyubiquitin chain assembly (Braun et al, 2002;

Wang et al, 2003; Richly et al, 2005).

In order to test this hypothesis, Flag-tagged HDAC6, p97/

VCP and RPN10 were expressed in Cos cells and purified

as described above (Figure 5A). His-tagged penta-ubiquitin
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Figure 4 HDAC6 controls the turnover of polyubiquitin chains. (A) 3T3 cells were derived from parental HDAC6þ /þ or HDAC6�/� mice (KO
cells). KO cells were used to establish cell lines expressing either wild-type HDAC6 (WT) or a non-ubiquitin-binding mutant of HDAC6 (ZnFm).
Extracts from these cells were used to monitor HDAC6 expression (HDAC6 panel). The amounts of acetylated tubulin and tubulin in the extracts
were also visualized by appropriate antibodies (AcTubulin and Tubulin panels, respectively). (B) The accumulation of heavily ubiquitinated
proteins was induced after treating cells described in panel A by the proteasome inhibitor MG132 (10 mM) for 16 h. At time t¼ 0, cells were
washed and cultured in a fresh drug-free medium for the indicated times. Extracts were prepared, and ubiquitinated proteins were visualized by
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chains (K48 5þ1) were immobilized on Ni beads and first

preincubated with an excess molar ratio of purified HDAC6.

After the removal of unbound HDAC6, the beads were

incubated with equal amounts of purified RPN10, p97/VCP

or both (Figure 5B, input panel). The incubations were

carried out in the presence or absence of ATP (Figure 5B,

indicated). Following the pull-down of the beads, interactions

between different proteins were detected by Western blotting.

This experiments confirmed that the three studied compo-

nents, HDAC6, p97/VCP and RPN10, are individually capable

of polyubiquitin chain binding (lanes 2, 3 and 4). In the

absence or presence of ATP, RPN10 binding was dominant

over that of p97/VCP (lanes 6 and 11) and preincubation with

HDAC6 prevented the binding of RNP10 to polyubiquitin

(lanes 7 and 12). In the absence of ATP, ubiquitin-bound

HDAC6 could also retain p97/VCP but did not allow the

interaction of RNP10 with ubiquitin (compare lanes 5–8).

Interestingly, in the presence of ATP, p97/VCP displaced

HDAC6 and remained associated with polyubiquitin (lane

10). The addition of RNP10 to this mixture allowed the

release of p97/VCP (lane 13), which formed a complex

with HDAC6 in solution (Figure 5C).

These experiments suggest a mechanism through which

cells may regulate the inhibitory effect of HDAC6 on poly-

ubiquitin chain turnover. p97/VCP allows the removal of

HDAC6 from polyubiquitin chains and can itself be removed

by RPN10. By releasing p97/VCP from polyubiquitin chains,

RPN10 actually allows the capture of p97/VCP by free HDAC6

(Figure 5C), and this could allow the recognition of ubiqui-

tinated protein substrates by polyubiquitin-binding proteins

such as RPN10.

A finely tuned balance of HDAC6 and p97/VCP

concentrations determines the fate of ubiquitinated

misfolded proteins

According to our data, a molar excess of HDAC6 or a decrease

in p97/VCP concentration should favour protein polyubiqui-

tination. CFTR-DF508, a mutant form of CFTR, which is

prone to misfolding and ubiquitination, provides an appro-

priate model to monitor misfolded proteins aggregation

(Johnston et al, 1998). To better visualize high molecular

weight ubiquitinated forms of the protein, a truncated form of

CFTR-DF508 (CFTR3M) was generated and its ubiquitination

monitored after 6 histidine-tagged ubiquitin coexpression and

capture of ubiquitinated proteins on Ni beads. Figure 6 shows

that the expression of HDAC6 significantly increases the

accumulation of high molecular weight CFTR3M derivatives

(lane 5). Interestingly, the downregulation of p97/VCP using

specific siRNA led to the same observation (lane 4). An

additive effect was observed in cells treated with p97/VCP

siRNA and overexpressing HDAC6 (lane 6). Ni capture

approach showed that these high molecular weight

CFTR3M-related proteins are indeed ubiquitinated forms. In
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the absence of 6 histidine-tagged ubiquitin expression, no

CFTR3M could be captured by Ni beads (Figure 6B).

It had previously been shown that, owing to its ubiquitin-

binding activity and its interaction with dynein motors,

HDAC6 transports misfolded and ubiquitinated CFTR aggre-

gates to aggresomes (Kawaguchi et al, 2003). We reasoned

that by interfering with HDAC6–ubiquitin binding activity,

p97/VCP should also decrease the efficiency of HDAC6 in

inducing CFTR aggresome formation.

In order to test this hypothesis, HA-CFTR3M was expressed

in cells alone or together with p97/VCP and the % of

CFTR3M-expressing cells presenting aggresomes was deter-

mined. Ubiquitin and vimentin, known markers of aggre-

somes (Kawaguchi et al, 2003), were also detected to better

identify these structures (Figure 7A). As previously reported

(Kawaguchi et al, 2003), the expression of HDAC6 led to

a marked increase in the proportion of cells forming aggre-

somes and the coexpression of p97/VCP significantly de-

creased the efficiency of aggresome formation (Figure 7B).

In our hands, the treatment of cells with p97/VCP siRNA also

increased the efficiency of CFTR aggresome formation (not

shown). The effect of p97/VCP downregulation on aggre-

some formation should however be considered with caution,

as, at least in yeast, Cdc48 (p97/VCP homologue) is required

for normal microtubule organization (Moir et al, 1982) and

p97/VCP downregulation may indirectly affect aggresome

formation through its action on microtubules.

Altogether, our data strongly suggest that the steady-state

pool of cellular polyubiquitin chains depends on a finely

tuned equilibrium between the concentration of HDAC6

and p97/VCP. An imbalance of HDAC6–p97/VCP molar

ratio in favour of HDAC6 would enhance the formation of

ubiquitinated protein aggregates and ultimately aggresome

formation.

Discussion

Using a range of biophysical approaches, we have character-

ized the ubiquitin-binding domain ZnF-UBP of HDAC6.

MicroPIXE and EXAFS data combined with our mutational

and binding analysis strongly suggest that three Zn ions

organize the overall structure of the HDAC6 ZnF-UBP domain

and are therefore critical for the interaction of HDAC6 ZnF-

UBP with one ubiquitin molecule. Among the 10 ubiquitin-

binding domains identified so far, only two ubiquitin-binding

domains, the Np14 zinc-finger (NZF) and a ZnF-UBP from

USP5/IsoT, also contain a Zn-binding module. However, both

NZF and USP5/IsoT ZnF-UBP only contain one Zn atom

ligated by four cysteine residues in the case of NZF (Alam

et al, 2004) and by three cysteines and one histidine in the

case of USP5 ZnF-UBP (Reyes-Turcu et al, 2006).

The particular structural organization of the HDAC6 ZnF-

UBP stabilized by three Zn ions might explain the fact that it

presents the highest affinity for ubiquitin among the known

ubiquitin-binding domains (Hicke et al, 2005; Reyes-Turcu

et al, 2006). For most ubiquitin-interacting factors, a low-

affinity ubiquitin binding probably has important functional

implications, as the complexes are able to rapidly undergo

assembly and disassembly. Our data suggest that the HDAC6–

ubiquitin interaction falls into a new functional category. In

fact, the high affinity of ubiquitin binding by HDAC6 raises

the issue of the regulation of the HDAC6–ubiquitin complex
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Figure 7 p97/VCP expression reduces the efficiency of HDAC6-
dependent aggresome formation. (A) Cos cells were transfected
with vectors expressing CFTR3M alone or together with HDAC6,
p97/VCP or both. Cells were fixed 24 h post-transfection and
different proteins were visualized. The upper panel shows the
detection of HDAC6 (1), CFTR3M (2) or both (3). In the latter
case, different combinations of immunodetection were used.
CFTR3M was co-detected with HDAC6 (3), ubiquitin (4) or vimentin
(5). The lower panels (5 and 6) show the cellular distribution of
CFTR3M and vimentin in HDAC6-expressing cells, in the absence
(5) or presence (6) of p97/VCP expression. (B) The % of cells
forming CFTR3M aggresomes in each condition was determined as
judged by cells containing vimentin cages and represented as a
histogram. (C) Extracts were prepared from cells transfected in the
same experiments as described above and CFTR3M, HDAC6 and
p97/VCP were visualized (indicated).
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dissociation. In particular, we show here that the HDAC6–

polyubiquitin interaction possesses a ‘masking function’,

preventing the action of other ubiquitin-binding factors

such as USPs and ubiquitin-binding proteasomal subunits.

The functional consequence of this activity of HDAC6 is

a reduction of polyubiquitin turnover. It should therefore be

of pivotal importance for a cell to be able to reverse this

particular activity of HDAC6, in order to process polyubiqui-

tinated proteins.

The p97/VCP chaperone was considered as an excellent

candidate regulatory factor, because (i) it had previously

been identified as a partner of HDAC6 (Seigneurin-Berny

et al, 2001), and (ii) it is a chaperone involved in the control

of a variety of cellular functions, many of them relying on its

‘segregase’ activity disassembling various complexes, includ-

ing those containing ubiquitinated proteins (Wang et al, 2003;

Romisch, 2005).

Recently, a detailed study in yeast suggested a molecular

model for p97/VCP activity in the ubiquitin–proteasome

protein degradation pathway. p97/VCP is proposed to restrict

the ubiquitin chain elongation of a substrate protein mediated

by a yeast E4, Ufd2p (Richly et al, 2005). Another study

suggested that p97/VCP could also be involved in the control

of the activity of the mammalian Ufd2p orthologue, E4B,

which mediates ataxin-3 polyubiquitination. p97/VCP is

thought to dissociate E4B from the polyubiquitinated

ataxin-3.

Here we identify another aspect of p97/VCP function,

which would also restrict an excessive accumulation of

polyubiquitinated protein aggregates. Indeed, p97/VCP by

dissociating HDAC6–polyubiquitin complexes favours

either the action of USPs or the binding of RPN10 to

the polyubiquitin chain. This suggests a novel mechanism

for p97/VCP in preventing the formation of cellular

inclusion bodies and acceleration of protein degradation by

the proteasome.

The work of Kawaguchi et al (2003) shows that HDAC6 is

capable of transporting ubiquitinated aggregates to the aggre-

some compartment. We were able to confirm these findings

by showing a positive role of HDAC6 in aggresome formation.

We additionally showed that this occurs under an excess of

HDAC6 with respect to p97/VCP. Indeed, according to the

data presented here, p97/VCP is able to recycle HDAC6 and

deliver ubiquitinated proteins to the proteasome. It is ex-

pected that, under either a pathological excess of HDAC6 or

a dysfunction of p97/VCP, these aggregates accumulate as

aggresomes owing to irreversible binding of HDAC6 to poly-

ubiquitin chains and to its escort activity.

In agreement with this model, the disruption of p97/VCP

activities has been shown to lead to aggregate formation in

various systems (Hirabayashi et al, 2001; Kobayashi et al,

2002; Nagahama et al, 2003; Wojcik et al, 2004). More

interestingly, p97/VCP mutations have been identified as

causing ‘inclusion body myopathy associated with Paget

disease of bone and frontotemporal dementia’ (Watts et al,

2004). HDAC6 and p97/VCP therefore appear as excellent

target molecules in fighting neurodegenerative diseases such

as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington’s

disease, amyotrophic lateral sclerosis and prion diseases,

which are increasingly recognized as having common mole-

cular mechanisms, including protein aggregation and inclu-

sion body formation.

Although this work emphasizes the function of HDAC6 as a

factor negatively regulating proteasomal protein degradation,

we believe that, under physiological concentrations of

HDAC6 and p97/VCP, HDAC6 may also accelerate protein

degradation. Indeed, HDAC6 by favouring protein polyubi-

quitination and p97/VCP by allowing the delivery of the

ubiquitinated substrates should facilitate efficient protein

ubiquitination and degradation.

In conclusion, we propose here that HDAC6–p97/VCP

constitutes a key cellular management system, which decides

the fate of ubiquitinated cellular proteins.

Materials and methods

Methods for analytical ultracentrifugation, ITC, EXAFS experiments
and microPIXE analysis are accessible in Supplementary data.

HDAC6�/� cell line and the re-expression of HDAC6
Mice with invalidated HDAC6 gene were generated (Zhang et al,
2003; Zhang and Matthias, data not shown) and mouse embryo
fibroblasts were isolated from E13.5 embryos. 3T3 cell lines were
established following a standard 3T3 protocol. Wild-type and
mutant HDAC6 cDNAs were cloned into a pMSCV.EGFP vector. The
retrovirus was made from Phoenix cells following standard
protocols. The HDAC6�/� 3T3 cells were infected and kept in
culture for 2 weeks and single GFP-positive cells were sorted into
96-well plates.

Cell culture, transfection assays, siRNA treatment and in situ
immunodetection procedure
Cells were maintained in DMEM supplemented with 10% fetal calf
serum and seeded in appropriate plates and grown to 60–70%
confluence on the day of transfection. Transfections were performed
with Lipofectamine 2000 (Invitrogen), using 5 ml Lipofectamine and
various quantities of expression vectors or empty vectors for a total
of 5 mg DNA.

p97/VCP siRNAs were designed as previously described (Wojcik
et al, 2004) and purchased from Eurogentec. Control siRNAs were
inactive siRNAs against HAT1 (not shown). HeLa cells were seeded
in six-well plates at 105 cells/well 24 h before siRNA treatment. In
situ immunofluorescence analysis was carried out as described
previously (Matsuyama et al, 2002).

Plasmids and antibodies
HDAC6 expression vectors were previously described (Verdel et al,
2000; Seigneurin-Berny et al, 2001). HA- and Flag-p97/VCP were
cloned in pcDNA.3 vectors after PCR amplification of its coding
sequence from a mouse embryo bank (Clonthec). GFP-CFTR-DF508
expression vector was kindly provided by Dr Kopito. Flag-RPN10
expression vector was a kind gift of Dr Minoru Yoshida. pSG His-
ubiquitin was a gift of Dr Bohman. pGEXKG-UBPY plasmid was
a kind gift of Dr Hartmann-Petersen. CFTR-DF508 mutant lacked
its C-terminal ATPase domain (deletion of 1057–1480 region).
GST-Cterminal part of HDAC6 was cloned in pGEX4-T-1 vector
(Amersham) after a PCR amplification of the corresponding
sequence with the following primers : 50ccc ctt cgg cga cct cca gtc
ctg tac ttg30 and 50gtg tga gtg ggg cat gtc ctc ccc aaa30. p97/VCP
antibody was a gift of Dr Tonks. Anti-HDAC6 was described
previously (Seigneurin-Berny et al, 2001). Anti-MHC class I heavy
chain was a monoclonal antibody against haplotype H2Dd
(Cedarlane Labs, CL9009B).

Purification of HDAC6 C-terminal part and ubiquitin
GST-Cter was expressed in BL21 (DE3)pLysS strain (Stratagene),
and after purification on glutathione sepharose resin (Sigma), the
GST tag was removed with thrombin (Sigma) and the HDAC6 part
was purified to homogeneity after phenyl sepharose column and
S75 gel filtration (Amersham). The ubiquitin sequence was
amplified by PCR and cloned in pETM13, as His-tagged fusion
and expressed in BL21(DE3) strain (Stratagene) and purified on
nickel probond resin (Invitrogen) and purified to homogeneity by
S75 gel filtration (Amersham).
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Site-directed mutagenesis, protein purification and ubiquitin
binding assays
HDAC6 C-terminal part cloned in pET28aþ (Novagen) and
mutagenized using the QuickChange site-directed PCR mutagenesis
(Stratagene) and the resulting mutations were controlled after
sequencing. The corresponding 35S-labelled proteins were gener-
ated in a reticulocyte lysate (Promega) and pull-downs were
performed as described previously (Seigneurin-Berny et al, 2001).

Flag-tagged HDAC6, p97/VCP and RPN10 were overexpressed in
Cos7 cells after massive transfection and the tagged proteins were
immunoprecipitated using M2 coupled beads and purified using
a Flag-peptide elution procedure (Sigma). Proteins were eluted in
ubiquitin-binding buffer and then concentrated using Centricon
concentrator (Millipore).

Penta-ubiquitin binding assays were performed as follows: 1mM
of purified His-tagged penta-ubiquitin (ubiquitin5

þ1 from Affinity)
was immobilized on Ni beads and preincubated with 6 mM Flag-
HDAC6 for 30 min at room temperature. A 6mM portion of Flag-p97/
VCP or Flag-RPN10 or both was then added. Binding reactions
were performed in 50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM
b-mercaptoethanol, 2% of glycerol, anti-protease inhibitor (Roche)
with or without 200mM ATP and 200 mM MgCl2, during 30 min at
room temperature.

Unbound proteins were removed by centrifugation.
Proteins retained were eluted by electrophoresis sample buffer.
Unbound HDAC6–p97/VCP complex, after the ATP-dependent
action of p97/VCP, was immunoprecipitated using an anti-HDAC6

antibody (Seigneurin-Berny et al, 2001) and the proteins detected
by Western.

Polyubiquitin chain depolymerization assays
A 1 mM portion of ubiquitin chains in ubiquitin-binding buffer was
preincubated at 371C with 6mM of purified Flag-HDAC6 or 6mM of
purified Flag-RPN10. GST-UBPY (6 mM) was then added for different
times. Reactions were blocked by SDS–PAGE loading buffer, and
ubiquitin, GST and Flag-tagged proteins were detected.

Supplementary data
Supplementary data are available at The EMBO Journal Online.
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B. HDAC6 relie l’activité protéasomale à la réponse cellulaire au stress 

  

1- Présentation de l’article 2   

 

Comme nous l’avons vu dans le premier article, HDAC6-p97/VCP est un complexe 

clef de la gestion des protéines ubiquitinées dans la cellule, en contrôlant leur dégradation. La 

dégradation des protéines poly-ubiquitinées est importante, mais devient vitale lorsque la 

concentration en protéines à dégrader devient trop élevée. En effet, cette augmentation 

favorise l’apparition de formes protéiques toxiques.  

Ce phénomène est observable lors d’un stress cellulaire, comme dans le cas d’un stress 

thermique ou d’un stress chimique. Afin de survivre, la cellule doit mettre en place une 

réponse adaptée. Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la réponse cellulaire au stress 

est déclenchée par l’activation de HSF1. Cette activation provoque la surexpression de 

nombreuses chaperonnes, augmentant ainsi la prise en charge et l’élimination des protéines 

mal repliées par le système ubiquitine/protéasome. Ces observations nous ont laissé penser 

que HDAC6 et p97/VCP pouvaient avoir un rôle dans la réponse cellulaire conséquente à 

l’accumulation en protéines mal repliées et poly-ubiquitinées.  

 

Afin de répondre à cette question, nous avons inhibé le protéasome afin d’augmenter 

la concentration intracellulaire en protéines poly-ubiquitinées.  

 Dans une première phase, nous avons pu montrer que HDAC6 est nécessaire à la mise 

en place de la réponse au stress induite par une concentration élevée en protéines poly-

ubiquitinées. De façon surprenante, le domaine ZnF-UBP de HDAC6 est capital dans la mise 

en place de ce phénomène. 

Dans une seconde phase, nous avons disséqué ce processus. Nous avons pu montrer 

que HDAC6, p97/VCP, HSF1 et HSP90 forme un complexe qui réprime HSF1. Lors d’un 

blocage du protéasome, la concentration en protéine poly-ubiquitinées augmente. Ces 

complexes se dissocient alors dans un mécanisme HDAC6 et p97/VCP dépendant. Dans nos 

observations, HDAC6 à un rôle de senseur de ce stress, grâce à son domaine de forte affinité 

pour l’ubiquitine : ZnF-UBP. HDAC6 permet dès lors l’activation de HSF1 par p97/VCP.  

Dans ce second travail, nous montrons que HDAC6 est un régulateur obligatoire de la 

réponse cellulaire au stress provoqué par une accumulation de la concentration en protéines 

poly-ubiquitinées. 
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Abstract 

A cellular defence mechanism counteracts the deleterious effects of mis-folded protein 

accumulation by eliciting a stress response. Here, for the first time, the molecular basis of a 

mechanism, which senses ubiquitinated cellular aggregates and triggers an induced expression 

of major cellular chaperons, is unravelled. Our data show that ubiquitin-binding by the 

cytoplasmic deacetylase, HDAC6, through the dissociation of a repressive 

VCP/HDAC6/HSF1/HSP90 complex, mediates the activation of HSF1 and the subsequent 

HSF1-dependent gene response. HDAC6 therefore appears as a master regulator of the cell 

protective response to cytotoxic protein aggregate formation.  
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Introduction 

HDAC6 was first discovered in the mouse as a specific member of a new family of HDACs in 

higher eukaryotes (Verdel and Khochbin, 1999) now known as class II (Yang, 2005). Later, 

studies have shown that HDAC6 is actively maintained in the cytoplasm (Verdel et al., 2000, 

Bertos et al., 2004), is a major cytoplasmic tubulin-deacetylase (Hubert et al, 2002; 

Matsuyama et al., 2002; Zhang et al., 2003), and efficiently binds mono- and poly-ubiquitin 

(Seigeurin-Berny et al., 2001, Hook et al., 2002, Boyault et al., 2006).  

Furthermore, the identification of a HDAC6-containing complex showed that it associates 

with two proteins, both involved in the control of the ubiquitin/proteasome system, p97/VCP 

and UFD3/PLAP (Seigeurin-Berny et al., 2001). Most interestingly, p97/VCP, a chaperon-

like AAA ATPase, is an essential element in the degradation of mis-folded proteins by the 

proteasome (Römisch, 2005 ; Rumpf and Jentsch, 2006) and is able to dissociate HDAC6-

ubiquitin complexes and to modulate the HDAC6-dependent poly-ubiquitin chain turnover 

(Boyault et al., 2006). In yeast, Ufd3p, known to interact with the yeast homolog of p97/VCP, 

Cdc48p (Ghislain et al., 1996), is a modulator of its ubiquitin-dependent functions (Mullally 

et al., 2006 ; Rumpf and Jentsch, 2006). 

HDAC6 therefore has the potential to link protein ubiquitination not only to cellular functions 

depending on microtubule cytoskeleton, but also to the proteasome-dependent protein 

degradation. One of these functions has recently been evidenced. Indeed, through its 

simultaneous interaction with ubiquitin and dynein motors, HDAC6 mediates the clearance of 

cytotoxic mis-folded proteins and favours their accumulation into cellular aggresomes 

(Kawaguchi et al., 2003). Moreover, recently we were able to show that the cellular HDAC6-

p97/VCP ratio controls the fate of cellular mis-folded ubiquitinated proteins. Indeed, an 

excess of HDAC6 favours the accumulation of poly-ubiquinated protein aggregates, while 

that of p97/VCP limits the formation of aggregates (Boyault et al., 2006). These data provided 

the first evidence for the involvement of HDAC6 in the management of ubiquitinated cellular 

protein aggregates. HDAC6 has also been shown to deacetylate HSP90 and modulate its 

chaperon activity (Kovacs et al., 2005 ; Murphy et al., 2005 ; Bali et al., 2005). HSP90, 

through its diverse actions on its client proteins, appears as a critical modulator of various cell 

signalling pathways including the control of heat shock cell response (Zhao and Houry, 2005). 

In fact, HSF1, a transcription factor essential in the activation of the heat shock protein 

encoding genes (HSPs), is maintained in an inactive form through its association with HSP90, 

and HSP90-HSF1 dissociation is an obligatory step in the activation of HSF1. 
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Phosphorylation and trimerization of HSF1, following its release from HSP90, lead to its full 

activation (Voellmy, 2004 ; Westerheide and Morimoto, 2005). 

Interestingly, proteasome inhibition and the accumulation of highly ubiquitinated proteins 

were shown to induce HSF1 activation and the subsequent HSP gene response (Goldberg, 

2003). Since HDAC6 had already been involved in the protective clearance of mis-folded 

protein aggregates (Kawaguchi et al., 2003), we reasoned that it could also signal their 

presence within the cell to the HSF1 activation machinery, including HSP90. Accordingly, we 

hypothesized that ubiquitin-binding by HDAC6 could act as a sensor of mis-folded protein 

accumulation and elicit HSF1 activation and heat shock gene response through a mechanism 

involving HSP90.  

Using fibroblasts isolated from HDAC6-/- mice, we were able to confirm this hypothesis and 

unravel its molecular basis, demonstrating a key role for HDAC6 in controlling HSP genes 

activation. Our data show that ubiquitin-binding by HDAC6 is a critical event in the 

dissociation of the repressive HSF1-containing complex. In unstressed cells, this complex 

also contains the HDAC6-interacting chaperon, p97/VCP. Ubiquitin-binding by HDAC6, as 

we had previously shown (Seigneurin-Berny et al., 2001; Boyault et al., 2006), leads to the 

dissociation of HDAC6-p97/VCP, which in turn would use its segregase activity to induce the 

dissociation of HSP90-HSF1. HSF1 could then be activated and induce the expression of 

HSP70 and HSP25/27 encoding genes.  

We now show that HDAC6 is in the heart of a very important and yet unknown cell 

machinery, dedicated to respond to the accumulation of cytotoxic protein aggregates. It first 

senses abnormal accumulation of poly-ubiquitinated proteins and triggers HSF1 activation, 

and then participates in the clearance of these aggregates. 

 

 

Results 

 

HDAC6 and its ubiquitin-binding functions are important to induce the expression of 

HSP genes 

Fibroblasts were isolated from HDAC6 -/- or parental wild type mouse embryos and used to 

establish 3T3 cell lines. A retroviral gene transfer system was then used to re-introduce wild 

type HDAC6 (WT) or HDAC6 bearing inactivating mutations in its catalytic domains (HDm) 

or in its ubiquitin-binding domain, ZnF-UBP (Ubm), in one of the established HDAC6-/- lines.  
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Figure 1A shows that, as expected, the cellular amount of acetylated tubulin was clearly 

increased in HDAC6-/- cells (KO), compared to the parental cells. The re-introduction of WT 

HDAC6 restored the basal level of tubulin acetylation. The tubulin acetylation levels of the 

cells expressing the Ubm HDAC6 mutant was comparable to that of the cells expressing WT 

HDAC6, while the level of tubulin acetylation in cells expressing the HDm HDAC6 mutant 

was equivalent to that of the KO cells. These cells therefore provide valuable tools to 

investigate HDAC6 functions related to its catalytic and ubiquitin-binding activities.  

These cell lines were first used to evaluate the role of HDAC6 in controlling the cell response 

to the induced accumulation of ubiquitinated proteins after proteasome inhibition by MG132. 

The five cells lines described above were treated for different times with MG132 and the 

expression of HSP70 and HSP25 was analysed. As shown on Figure 1B, the presence of 

HDAC6 is absolutely required to observe a significant accumulation of HSP70 and HSP25, 

six hours after MG132 treatment (compare KO and parental panels). Interestingly, the re-

expression of WT HDAC6 completely restores the heat shock protein (HSP) accumulation in 

response to proteasome inhibition (WT panel). Strikingly, this activity of HDAC6 is 

dependent on its ability to bind ubiquitin, since the re-expression of the HDAC6 Ubm mutant 

did not restore the HSP gene response after MG132 treatment. This activity of HDAC6 was 

however independent of its deacetylase catalytic activity, since cells expressing this mutant 

answered efficiently to the treatment (HDm panel). 

 

HDAC6 and its ubiquitin-binding functions mediate HSF1 activation 

It then appeared important to know whether HDAC6 could control the activation of HSF1 

after MG132 treatment.  

We first confirmed that HSF1 is in fact required to observe a HSP cell response to MG132 

treatment and that proteasome inhibition indeed activates HSF1. Fibroblasts from HSF1-/- and 

the corresponding parental mice (Pirkkala et al., 2000) were treated with MG132, and the 

activation of HSF1 and accumulation HSP70 and HSP25 were monitored. Figure 2A shows 

that in the absence of HSF1, MG132 treatment was ineffective in inducing an HSP genes 

response. The activation of HSF1 was evidenced by a shift in its migration, visualized on 

SDS-PAGE after its phosphorylation in the parental cell line following MG132 treatment. 

We then evaluated the role of HDAC6 in HSF1 activation by following its mobility shift after 

MG132 treatment. The five cell lines described above were treated with MG132 and the data 

obtained evidenced an absolute requirement of HDAC6 for HSF1 activation (Fig. 2B). No 

HSF1 migration shift was observed in HDAC6-/- cells after MG132 treatment (KO panel). 
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This MG132-dependent HSF1 activation was restored upon the re-expression of WT HDAC6, 

but not upon expression of the non-ubiquitin-binding mutant (compare WT and Ubm panels). 

Here again, HSF1 activation was not dependent on HDAC6 catalytic activity (panel HDm). 

 

 

Ubiquitin-binding by HDAC6 mediates the dissociation of the repressive HSP90-HSF1 

containing complex. 

Since HDAC6 was previously shown to interact with and deacetylate HSP90 (Kovacs et al., 

2005), HSP90 was the best candidate for mediating HDAC6-dependent activation of HSF1 

after proteasome inhibition. The five established cell lines described above were left untreated 

or were treated for 6 hours with MG132. The results shown in Figure 3 (input panels) 

confirmed that HSF1 activation following MG132 treatment was strictly dependent on the 

presence of HDAC6 and required its ubiquitin-binding activity. 

Since the dissociation of the HSP90-HSF1 complex was previously shown to be required for 

HSF1 activation (Zou et al., 1998), we used HSP90 immunoprecipitation to investigate the 

association of HSF1 and HDAC6 with HSP90 before and after 6 hours of MG132 treatment. 

Figure 3 shows that the MG132 treatment induces the dissociation of HSF1 and HDAC6 from 

HSP90, only when cells express WT or catalytically dead HDAC6 (IP panel, column P, WT 

and HDm, lanes HSF1 and HDAC6 respectively). Interestingly, no dissociation of HSF1 and 

HDAC6 could be observed when the complex contained a HDAC6 mutant unable to bind 

ubiquitin. Moreover, these data also show that, in the total absence of HDAC6 (KO cells), 

HSP90-HSF1 complex remained stable after the MG132 treatment (KO column).  

 

These data strongly suggested that ubiquitin-binding by HDAC6 could trigger the HSP90 

complex disassembly. To test this hypothesis, the following experiments were performed. 

HSP90 was immunoprecipitated from non-stressed 3T3 parental or HDAC6-/- cells, 

expressing or not WT or mutated HDAC6, as described above. The immunoprecipitated 

materials were then incubated with purified penta-ubiquitin chains in the presence or not of 

ATP, and the proteins remaining in the immunocomplexes were analysed. This in vitro assay 

perfectly mimicked the in vivo situation. Indeed, penta-ubiquitin efficiently dissociated the 

complex only when WT or catalytically inactive HDAC6 was present (Fig. 3B, IP HSP90 

panel, column 1, 3 and 4). In the absence of HDAC6, or in the presence of the non-ubiquitin-

binding mutant of HDAC6, penta-ubiquitin did not dissociate the HSP90-HSF1 containing 

complexes (column 2 and 5). 
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Interestingly, this experiment also showed that the ubiquitin-dependent complex disassembly 

is an active process, which requires ATP hydrolysis (no complex dissociation was observed in 

the absence of ATP, not shown). 

 

A mechanism for ubiquitin-dependent complex disassembly and HSF1 activation 

According to the data obtained so far, we hypothetized that, after proteasome inhibition and 

accumulation of ubiquitinated proteins, ubiquitin-binding by HDAC6 could trigger its 

dissociation from the HSP90-HSF1 complex.   However, we also observed that this process 

requires an active participation of HDAC6 (no complex disassembly was detected in the 

absence of HDAC6) as well as an ATPase activity. 

One HDAC6 partner, the AAA ATPase p97/VCP, which we had previously purified from an 

endogenous HDAC6 complex (Seigneurin-Berny et al., 2001), appeared as a good candidate 

to mediate the HDAC6-dependent HSP90 complex dissociating activity. Indeed we have 

recently observed that p97/VCP is able to dissociate the HDAC6-ubiquitin complex (Boyault 

et al., 2006). Moreover, p97/VCP is well-known for its “segregase” activity (Romisch, 2005 ; 

Wang et al., 2003) and, as shown earlier, ubiquitin-binding by HDAC6 induces a HDAC6-

p97/VCP complex dissociation (Seigneurin-Berny et al., 2001). 

 

Accordingly, the presence of p97/VCP was checked in the HSP90 immunoprecipitated 

materials. Interestingly, we found that not only p97/VCP was present in a complex with 

HSP90 but also that the complex formation needed the presence of HDAC6 (Fig. 3A, IP 

HSP90 panel, compare, in non-stressed cells, columns “ 11 or 15” with “13”). Indeed, 

p97/VCP was not found associated with HSP90 when the latter was immunoprecipitated from 

HDAC6-/- cells (panel KO, column 13).  

Based on our previous data (Seigneurin-Berny et al., 2001), we proposed that HDAC6 could 

mediate the recruitment of p97/VCP in the repressive HSP90-HSF1 complex. Ubiquitin-

binding by HDAC6 would then lead to the dissociation of the HDAC6-p97/VCP complex and 

p97/VCP would use its ATPase activity to dissociate the HSP90-HSF1 complex. 

This hypothesis was investigated thanks to a established HDAC6 knocked-down human cell 

line already used to evidence some of the most important functions of HDAC6 (Kawaguchi et 

al., 2003 ; Kovacs et al., 2005).  

HDAC6 knock-down cells and a control cell line were first used to monitor the HSF1 

activation and HSP70 and accumulation after MG132 treatment. The use of this human 

system therefore allowed establishing, beyond any doubt, the role of HDAC6 in the activation 
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of HSP genes in response to the inhibition of the proteasome activity and the accumulation of 

mis-folded ubiquitinated proteins (Fig. 4A). 

We then used this same system to investigate the role of p97/VCP in the HDAC6-dependent 

HSP response to MG132 treatment. Cells were transfected with specific anti-p97/VCP or 

control siRNAs to monitor HSF1 activation in response to the inhibition of the proteasome. 

Figure 4B shows that the down-regulation of p97/VCP completely abolished HSF1 activation 

in response to MG132 treatment  (WT HDAC6 panel, lane 7). 

Altogether these data allowed to complete our model and to describe in details the molecular 

events leading to the ubiquitin-dependent HSP90 complex dissociation.  

 

Is there a role for HDAC6-dependent HSP90 acetylation in HSF1 activation in response 

to MG132 treatment? 

We also monitored the state of HSP90 acetylation in the five established cell lines described 

above before and after MG132 treatment. HSP90 acetylation was detected after its 

immunoprecipitation (shown in Fig. 3A) by an anti-acetylated lysine antibody. As expected, 

HSP90 was found acetylated in KO cells as well as in cells expressing the catalytically dead 

HDAC6, confirming that HDAC6 is a major HSP90 deacetylase (Fig. 3, IP HSP90 panel, lane 

AcHSP90, columns 13 and 17). This Figure also shows that, in parental or in KO cells re-

expressing WT HDAC6, proteasome inhibition leads to a clear increase in HSP90 acetylation, 

which very well correlates with the HDAC6-HSP90 complex dissociation observed in these 

cells (columns 12 and 16).  

In cells expressing the Ubm HDAC6 mutant, HSP90 remained underacetylated before and 

after MG132 treatment in perfect agreement with the inability of this HDAC6 mutant to be 

released from HSP90 after MG132 treatment  (Fig. 3A, columns, 19 and 20). 

However an intriguing situation was observed in cells expressing the catalytically dead 

HDAC6 mutant (HDm). In these cells, as expected, HSP90 was found acetylated before 

MG132 treatment (column 17) but curiously, the acetylation signal disappeared six hours after 

the treatment (column 18) in the total absence of active HDAC6. This could be due to the 

intervention of another HDAC, which could become activated only when the HDm HDAC6 

mutant is released. 

 

These data show that no clear relationship can be established between HSP90 acetylation and 

HSF1 activation and HSP gene response. This conclusion is also supported by the fact that a 

catalytically dead mutant of HDAC6 is as active as the WT protein in inducing HSP genes 
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activation in response to a treatment with MG132 (Fig. 1B and 2B), as well as in HSP90 

complex disassembly (Fig. 3A). 

 

 

The impairment of poteasome activity is essential to trigger the HDAC6-dependent cell 

response 

In all the experiments presented here MG132 was used as a mean to inhibit the proteasome 

activity and to induce the HDAC6-dependent cell response. MG132 may however have 

uncontrolled effects on various cellular functions. In order to convincingly show that the 

impairment of proteasome function elicits the HDAC6-mediated response, we used siRNA 

against PAC1, a factor recently shown to be critical in the assembly of the active 20S 

proteasome (Hirano et al., 2005). Down-regulation of PAC1 in control cells, as expected, 

leads to an accumulation of ubiquitinated proteins indicative of proteasome function 

impairment and HSP70 and HSP27 accumulation (Fig. 5). In HDAC6 knock-down cells, after 

PAC1 down-regulation, despite the accumulation of ubiquitinated proteins, no HSF1 

activation or heat shock gene response were observed. These data confirmed our conclusions 

based on the role of HDAC6 in sensing the proteasome dysfunction.  

 

Involvement of HDAC6 in protecting cells against the toxic effects of mis-folded protein 

accumulation. 

The data presented here point to HDAC6 as an essential cell survival element after the 

accumulation of misfolded ubiquitinated proteins. In order to confirm this hypothesis, we 

monitored cell apoptosis after treatment of cells with MG132. Figure 6 shows that sub-lethal 

doses of MG132 become significantly toxic in the absence of HDAC6 or when cells express a 

mutated version of HDAC6.  

Our data also show that cells expressing a catalytically dead HDAC6 are also hypersensitive 

to an MG132 treatment, despite the fact that they are still capable of inducing the HSP gene 

response. This could be explained by involvement of HDAC6 catalytic activity in the 

formation of protective aggresomes through a yet unknown mechanism (Kawaguchi et al., 

2003). The most dramatic effect, as expected, was observed in cells expressing the non-

ubiquitin binding mutant of HDAC6. 

 

Discussion 

The proteasome/ubiquitin system clears the important mass of cellular mis-folded proteins, 
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which are continuously generated. These non-functional proteins can arise by mutations, 

excess in subunit synthesis and various denaturing stresses (Goldberg, 2003). Moreover, an 

important portion of newly synthesised proteins consists of mis-folded products, which also 

contribute to increase the mass of non-functional cellular proteins (Schubert et al., 2000). 

These defective proteins have a tendency to assemble into cytotoxic aggregates (Sherman and 

Goldberg, 2001) and different cellular defence mechanisms operate to counteract their 

deleterious effects.  

First, a cellular clearance mechanism has been proposed to take in charge the aggregates and 

concentrate them into a single juxta-nuclear inclusion body named “aggresome” (Johnston et 

al., 1998). This process is thought to reduce the cytotoxic effects of scattered cellular protein 

aggregates (Kopito, 2000). HDAC6 was recently shown to be a key player in this clearance 

mechanism by functioning as an adaptor that, through its ubiquitin-binding activity, links 

aggregated protein cargos to the dynein motor, thus mediating their transport to the 

aggresome (Kawaguchi et al., 2003).  

The appearance of the aggresome or inclusion body in cells however induces dramatic 

impairments of many cellular functions including a global inactivation of the 

ubiquitin/proteasome system (Bennett et al., 2005 ), which collectively paralyse vital cellular 

activities and induce cell death.  

Another cellular mechanism helps facing protein aggregate toxicity by activating a heat shock 

gene response circuit leading to the accumulation of major cellular chaperons (Lee and 

Goldberg, 1998; Kawazoe et al., 1998; Mathew et al., 1998; Kim et al., 1999; Mathew et al., 

2001). These chaperones decrease aggregate toxicity and facilitate their resorption (Goldberg, 

2003). They possess indeed the potential to prevent aggregate formation either by helping 

protein refolding or by assisting their delivery to the ubiquitin/proteasome degradation system 

(Höhfeld et al., 2001).  

Here we show that HDAC6 is also a major player in the latter mechanism, and is involved in 

signalling the abnormal accumulation of ubiquitinated proteins to the stress-response 

transcriptional machinery. The use of HDAC6-/- cells re-expressing WT or mutated HDAC6, 

allowed to precisely dissect the underlying mechanism.  

In the absence of cellular aggregates, like HSF1, both HDAC6 and p97/VCP remain in a 

dormant complex with HSP90. The accumulation of ubiquitinated proteins following the 

impairment of proteasome activity is sensed by HDAC6, via its ubiquitin-binding activity. 

HDAC6-ubiquitin interaction is the initiator of a chain of events evidenced here, inducing the 

dissociation of the HDAC6-p97/VCP complex. According to our model, the whole 
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mechanism of this complex dissociation is built around this ubiquitin-dependent HDAC6-

p97/VCP dissociation. Indeed, we have previously shown that ubiquitin-binding by HDAC6 

led to a HDAC6-p97VCP complex dissociation (Seigneurin-Berny et al., 2001). More 

recently, we were able to show that free p97/VCP can also extract ubiquitin-bound HDAC6 

and reform the complex (Boyault et al., 2006). Ubiquitin is therefore a strong regulator of 

HDAC6-p97/VCP interaction. Hence, our model proposes that after the ubiquitin-dependent 

dissociation of HDAC6-p97/VCP, the latter uses its segregase activity to dissociate the 

repressive HSP90 complex eventually leading to the release of HSF1. Alternatively, it is also 

possible that p97/VCP, directly or indirectly, stimulates  HSP90’s own ATPase activity.  

The sensing of ubiquitinated protein aggregates by HDAC6 therefore frees three critical 

components of the cell response to their accumulation. HSF1, which will induce the 

accumulation of major HSPs, HDAC6, which will mediate protein aggregate clearance as 

reported previously (Kawaguchi et al., 2003), and p97/VCP which is a well known regulator 

of mis-folded protein degradation (Woodman, 2003). Indeed, p97/VCP has a well-

documented role in the control of degradation, by ubiquitin/proteasome system, of a variety of 

endoplasmic reticulum-associated degradation (ERAD) substrates (Romisch, 2005). 

According to our recent data (Boyault et al., 2006), p97/VCP may also play an important role 

in the post-stress recovery stages by extracting the ubiquitin-bound HDAC6. The reformation 

of p97/VCP-HDAC6 would then give the signal for the re-association of HSP90 and HSF1 

and re-establishment of the basal non-stressed state.  

During these investigations, no evidence was found for a role of HSP90 acetylation in the 

stability of HSF1-HSP90 complex or in the process of HSF1 activation in response to the 

impairment of proteasome activity. In agreement with the previously published data 

(Kawaguchi et al., 2003), a role of HDAC6 catalytic activity was however found in protecting 

cells against the toxic effect of MG132. This probably reflects a need for the deacetylase 

activity of HDAC6 after its release from the HSP90 complex, in the transport and clearance of 

cellular aggregates (Kawaguchi et al., 2003). 

It is also important to mention that we did not observe a convincing role for HDAC6 in HSF1 

activation in response to heat shock (not shown).   

We can therefore conclude that the obligatory step of HSF1-HSP90 dissociation, in the stress-

dependent HSF1 activation, is controlled by distinct mechanisms depending on the nature of 

the stressful stimuli. In the case of heat shock, the release of HSF1 may be controlled by 

stimuli, which occur earlier than, and not directly dependent on the accumulation of mis-

folded ubiquitinated proteins. 
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The mechanism described here places HDAC6 in the heart of a response system specifically 

activated after the impairment of proteasome activity, when mis-folded protein aggregates 

accumulate. The beauty of the model is that, in the repressive HSP90 complex, HDAC6 and 

p97/VCP first serve respectively as a trigger and a responsive dissociating spring, and then, 

after their release, they both individually behave as actors of the aggregate management, 

while HSF1 follows its activation route to elicit additional help by inducing a massive 

synthesis of chaperons. 
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Material and methods 

Cell lines  

Mice with invalidated HDAC6 gene were generated (Zhang et al., 2003; Zhang and Matthias 

unpublished data) and mouse embryo fibroblasts were isolated from E13.5 embryos. Sex 

genotyping was used to select only male embryos. HDAC6-knockout and wild type lines were 

further identified by PCR genotyping and western blots. 3T3 cell lines were established 

following standard 3T3 protocol.  The cells were plated at density of 3X105 cells per 5cm 

plate and spited every 3 days for about 20 passages. 

Wild type and mutant HDAC6 cDNAs (Verdel et al., seigneurin-Berny et al., 2001) were 

cloned into pMSCV.EGFP vector. The retrovirus was made from Pheonix cells following a 

standard protocol. After the infection, HDAC6-/- 3T3 cells were kept in culture for two weeks 

and single GFP-positive cells were sorted into 96-well plates. The positives clones were 

identified by western blot and PCR. 
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HSF1-/- and parental cells have been already described (Christians et al., 1997). A549 cells 

stably expressing anti-HDAC6 and control shRNAs have been previously described 

(Kawaguchi et al., 2003;  and Kovacs et al.,2005).  

 

Plasmids, siRNAs and treatments 

Mouse HDAC6 cDNA, wild type or harbouring inactivating mutations in both catalytic 

domains or in the ubiquitin-binding ZnF-UBP domain, were described and characterized 

previously (Verdel et al.,2000; Seigneurin-Berny et al., 2001). These cDNAs were used to 

generate all the HDAC6 pMSCV.EGFP vectors employed to establish the stable cell lines 

described above. 

Anti-PAC1 and anti- p97/VCP siRNAs were designed as previously described (Wojcik et al., 

2003 ; Hirano et al., 2005) and purchased from Eurogentec. A549 cells were seeded in 6 wells 

plates at 105 cells per well, 24h before siRNA treatment. In each experiment HAT1 siRNA 

was used as a control. siRNA transfections were performed using oligofectamine reagent 

(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. 

Proteasome inhibitor MG132 was purchased from Calbiochem (474790). MG132 was used as 

5µM treatment except for Facs analysis, cells were treated during 24h with 2µM MG132. 

 

Antibodies, immunoprecipitation and FACS analysis 

Antibodies used are as follows: p97/VCP antibody was a gift of Dr. Tonks. Anti-HDAC6 was 

described previously (Seigneurin-Berny et al., 2001). Anti-ubiquitin, anti-HSF1 and anti-

tubulin were purchased from Santa Cruz (SC-8017), Stressgen (SPA-901) and Sigma (T5168) 

respectively. Anti-Acetylated αTubulin, anti-HSP70, anti-HSP25, anti-HSP27 and anti-

HSP90 were from SIGMA (T6793), Abcam (3A3 ab5439) and Stressgen (SPA-801, SPA-803 

and SPA-830) respectively. Anti-acetylated lysines was purchased from Cell Signaling 

(9441), anti-Flag epitope from SIGMA (M2), anti-HA from SantaCruz (Y11), anti-Myc from 

Roche (9E10). 

Immunoprecipitations were performed on cytosolic extracts. Cytosolic extracts were prepared 

as described (Seigneurin-Berny et al., 2001) using buffer of following composition : 50 mM 

Hepes pH 7.4, 60 mM KCl, 15 mM NaCl, 0.65 mM Spermidine, 0.34 M Saccharose, 2 mM 

EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5mM DTT, 0.05% Triton, antiprotease coktail (Complete tabs, 

Roche), antiphosphatase cocktail 1 (SIGMA  P2850, 1/100e), B-Glycerophosphate (SIGMA 

G6251, 25mM), NaF (SIGMA S7920, 5mM), Trichostatine A (SIGMA, 100ng/ml). On 

cytosolic extract, 0.5% CHAPS, 50 mM MgCl2 , 5mM CaCl2 , were added. 
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For immunoprecipitation of HSP90, 200 µg of cytosoluble cell extract were incubated with 

2µg of HSP90 antibody for 12 hours, and captured on protein G sepharose 4 fast flow beads 

(Amersham Biosciences) for 2 hour. After washing, beads were boiled in loading buffer and 

analysed by western blot. Antiphosphatase cocktail 1, B-Glycerophosphate (SIGMA G6251, 

25mM), NaF (SIGMA S7920, 5mM) and Trichostatine A (SIGMA, 100ng/ml), complete tabs 

(Roche), 0.5% CHAPS, 50 mM MgCl2 and 5mM CaCl2 were used during each step of HSP90 

immunoprecipitation. This final buffer is refered as buffer A. 

Ubiquitin-dependent immunocomplex dissociation assays were performed by incubating 

HSP90 immunocomplexes obtained after HSP90 immunoprecipitation with 10 μg of penta-

ubiquitin (ubiquitin5
+1 from Affinity) in buffer 50 mM Hepes pH 7.4, 60 mM KCl, 15 mM 

NaCl, 0.65 mM Spermidine, 0.34 M Saccharose, 2 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5mM DTT, 

0.05% Triton, antiprotease coktail (Complete tabs, Roche), antiphosphatase cocktail 1 

(SIGMA  P2850, 1/100e), B-Glycerophosphate (SIGMA G6251, 25mM), NaF (SIGMA 

S7920, 5mM), Trichostatine A (SIGMA, 100ng/ml). containing 2mM ATP and 2mM  MgCl2 

or not for 2 hours at room temperature. After centrifugation and washing the beads, proteins 

present in the immunocomplexes were analyzed by western blot procedure. 

Apoptotic cells were visualised by FACS after the detection of active caspase 3 using a BD 

Pharmingen kit, according to the vendor’s instructions. 
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Legend to figures 

 

Figure 1: HDAC6 and its ubiquitin-binding activity is required to activate a heat shock 

cell response to the proteasome inhibition  

 

A) 3T3 cell lines were established from mouse embryo fibroblasts isolated from parental (P) 

or HDAC6-/- (KO) mice. A HDAC6-/- clone was then used to establish new lines re-expressing 

wild type HDAC6 (wt) or HDAC6 bearing mutations either in their two catalytic deacetylase 

domains (HDm) or in the ZnF-UBP ubiquitin binding domain (Ubm). Equivalent amounts of 

extracts from these cell lines were used to compare their levels of HDAC6 expression. The 

blot was then successively probed with the indicated antibodies. P corresponds to a 3T3 cell 

line established from a parental HDAC6+/+ mouse. 

B) The cell lines described above, treated with 5 μg/ml MG132 for the indicated periods of 

time, were lysed and extracts prepared. Equivalent amounts of extracts were loaded and 

ubiquitin, HSP25, HSP70 and tubulin were visualized on Western Blots. 

 

Figure 2: The activation of HSF1 in response to MG132 depends on the integrity of the 

HDAC6 ZnF-UBP domain. 

A) Embryonic MEF cells from parental (WT) and HSF1-/- cells were treated with MG132 for 

the indicated periods of time and ubiquitin, HSF1, HSP70 and HSP25 and tubulin were 

analysed as above.  

B) Extracts from the experiment described in Fig. 1B were probed with anti-HSF1 and anti-

tubulin antibodies. 

 

Figure 3. A treatment with MG132 leads to an HDAC6-dependent dissociation of the 

repressive HSP90-HSF1 complex. 

A) Extracts from the different cell lines described in Fig. 1B and treated for 6 hours (+) with 

MG132 or non-treated (-) were used to immunoprecipitate HSP90 and the co-

immunoprecipitation of HSF1, p97/VCP and HDAC6 was monitored. The acetylation of the 

immunoprecipitated HSP90 was also detected using an anti-acetylated lysin antibody. The 

“input” panel shows the presence of the studied proteins before immunoprecipitation in the 

extracts.  

B) HSP90 immuno-complexes obtained after the immunoprecipitation of HSP90, as described 

in A, were incubated with 10 μg of penta-ubiquitin chain in the presence of 2mM ATP/2mM 
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MgCl2 or not. After the elimination of the supernatant, the proteins remaining associated with 

the HSP90 immunocomplex were analysed by western blot. 

 

Figure 4 : p97/VCP mediates the HDAC6-dependent HSF1 activation. 

A) HSF1 activation and heat shock response are strictly dependent on HDAC6 in human cells. 

Human A549 cells stably expressing an anti-HDAC6 shRNA (KD) or the control cell lines 

(WT) (Kawaguchi et al., 2003 ; Kovacs et al., 2005) were treated with MG132 (5 µM, up to 

16 hours) and extracts were prepared after each indicated period of time. The corresponding 

blots were then probed with the anti-HSF1, HSP70 and tubulin antibodies.  

B) p97/VCP is required for the HDAC6-dependent activation of HSF1. HDAC6 knocked-

down A549 (KD) and the control (WT) cell lines, were treated with control siRNA or siRNA 

designed against p97/VCP, and cells were treated with 5µM MG132 during 6 hours as 

indicated. Extracts were prepared and probed with antibodies against HSF1, ubiquitin, 

p97/VCP and tubulin. 

 

Figure 5: Impairment of the proteasome activity leads to a HDAC6-dependent 

activation of HSF1. 

Human A549 KD (HDAC6 knock-down) and control cells were treated with a control or an 

anti-PAC1 siRNAs, and the activation of HSF1 and HSP70 accumulation were monitored. 

 

Figure 6: HDAC6 and its ubiquitin-binding activity protect cells against the cytotoxic 

effects of proteasome dysfunction. 

The indicated cells (as in Fig. 1A) were treated with 2µM MG132 for 16 hours and the 

apoptotic cells visualised by the detection of the active caspase 3 and FACS analysis. The 

histogram indicates the % of cells containing active caspase 3 with respect to the total number 

of analysed cells. The histograms represent three independent experiments (variations around 

the mean values are indicated). 
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Conclusion 
 

 

 

 

A. Le recyclage des chaînes de poly-ubiquitine est contrôlé par le complexe HDAC6-

p97/VCP 

 

1- HDAC6 ZnF-UBP : le domaine UBD le plus avide pour l’ubiquitine 

 

L’utilisation d’approches biophysiques nous a permis de caractériser le domaine de 

liaison de HDAC6 à l’ubiquitine, le domaine ZnF-UBP. MicroPIXE et EXAFS, en 

combinaison avec notre approche de mutagenèse dirigée, suggèrent fortement que 3 atomes 

de  zinc structurent ce domaine et sont donc critiques dans son interaction avec une molécule 

d’ubiquitine. Parmi les dix domaines de liaison à l’ubiquitine identifiés jusqu’ici, seuls deux 

domaines, NZF (Npl4 Zinc finger) et le domaine ZnF-UBP de USP5/IsoT sont des domaines 

structurés par le zinc. Néanmoins, ces deux domaines contiennent un seul zinc, coordiné par 4 

résidus cystéines dans le cas de NZF (Alam et al., 2004) ou par 3 cystéines et une histidine 

dans le cas de USP5/IsoT (Reyes-Turcu et al., 2006). 

 

L’organisation structurale particulière du domaine ZnF-UBP de HDAC6 pourrait 

expliquer que ce domaine présente l’affinité pour l’ubiquitine la plus forte connue parmi les 

autres domaines de liaison à l’ubiquitine (Hicke et al., 2005 ; Reyes-Turcu et al., 2006). Pour 

la plupart des facteurs interagissant avec l’ubiquitine, une faible affinité pour l’ubiquitine a 

probablement des implications fonctionnelles importantes, puisque les complexes sont 

capables de rapidement s’associer et se dissocier. Nos données suggèrent que le domaine 

ZnF-UBP de HDAC6 tombe dans une nouvelle catégorie. 

 

 

2- Le domaine ZnF-UBP masque les chaînes de poly-ubiquitine 

 

En fait, la haute affinité du domaine de liaison à l’ubiquitine de HDAC6 pose la 

question de la régulation du complexe HDAC6-Ubiquitine. Plus particulièrement, nous 

montrons que l’interaction HDAC6-polyubiquitine possède une fonction de masquage, 
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empêchant ainsi l’action d’autres facteurs pouvant se lier à l’ubiquitine, comme les USPs et 

les sous unités protéasomales capables d’interagir avec les chaînes de poly-ubiquitine. La 

conséquence fonctionnelle de cette activité de HDAC6 est une réduction du recyclage des 

chaînes de poly-ubiquitine. Pour une cellule, il est devient donc très important d’inverser cette 

activité particulière de HDAC6, afin de gérer les protéines poly-ubiquitinées et de maintenir 

une concentration intracellulaire optimale en mono-ubiquitine. 

 

 

3- HDAC6-ubiquitine : une interaction régulée par p97/VCP 

 

La chaperonne p97/VCP est un excellent candidat pouvant réguler ce phénomène. En 

effet, c’est un partenaire de HDAC6 (Seigneurin-Berny et al., 2001). De plus, elle est 

impliquée nombre de fonctions cellulaires s’appuyant sur son activité ségrégase de 

désassemblage de complexes, incluant ceux contenant les protéines ubiquitinées (Wang et al., 

2003 ; Romisch, 2005). 

 

Récemment, une étude détaillée dans la levure a suggéré un modèle pour l’activité de 

p97/VCP dans la dégradation des protéines par le système ubiquitine protéasome. Il est 

proposé que p97/VCP restreint l’élongation de la chaîne de poly-ubiquitine d’une protéine 

substrat médiée par une E4 de levure, Ufd2p (Richly et al., 2005). Une autre étude a suggéré 

que p97/VCP puisse aussi être impliqué dans le contrôle de l’activité de l’orthologue 

mammifère de Ufd2p, E4B, qui effectue la poly-ubiquitination de l’ataxine-3. Il semblerait 

que p97/VCP dissocie E4B de la forme poly-ubiquitinée de ataxine-3. Dans notre étude, nous 

avons mis en évidence un autre aspect de la fonction de p97/VCP, qui pourrait aussi empêcher 

l’accumulation excessive de protéines poly-ubiquitinées. En effet, p97/VCP en dissociant les 

complexes HDAC6-poly-ubiquitine favorise à la fois l’action des USPs ou l’interaction de 

S5A/RPN10 avec les chaînes de poly-ubiquitine. Ceci suggère un nouveau mécanisme de 

prévention de la formation d’agrégats de protéines poly-ubiquitinées grâce à p97/VCP. Cette 

action de p97/VCP accélère la dégradation des protéines poly-ubiquitinées par le protéasome. 
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4- HDAC6-p97/VCP : système clef de la gestion des protéines poly-ubiquitinées 

 

Le travail de Kawaguchi et collègues (Kawaguchi et al., 2003) montre que HDAC6 est 

capable de transporter les agrégats de protéines poly-ubiquitinées vers une structure appelée 

agrésome. Nous avons pu confirmer ces observations en montrant un rôle positif de HDAC6 

dans la formation d’agrésome. Nous avons de plus pu montrer que ceci intervient lors d’un 

excès de HDAC6 par rapport à p97/VCP. En effet, p97/VCP est capable de recycler HDAC6 

et de délivrer les protéines poly-ubiquitinées au protéasome. Nous pensons donc que dans un 

cas pathologique d’excès de HDAC6 ou de dysfonction de p97/VCP, ces agrégats 

s’accumulent  en agrésomes à cause de l’accrochage irréversible de HDAC6 aux chaînes de 

poly-ubiquitine et à son activité d’escorte. En accord avec ce modèle, la formation d’agrégats 

protéiques a cause d’un dysfonctionnement de p97/VCP a déjà été observé dans de nombreux 

systèmes (Hirabayashi et al., 2001 ; Kobayashi et al., 2002 ; Nagahama et al., 2003 ; Wojcik 

et al., 2004). De façon plus intéressante, des mutations de p97/VCP semblent responsables de 

IBMAPDBFD (inclusion body myopathy associated with Paget disease of bone and 

frontotemporal dementia – Watts et al., 2004). HDAC6 et p97/VCP semble donc être de très 

bonnes cibles pour lutter contre les maladies neurodégénératives comme la maladie 

d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington, la sclérose amyotrophique 

latérale et les maladies à prions, qui sont reconnues pour avoir des mécanismes moléculaires 

communs, incluant l’agrégation des protéines et la formation de corps d’inclusion.  

Bien que ce travail mette en exergue la fonction de HDAC6 en tant que régulateur 

négatif de la dégradation des protéines par le protéasome, nous pensons que, a des 

concentrations physiologiques de HDAC6 et p97/VCP, HDAC6 puisse aussi accélérer la 

dégradation des protéines. En effet, HDAC6 en favorisant la poly-ubiquitination des 

protéines, et p97/VCP en favorisant leur adressage au protéasome, optimiserait 

l’ubiquitination des protéines et leur dégradation.  

En conclusion de ce travail, nous proposons que HDAC6-p97/VCP constitue un 

système clef de gestion cellulaire, qui décide du sort des protéines poly-ubiquitinées. 
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B. L’activité protéasomale et la réponse cellulaire à l’accumulation des protéines poly-

ubiquitinées sont reliées par HDAC6  

 

1- Contre l’accumulation des protéines mal repliées et ubiquitinées 

 

Le système ubiquitine/protéasome dégrade une partie importante des protéines 

cellulaires mal repliées générées continuellement. Ces protéines non fonctionnelles sont la 

conséquence de mutations, d’un excès au niveau de la synthèse de certaines sous unités ou 

encore de nombreux stress dénaturants (Goldberg, 2003). De plus, une fonction importante 

des protéines nouvellement synthétisées a aussi une fraction qui n’est pas fonctionnelle. Ceci 

contribue donc aussi à augmenter la quantité de protéines non fonctionnelles dans la cellule 

(Schubert, 2000). Ces protéines non fonctionnelles ont cependant la tendance à s’assembler en 

agrégats cytotoxiques (Sherman and Goldberg, 2001). Des mécanismes de défense cellulaires 

pour limiter les effets délétères de ces agrégats. Premièrement, un mécanisme d’élimination a 

été propose pour prendre en charge les agrégats et les concentrer dans un corps d’inclusion 

unique périnucléaire appelle agrésome (Johnston et al., 1998). Certaines équipes pensent que 

ceci réduit les effets cytotoxiques d’agrégats protéiques multiples pour la cellule (Kopito, 

2000). Il a récemment été montré que HDAC6 est un élément clef de ce mécanisme 

d’élimination, fonctionnant comme un adaptateur qui ponte les agrégats protéiques, grâce à 

son interaction avec l’ubiquitine, au moteur moléculaire dynéine, permettant ainsi leur 

transport vers l’agrésome (Kawaguchi et al., 2003). L’apparition d’IB (inclusion body) ou 

agrésome dans la cellule provoque néanmoins beaucoup de dysfonctionnement de fonctions 

cellulaires, incluant notamment l’inactivation globale du système ubiquitine-protéasome 

(Bennett et al., 2005). Ceci va paralyser de nombreuses activités cellulaires vitales et induire 

la mort cellulaire. 

Un autre mécanisme existe donc pour faire face à la toxicité des agrégats protéiques. 

Ceci passe par l’activation d’un circuit de la transcription des gènes HSPs conduisant a 

l’accumulation de protéines chaperonnes cellulaires majeurs (Lee and Goldberg, 1998 ; 

Kawazoe et al., 1998 ; Mathew et al., 1998 ; Kim et al., 1999 ; Mathew et al., 2001) ce qui va 

diminuer la toxicité des agrégats et faciliter leur résorption (Goldberg, 2003). Ces protéines 

chaperonnes ont aussi le potentiel d’empêcher la formation d’agrégats en tamponnant les 

protéines mal repliées afin de les assister soit dans leur repliement, soit pour cibler les 

protéines dénaturées de façon irréversible au système ubiquitine/protéasome. 
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Dans ce travail, nous avons montré que HDAC6 est un acteur majeur de ce mécanisme 

particulier, qui signale l’accumulation anormale de protéines poly-ubiquitinées à la 

machinerie transcriptionnelle de la réponse cellulaire au stress. Nos données montrent que le 

domaine d’interaction avec l’ubiquitine de HDAC6 a vraiment un rôle de déclencheur qui, 

lorsque il est utilisé, induit le désassemblage du complexe répresseur de HSF1. De façon 

surprenante, nous n’avons trouvé aucune preuve de l’implication de l’acétylation de HSP90 

dans la régulation de ce phénomène. En effet, en l’absence d’agrégats de protéines poly-

ubiquitinées, le complexe HSF1-HSP90 reste stable, sans lien direct entre l’activité 

catalytique de HDAC6 et  l’état d’acétylation de HSP90. 

 

 

2- Une nouvelle fonction pour la ségrégase p97/VCP 

 

Tirant profit de nos données obtenues précédemment (Seigneurin-Berny et al., 2001), 

nous avons été capable d’identifier la dissociation ubiquitine dépendante de HDAC6-

p97/VCP en tant qu’événement initiateur majeur de l’activité ségrégase de p97/VCP et donc 

de la dissociation du complexe HSP90. 

La protéine p97/VCP est un régulateur bien connu de l’assemblage et désassemblage 

de nombreuses structures cellulaires (Woodman, 2003). Cette protéine est aussi très impliquée 

dans le système ubiquitine protéasome. Premièrement, elle est nécessaire à la prise en charge 

des substrats de la voie ERAD (ER-Associated Degradation). De plus, elle joue un rôle 

critique dans le ciblage de ces protéines au protéasome (Romisch, 2005). 

 

Dans ce travail, nous montrons qu’en absence d’un stress d’agrégation protéique, tout 

comme HSF1, HDAC6 et p97/VCP reste dans un complexe « dormant » avec HSP90. 

L’accumulation de protéines ubiquitinées suivant l’inhibition de l’activité protéasomale, est 

détectée par le domaine ZnF-UBP de HDAC6. L’interaction HDAC6-ubiquitine est 

l’initiateur majeur de la machinerie découverte dans ce travail, libérant HDAC6, p97/VCP et 

HSF1, chacun assurant différentes fonctions liées a la gestion des protéines ubiquitinées. Dans 

le précèdent travail, nous avons pu montrer que le domaine d’interaction avec l’ubiquitine de 

HDAC6, ZnF-UBP montre la plus haute affinité pour l’ubiquitine et que p97/VCP est aussi 

critique pour extraire HDAC6 de l’ubiquitine. Cette étude a aussi montré que la gestion des 
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protéines cellulaires poly-ubiquitinées est finement régulée par une balance des 

concentrations entre HDAC6 et p97/VCP.  

 

 

3- Dysfonctionnement du protéasome et complexes HDAC6-HSP90-HSF1-p97/VCP 

 

Il est important de noter que bien que la dissociation  du complexe répressif de HSF1 

soit une étape obligatoire de l’activation de HSF1 lors d’un stress, il pourrait être contrôlé par 

un mécanisme distinct qui dépendrait de la nature du stress. Par exemple, nous n’observons 

pas un rôle convainquant de HDAC6 dans l’activation de HSF1 lors d’un choc thermique. 

Dans ce cas, l’activité ségrégase de p97/VCP (dissociant le complexe HSP90) pourrait être 

stimulé par d’autres facteurs cellulaires. 

 

Les mécanismes décrits dans ce travail, placent HDAC6 au cœur d’un système de 

réponse spécifiquement active quand les protéines mal repliées et ubiquitinées s’accumulent. 

Dans le complexe répressif  HSP90, HDAC6 et p97/VCP sont respectivement une gâchette et 

un élément de réponse dissociant. Apres leur re-largage, ils servent individuellement à la 

gestion des agrégats, alors que HSF1 poursuit son processus d’activation pour permettre la 

mise en place d’une aide supplémentaire en induisant la synthèse massive de chaperonnes. 
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Figure V
Modèle : HDAC6 contrôle la stabilité des protéines et la réponse cellulaire à
l’accumulation de protéines poly-ubiquitinées. Le complexe p97/VCP-HDAC6 semble 
jouer un rôle clef dans le contrôle de la dégradation des protéines par le système ubiquitine-
protéasome. Dans notre modèle, un changement du ratio des concentrations intra-cellulaires
dans ce complexe aurait des conséquences drastiques. En effet, un excès de p97/VCP ou de 
HDAC6 augmenterait respectivement la dégradation des protéines poly-ubiquitinées par le 
protéasome ou au contraire stabiliserait les protéines poly-ubiquitinées. De ce fait, les 
complexes p97/VCP-HDAC6 constitueraient une cible thérapeutique de choix dans la lutte 
contre les maladies d’agrégation des protéines (comme certaines maladies 
neurodégénératives) ou encore pour stabiliser les protéines dégradées trop rapidement (cas de 
la mucoviscidose). Nous pensons aussi que HDAC6 contrôle la réponse cellulaire au stress 
causée par l’accumulation en protéines poly-ubiquitinées. HDAC6 serait capable de détecter 
l’augmentation anormale en protéines poly-ubiquitinées, via son domaine ZnF-UBP, et 
permettrait de mettre en place une réponse spécifique, adaptée, en provoquant le re-largage de 
HSF1 par HSP90, par un mécanisme p97/VCP dépendant. Nous prévoyons que la libération 
de HDAC6 et p97/VCP permette la prise en charge plus rapide des protéines poly-
ubiquitinées par le protéasome.
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Conclusion générale 
 

 

 

En réalisent ma thèse chez le Dr. Saadi Khochbin, nous avons décidé de déterminer les 

fonctions ubiquitine-dépendantes de HDAC6, en utilisant des approches complémentaires de 

biophysique, de biochimie et de biologie cellulaire.  

 

Dans un premier temps, nous avons montre que le domaine d’interaction de HDAC6 a 

l’ubiquitine, domaine ZnF-UBP est un domaine de très haute affinité pour l’ubiquitine. 

Conséquemment, in vivo, HDAC6 est capable de masquer les chaînes de poly-ubiquitine des 

protéines ciblées pour la dégradation par le protéasome, mais aussi de l’action des USPs. Sa 

partenaire et ségrégase P97/VCP, est capable de réguler ce phénomène. Nos études ont 

montré que le complexe HDAC6-p97/VCP est un régulateur clef dans la gestion des protéines 

mal repliées poly-ubiquitinées, dont le sort dépend en fait de la balance des concentrations 

relatives de HDAC6 et de p97/VCP (Figure V). De ce fait, nous proposons que le complexe 

HDAC6-p97/VCP soit une cible thérapeutique dans les maladies d’agrégation protéiques. 

 

Il est fortement documenté que l’accumulation des protéines mal repliées et poly-

ubiquitinées, déclenche une réponse cellulaire spécifique, adaptée, visant à contrecarrer les 

effets toxiques de cette accumulation, et permettre ainsi la survie cellulaire. Une telle réponse 

passe par l’activation d’un facteur de transcription, HSF1. Dans notre première étude, nous 

avions montre que HDAC6 protège la cellule en favorisant l’agrégation des protéines mal 

repliées avant leur prise en charge par le protéasome. Dans ce travail, nous montrons que 

HDAC6, p97/VCP et HSP90 forment un complexe répressif de HSF1. Lors d’une 

accumulation de protéines poly-ubiquitinées, induite par une inhibition du protéasome, 

HDAC6 est capable de détecter cette accumulation, via son domaine ZnF-UBP, est re-larguée 

du complexe répressif, et permet à la ségrégase p97/VCP d’achever l’activation de HSF1 en 

séparant HSF1 de HSP90. HSF1 peut donc continuer son activation, et promouvoir 

l’induction de l’expression de ses gènes cibles HSPs. Dans ce travail, nous proposons que 

HDAC6 relie l’activité protéasomale et le déclenchement de la réponse cellulaire à 

l’accumulation des protéines poly-ubiquitinées (Figure V). 

 



 - 158 -

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 - 159 -

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Perspectives 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 - 160 -

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 - 162 -

 

 

B. Cas de la mucoviscidose, quel rôle pour HDAC6-p97/VCP ? 

 

Dans le cas de la mucoviscidose, le problème est inverse. Dans ce cas là, 

contrairement à la protéine sauvage, la protéine CFTRdF508 est trop rapidement prise en 

charge et dégradée par le système ubiquitine-protéasome (Gelman et al., 2002 ; Ward et al., 

1995). 

Chez les patients atteints de mucoviscidose, l’expression de p97/VCP dans les cellules 

épithéliales bronchiques est très forte (Vij et al., 2006). Des études très intéressantes ont 

cependant montré qu’en diminuant sa prise en charge par le système ubiquitine/protéasome, 

notamment en diminuant la concentration intracellulaire de p97/VCP, la protéine CFTRdF508 

est adressée de façon significative à la membrane plasmique. Dès lors, les cellules épithéliales 

bronchiques adoptent un phénotype fonctionnel proche du type sauvage (Vij et al., 2006). Ces 

observations confortent notre étude. Cependant, il serait intéressant d’analyser les profils 

d’expression de HDAC6 dans les cellules épithéliales bronchiques des patients atteints de 

mucoviscidose. Nous pourrions alors déterminer, dans des lignées primaires issues de ces 

patients, si un excès de HDAC6 dans la cellule restaurerait ou non l’adressage de CFTRdF508 

à la membrane. 

 

 

C. HDAC6 et contrôle des phénomènes reposant sur la mono ubiquitination de facteurs. 

 

La mono ubiquitination est une modification généralement dynamique, impliquée dans 

au moins 3 fonctions cellulaires distinctes : la régulation des histones (Busch and Goldknopf, 

1981 ; Spencer and Davie, 1999), l’endocytose (Hicke, 1999 ; Rotin et al., 2000 ; van Delft et 

al., 1997) et le bourgeonnement viral à la membrane plasmique (Strack et al., 2000 ; Patnaik 

et al., 2000 ; Jayakar et al., 2000).  

La mono ubiquitination semble être un phénomène capable de réguler la localisation, 

la structure et l’activité des protéines subissant cette modification, vraisemblablement parce 

que les protéines ubiquitinées peuvent recruter des protéines à domaine d’interaction avec 

l’ubiquitine (Hicke, 2001). Puisque HDAC6 possède un domaine de très haute affinité pour la 

mono ubiquitine, plusieurs pistes me semblent intéressantes à suivre. 
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Premièrement, le répertoire des partenaires de HDAC6 peut inclure potentiellement 

toute protéine mono ubiquitinée. Il est très excitant de noter que ces nouveaux partenaires 

peuvent être découverts par une simple approche biochimique (purification des protéines 

ubiquitinées sur colonne ZnF-UBP, élution avec mono ubiquitine libre, analyse par 

spectrométrie de masse, avec comme contrôle : colonne de HDAC6 sans ZnF-UBP). 

Deuxièmement, de par sa très forte affinité pour l’ubiquitine, HDAC6 peut être un 

compétiteur sérieux lors du recrutement d’un facteur A à UBD sur un facteur B mono 

ubiquitiné. D’après ce que nous avons vu plus haut, nous pouvons donc considérer HDAC6 

comme un régulateur négatif des voies de signalisation faisant intervenir des recrutements de 

protéines à domaines à UBD. Chez la levure comme chez les mammifères, l’internalisation de 

nombreuses protéines de la membrane plasmique nécessite leur mono ubiquitination qui 

permet de recruter les facteurs de la machinerie d’endocytose à  domaine UBD. C’est 

notamment le cas des récepteurs impliqués dans la transduction de signaux extracellulaires 

(Hicke, 1999 ; Strous et al., 1996 ; Bonifacino and Weissman, 1998). De plus, il semblerait 

que dans certains cas la mono ubiquitination de la machinerie d’endocytose soit nécessaire à 

la réalisation de ce phénomène (endocytose du récepteur à l’hormone de croissance ; Hicke, 

2001). L’endocytose  des protéines de la membrane plasmique nécessite donc une cascade 

d’interaction entre des facteurs ubiquitinés et des protéines à domaine UBD. La fluidité d’un 

tel système repose sur les très faibles affinités des domaines UBD de ces acteurs pour 

l’ubiquitine (Hicke and Dunn, 2003). L’analyse du phénomène d’endocytose dans nos lignées 

HDAC6 nous permettrait de définir quel est le rôle de HDAC6 dans ce processus, et de 

déterminer si les lignées répondent différemment à des signaux extracellulaires impliquant 

l’endocytose de leurs récepteurs. 

D’autre part, le bourgeonnement des virus enveloppés au niveau de la membrane 

plasmique des cellules infectées nécessite la mono ubiquitination de nombreux facteurs, dont 

la poly-protéine GAG, commune à tous les rétrovirus. Cette mono ubiquitination permet 

l’interaction de la protéine GAG avec la membrane plasmique, et le bourgeonnement (Garoff 

et al., 1998). Un UBD puissant comme le domaine ZnF-UBP de HDAC6 permettrait peut-être 

de diminuer ce bourgeonnement viral, en séquestrant GAG mono ubiquitiné. Il me semble 

donc intéressant de conduire des études de bourgeonnement sur les lignées HDAC6  après 

infection par rétrovirus afin de déterminer si HDAC6 régule le bourgeonnement viral. 

Enfin, la mono ubiquitination des histones H1, H2A et H2B provoque une relaxation 

de l’heterochromatine. De plus, la mono ubiquitination de nombreux facteurs de transcription 

augmente leur activité. On peut donc voir la mono ubiquitination comme un phénomène 
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Perspectives 
 
 
 

 J’ai volontairement décidé d’extraire mes perspectives de la conclusion, afin 

d’apporter plus de clarté au manuscrit.  Ces perspectives présentent les axes de recherche que 

je développerais si je devais continuer sur ce sujet, en utilisant les données que nous avons 

obtenues sur HDAC6.  

 

 

A. Maladies d’agrégation des protéines, quel rôle pour HDAC6-p97/VCP ? 

 

De nombreuses maladies neurodégénératives semblent être dues à un défaut dans le 

système ubiquitine/protéasome (Berke and Paulson, 2003 ; Ross and Pickart, 2004). 

Notamment, dans les cas de maladie d’Alzheimer, Parkinson, Paget et démence fronto-

temporale, sclérose amyotrophique latérale, de Polyglutamine ou encore dans les cas de 

maladies à Prion, l’excès de protéines mal repliées et l’agrégation de telles protéines semblent 

être toxiques pour la cellule. Cet excès séquestre de nombreux facteurs du système ubiquitine-

protéasome ainsi que de nombreuses chaperonnes de type HSP. De plus, il semblerait que 

cette accumulation, provoque une diminution de l’activité catalytique du protéasome (Berke 

and Paulson, 2003 ; Tanaka et al., 2001 ; Bence et al., 2001 ; Bennett et al., 2005).  

Les travaux d’autres équipes ainsi que les nôtres, montrent qu’une sur expression de 

p97/VCP augmente le recyclage des protéines poly-ubiquitinées en assurant leur prise en 

charge par le protéasome (Dai and Li, 2001 ; Richly et al., 2005 ; Wojcik et al., 2006). De ce 

fait, on peut penser qu’une augmentation de l’expression de p97/VCP ou une diminution de 

l’expression de HDAC6 chez les patients atteints de maladies d’agrégation des protéines poly-

ubiquitinées, permettrait de limiter la mort cellulaire induite par de tels agrégats. Cependant, 

alors qu’un tel impact de p97/VCP a déjà été mis en évidence (Lucas et al., 2006 ; Weihl et 

al., 2006), aucune recherche n’a été conduite pour determiner le rôle de HDAC6 dans 

certaines pathologies d’agrégation de protéines.  

L’analyse de l’expression de HDAC6 (quantitative et qualitative) chez les patients 

atteints de maladies d’agrégation de protéines me semble donc être une voie d’investigation 

nécessaire. En effet, cette analyse nous permettrait de déterminer le rôle de HDAC6 chez les 

patients atteints de ce type de pathologie.  
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augmentant l’activité transcriptionnelle d’une région de la chromatine. Comme nous l’avons 

vu dans l’introduction, HDAC6 est une enzyme qui est constamment expulsée du noyau. 

Ainsi, même si elle est majoritairement cytoplasmique, HDAC6 peut potentiellement interagir 

avec les facteurs liés à la chromatine si ils sont mono ubiquitinés. En tant que Histone 

Déacétylase, un modèle serait qu’elle soit recrutée sur la chromatine « ubiquitinée » 

transcriptionnellement active afin de permettre sa compaction, et sa répression 

transcriptionnelle. 

 

 

D. HDAC6 et immunité. 

 

Lors d’une infection virale, les protéines virales sont normalement dégradées par le 

système ubiquitine protéasome pour que les peptides résultants soient présentés par les 

complexes CMH-I à la surface de la cellule. De ce fait, de nombreux cas rapportent que le 

système ubiquitine-protéasome est contrôlé par les virus comme Epstein Barr (Levitskaya et 

al., 1997). Ceci constitue un mécanisme d’échappement à la surveillance du système 

immunitaire. 

Or, nos observations suggèrent que HDAC6 contrôle le recyclage des protéines poly-

ubiquitinées. Il serait donc intéressant d’effectuer des tests d’infection virale sur nos lignées 

HDAC6, afin de déterminer l’impact de HDAC6 sur l’apprêtement des antigènes viraux et 

leur association avec les complexes CMH.  

 

 

E. HDAC6 : entre l’acétylation et l’ubiquitination des protéines. 

 

L’acétylation et l’ubiquitination sont deux modifications qui s’effectuent toutes les 

deux sur des résidus lysines. De ce fait, il pourrait exister une compétition entre ces deux 

modifications au niveau d’un même résidu lysine de la protéine substrat. Nous pouvons 

imaginer que HDAC6 pourrait déacétyler une lysine afin qu’une E3 puisse ubiquitiner ce 

résidu. Dans ce cas, et dans un contexte ubiquitine-protéasome, l’acétylation  serait une 

modification qui stabiliserait les protéines, une sorte de sécurité à enlever pour permettre sa 

dégradation par le protéasome (Caron et al., 2005 : voir l’annexe de ce manuscrit - article 3). 

Pour les mêmes raisons, HDAC6 pourrait aussi favoriser la mono ubiquitination des 

protéines, dans un contexte de signalisation cellulaire par mono ubiquitination. Enfin, 
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HDAC6 pourrait être recruté sur une protéine ubiquitinée, grâce à son domaine ZnF-UBP, et 

déacétyler d’autres résidus lysines de cette protéine de faciliter son ubiquitination (multi 

ubiquitination).  

 

Les études de liaison entre l’ubiquitine et le domaine ZnF-UBP de l’isopeptidase-T, 

conduites par Keith Wilkinson (Reyes-Turcu et al., 2006) montrent que le domaine ZnF-UBP 

de IsoT interagit avec le motif di-glycine de l’ubiquitine. Cependant, les lysines de 

l’ubiquitine, nécessaires à la formation de chaînes de poly-ubiquitine, ne sont pas masquées. 

Bien que la structure du domaine ZnF-UBP de HDAC6 ne soit pas connue à l’heure actuelle, 

et que les structures primaires de ce domaine soient différentes chez HDAC6 et IsoT, il parait 

vraisemblable que les résidus lysines de l’ubiquitine ne soient pas non plus masqués par la 

liaison avec le domaine ZnF-UBP de HDAC6. 

D’autre part, il a déjà été montré que l’ubiquitine est acétylable sur chacun de ses 

résidus lysines, in vitro (Tanaka et al., 1983 ; Taniguchi et al., 1984). Une hypothèse 

attrayante serait donc que HDAC6 puisse déacétyler l’ubiquitine qu’elle maintient sur son 

domaine ZnF-UBP. En complexe avec une E3 et une protéine ciblé par la poly-ubiquitination 

en cours, HDAC6 pourrait contrôler le type de branchement de la chaîne de poly-ubiquitine 

sur la protéine substrat, en ne libérant qu’un résidu lysine particulier de l’ubiquitine acceptrice 

de la prochaine ubiquitine.  

 

 

F. Existe-t-il une interaction de HDAC6 avec des protéines de type ubiquitine ou avec des 

domaines de type ubiquitine ? 

  

 Il existe beaucoup de protéines de type ubiquitine (Ubiquitin like protein ou Ubl). Bien 

qu’ayant de 10 à 60% d’identité de séquence avec l’ubiquitine, ces protéines possèdent une 

structure tridimensionnelle très proche (Welchman et al., 2005). Ceci est vraisemblablement 

dû à leur évolution à partir d’un ancêtre commun. Tout comme l’ubiquitine, les Ubl peuvent 

être conjugués à des facteurs pour contrôler des activités cruciales pour la cellule : régulation 

des E3s (NEDD8 - Neuronal precursor cell expressed developmentally downregulated protein 

8), régulation transcriptionnelle (SUMO-1, 2 et 3 – small ubiquitin like   

 

 

 



Figure VI.2. 

Diversité des protéines à domaine ZnF-UBP. Cette figure présente les associations 
diverses du domaine ZnF-UBP avec d’autres types de domaines, au  sein de protéines 
eucaryotes, bactériennes et archaebactériennes. Ces associations sont répértoriées d’après 
SMART, Pfam et Expasy. Chaque trait correspond à l’adjonction d’un domaine avec le(s)  
domaine(s)  précédent(s). Les clefs donnent une description de ces domaines, ainsi que leur 
code d’entrée au sein de InterPro. Voir le Tableau VI.1., panneaux 1 et 2  pour une 
description non exhaustive des protéines d’intérêt.
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modifier), régulation de la réponse immunitaire (ISG15 – interferon stimulated gene15), 

l’activation des cellules T (FUB1 – Fau ubiquitin like protein 1), l’épissage (UBL5 – ubiquitin 

like protein 5), la réponse cellulaire au stress oxydatif (URM1 – ubiquitin related modifier 1) 

et l’autophagie (ATG8 et 12 – autophagy 8, 12). Le motif di-glycine avec lequel le domaine 

ubiquitiné de IsoT interagit très fortement, et qui pourrait être impliqué aussi dans 

l’interaction entre l’ubiquitine et le domaine ZnF-UBP de HDAC6, est conservé chez 

certaines de ces protéines Ubl. Une des perspectives de nos travaux, serait donc de déterminer 

si HDAC6 peut se lier à certaines de ces protéines Ubl. 

 

D’autre part, certaines protéines comme Rad23 possèdent des domaines de type 

ubiquitine (structure tridimensionnelle très proche). Rad23 transporte les protéines poly-

ubiquitinées vers le protéasome pour favoriser leur destruction. La sous unité du protéasome 

S5A/RPN10 est capable de reconnaître le domaine de type ubiquitine au sein de la structure 

de Rad23. Une étude d’interaction en système in vitro avec des protéines recombinantes m’a 

permis de montrer que le domaine ubiquitiné de HDAC6 est capable d’interagir de façon 

significative avec les domaines de type ubiquitine de RAD23 (données non montrées).  Ceci 

nous laisse penser que le domaine ubiquitiné de HDAC6 pourrait reconnaître d’autres 

protéines à domaine de type ubiquitine. De plus, nous pouvons penser que HDAC6 ralenti la 

dégradation des protéines poly-ubiquitinées en séquestrant les facteurs de transit vers le 

protéasome, comme Rad23. Cette hypothèse me semble devoir être testée pour compléter 

notre modèle.   

 

 

G. Existe-t-il un système similaire à l’ubiquitination chez les procaryotes ? 

 

 La structure du protéasome bactérien diffère du protéasome 26S eucaryote (Rohrwild 

et al., 1996 ; Zwickl, 2002). Néanmoins, des protéines bactériennes possèdent des homologies 

de séquence et un repliement similaire à celui de l’ubiquitine (β-grasp fold superfamily). 

C’est notamment le cas des protéines ThiS, MoaD, TGS et YukD (Bienkowska et al., 2003 ; 

Iyer et al., 2006 ; Lake et al., 2001 ; Lehmann et al., 2006). Certains auteurs pensent qu’à 

l’instar des eucaryotes, les procaryotes pourraient aussi avoir un système de signalisation de 

type ubiquitine (Iyer et al., 2006).  

 Une recherche d’homologie de séquence (Pfam et SMART), montre que le domaine 

ZnF-UBP est déjà présent chez certaines protéines procaryotiques (Figure VI.1). 



Tableau VI.2. panneau 1 

Associations diverses du domaine ZnF-UBP au sein des protéines. Ce tableau décrit 
brièvement quelques protéines possédant un domaine ZnF-UBP en association, ou non, avec 
d’autres types de domaines au sein de protéines. Le nombre d’occurrences dans les bases de 
données SMART, Pfam, Expasy chez les eucaryotes, mais aussi les bactéries et les 
archaebactéries est indiqué.
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Il est très excitant de constater que sur les 3 domaines à doigt de zinc du ZnF-UBP de 

HDAC6, certaines protéines procaryotiques en possèdent 2.  

 Chez les procaryotes, à ma connaissance, peu d’études se focalisent sur les domaines 

d’interaction avec les protéines de type ubiquitine. De par sa conservation chez certains 

procaryotes, le domaine ZnF-UBP pourrait constituer un tel domaine. Une des perspectives de 

nos travaux est donc de déterminer si, chez les procaryotes, les protéines à domaine ZnF-

UBP, sont capables d’interagir ou non avec les protéines de type ubiquitine. Ceci constituerait 

les premières informations quand à l’existence d’un système de type ubiquitine chez les 

procaryotes. 

 

 

H. Dans un autre contexte, le domaine ZnF-UBP, mais pour quelles fonctions ? 

 

 Au cours de ma thèse, j’ai fait une recherche bioinformatique des protéines contenant 

un domaine de type ZnF-UBP. L’utilisation de Pfam, SMART et Prosite a montré que le 

domaine ZnF-UBP est un domaine pouvant être associé à différents domaines, au sein de 

nombreuses protéines, chez les eucaryotes, mais aussi chez certaines bactéries et 

archaebactéries. La Figure VI.2 ainsi que le Tableau VI.2, panneaux 1 et 2, présentent les 

résultats de cette recherche. Dans ces illustrations, il est notable que chacune des protéines 

existent et ne sont pas putatives. 

 Comme nous pouvons le constater, le domaine ZnF-UBP est classiquement associé 

avec un domaine de type peptidasique C19, au sein des protéases spécifiques des chaînes 

d’ubiquitine. Il est cependant frappant que ce domaine soit aussi retrouvé associé, chez 

certaines espèces, à des domaines impliqués dans des mécanismes variés comme la 

conjugaison de l’ubiquitine (domaine RING et HECT), la liaison aux signaux de localisation 

nucléaire (domaine BRAP), ou encore la réplication virale (domaines de type C31, 32, 33 et 

unité ARN), pour ne citer que ceux-là.  

 Le cas le plus intriguant, pour moi, reste l’existence d’une protéine de type SIR2 qui 

possède un domaine ZnF-UBP, chez Tetrahymena thermophila. C’est à ma connaissance le 

seul cas de protéine possédant à la fois un domaine déacétylase et un domaine ubiquitinés, en 

dehors de HDAC6. 

 Une des perspectives majeures de notre travail serait de déterminer quelles sont les 

conséquences fonctionnelles de ces différentes associations. C’est un travail ambitieux, mais  

 



Tableau VI.2. panneau 2 

Associations diverses du domaine ZnF-UBP au sein des protéines. Ce tableau décrit 
brièvement quelques protéines possédant un domaine ZnF-UBP en association, ou non, avec 
d’autres types de domaines au sein de protéines. Le nombre d’occurrences dans les bases de 
données SMART, Pfam, Expasy chez les eucaryotes, mais aussi les bactéries et les 
archaebactéries est indiqué.



 - 171 -

pour moi, c’est la seule façon de mieux connaître l’impact du domaine ZnF-UBP dans la 

cellule. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure VI.1

Conservation du ZnF-UBP au cours de l’évolution. Les séquences des ZnF-UBP de 
protéines de bactéries (G. violaceus: Q7NDS9_GLOVI; Nocardioides sp.: Q3GT92_9ACTO; 
S. usitatus: Q44BK9_SOLUS), de levure (S.pombe : UBP14_SCHPO) de l’isopeptidase-T
murine (ISO-T_MOUSE) ou de HDAC6 murine (Q9Z2V5) ont été aligné avec multalin et 
ESPript. Les astérisques indiquent les résidus conservés et importants pour la liaison de 
HDAC6 à l’ubiquitine, d’après nos travaux. Deux des 3 doigts de zinc potentiels de HDAC6, 
nécessaire à cet accrochage semblent déjà présents chez les bactéries. Abréviation : Zn : Zinc 
Finger.
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Annexe 
 

 

 Il apparaît de plus en plus clairement que deux modifications importantes des lysines, 

l’acétylation et l’ubiquitination, jouent un rôle important dans le contrôle de la stabilité des 

protéines. A travers cette revue, publiée pendant ma thèse, nous allons voir comment 

l’acétylation des protéines s’oppose généralement à leur dégradation. Les mécanismes 

complexes de cette régulation seront décortiqués. 
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Regulatory cross-talk between
lysine acetylation and
ubiquitination: role in the control
of protein stability
Cécile Caron, Cyril Boyault, and Saadi Khochbin*

Summary
It is now becoming apparent that cross-talk between
two protein lysine modifications, acetylation and ubiqui-
tination, is a critical regulatory mechanism controlling
vital cellular functions. The most apparent effect is the
inhibition of proteasome-mediated protein degradation
by lysine acetylation. Analysis of the underlying mecha-
nisms, however, shows that, besides a direct competition
between the two lysine modifications, more complex and
indirect processes also connect these two signalling
pathways. These findings point to protein lysine acetyla-
tion as a potential regulator of various cellular functions
involving protein ubiquitination. BioEssays 27:408–
415, 2005. � 2005 Wiley Periodicals, Inc.

Introduction

Specific lysines in a protein may become acetylated through

the action of histone acetyltransferases (HATs), whereas the

acetyl group can be removed by histones deacetylases

(HDACs). These enzymes have first been identified as

regulators of histone acetylation thereby controlling chromatin

structure and function. Recent investigations have revealed,

however, that an increasing number of cellular and viral

proteins are also subject to lysine acetylation. Initially shown to

be involved in modulating the activity of transcription factors,

proteinacetylationappears to regulateawidevarietyof cellular

events.(1,2). Interestingly, among these cellular functions, the

regulation of protein stability byacetylation is nowemerging as

ageneral phenomenon involving different functional classes of

proteins. Lysines can also be modified by ubiquitination. One

of the best-documented functions of protein polyubiquitination

is the degradation of target proteins by the proteasome.(3)

Indeed, upstream of this proteolytic structure, a complex

machinery recognizes a given substrate and uses its specific

lysine acceptor sites to catalyze the addition of one ubiquitin (a

highly conserved 76 amino acid long peptide). This ubiquitin in

turn becomes a target for further ubiquitination and the

process continues to finally form a polyubiquitin chain. This

chain is thought to serve as a signal mediating the transport of

polyubiquitinated proteins to the proteasome, as well as their

recognition by this structure. It is widely accepted that at least

three classes of factors, known as E1, E2 and E3, act together

to activate and finally transfer an ubiquitin unit to a substrate

protein. The specificity of substrate recognition largely relies

on the diversity of E3s, which themselves work with a defined

group of E2s.(4)

The primary relationship between protein ubiquitination

and acetylation is based on the nature of the modified amino

acid, which in both cases is a lysine. A prior lysine acetylation

would therefore affect subsequent protein ubiquitination.

The most obvious implication of this acetylation-based pro-

tection of lysines would be a stabilization of proteins, which

are normally targets of a degradation by the ubiquitin/

proteasome system. The analysis of the data available in the

literature shows that, in fact, the real interplay between the

two lysine modifications goes beyond a simple competition

mechanism and involves a complex functional interaction

between different actors of these signalling pathways.

Besides the control of protein stability, protein ubiquitination

also controls a variety of cellular functions, including transcrip-

tionand intracellular trafficking.(5–10) It is therefore expected to

also find a regulatory connection between protein acetylation

andubiquitination in cellular functionsalreadyknown to involve
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either of these signalling processes. This review aims at

dissecting themolecular basis of acetylation-mediated control

ofproteinstability,and furtherdiscusses the functional relation-

ship between lysine acetylation and ubiquitination pathways.

Acetylation-dependent protein stabilization

The stability of at least twelve crucial regulatory factors,

p53, p73, Smad7, SREBP1a, SREBP2, Runx3, SF-1, ER81,

FOXO4, NF-E4, HNF6 and E2F1, have been shown to in-

crease after the acetylation of specific lysines in these proteins

(Table 1). A direct competition between lysine acetylation

and ubiquitination has been proposed as a major regulatory

mechanismpreventing protein ubiquitination and degradation.

Indeed, in the casesof p53, p73,Smad7,SREBP1a,SREBP2,

NF-E4 and Runx3, the same lysines are suggested to be

subject to both acetylation and ubiquitination (Table 1). This

observation strongly suggests a protective role for lysine

acetylation by preventing further modifications of this residue

(Fig. 1A). In this regard,HATs specifically acetylating the target

lysines would increase the protein stability and, conversely,

specific HDACs would accelerate its degradation. p53 and

Runx3 nicely illustrate this particular regulatory mechanism.

Indeed, acetyl-acceptor sites of p53 are also the sites of

protein ubiquitination by the E3 activity of Mdm2. Interestingly,

Mdm2 was shown to be associated with HDAC1, which de-

acetylates p53 and frees the target lysines for subsequent

ubiquitination.(11) Similarly, Runx3 is acetylated by p300,

preventing its degradation by Smurf E3s, and HDAC5 has

been shown to reverse the effect of p300 and significantly

accelerate Runx3 degradation.(12) However, for some of these

proteins, such as ER81, SF-1 and E2F1, the experimental

data do not support the hypothesis of a direct competition

mechanism to explain their acetylation-dependent stabiliza-

tion. Indeed, the stabilization of ER81 after its acetylation

is thought to be due to a conformational change, or to its

shielding from E3s, after an acetylation-dependent interaction

with partners(13) (Fig. 1B). In the case of SF-1, the active

transport of the acetylated protein in the cytoplasm could be

associated with its increased stability,(14) and the P/CAF-

mediated acetylation and stabilization of E2F1(15,16) was

suggested to be due to its increasing capacity to interact with

Rb (16). HNF6 acetylation on a single lysine by CBP also

stabilizes the protein but this stabilization is likely to be

independent of the ubiquitin/proteasomesystem, since it is not

affected by specific inhibitors of the proteasome.(17)

Acetylation-mediated protein stability may also proceed

through unexpected mechanisms not involving lysines.

Although this review focuses on protein lysine acetylation,

it is noteworthy to mention, considering its potential critical

cellular functions, the role of non-lysine acetylation on the

control of protein stability. This is exemplified by the case of the

N-acetyltransferase NAT1, which acetylates substrates via a

ping-pong bi bi mechanism.(18) The first step of the reaction

consists of the acetylation of a cysteine in the active site of the

enzyme followed by the transfer of the acetyl group to the

substrate. Interestingly the acetylated NAT1 intermediate is a

stable protein and its substrate-dependent deacetylation

results in a rapid degradation of the protein by the ubiquitin/

proteasome system.(19) Furthermore, N-terminal polyubi-

quitination is also emerging as an alternative way to target

proteins for degradation by proteasome(20) and this desig-

nates the N-terminal acetylation occurring in many proteins

as a strong protective mechanism against this particular

polyubiquitination and subsequent protein degradation.(21)

N-terminal and lysine acetylation may also directly affect

the activity of ubiquitination machinery and of the proteasome

itself. Indeed, N-terminal acetylation was shown to interfere

with the proteasome catalytic activity involving a free a amino

group of threonine 1 on the b subunits.(22) Furthermore, there

is at least one report demonstrating that the E3 ubiquitin

ligase, Mdm2, can be acetylated on its ring finger domain and

that this acetylation could severely interferewith theE3 activity

of the protein. Thiswas shown to lead to the stabilization of the

Mdm2 substrate p53.(23)

Acetylation-dependent protein degradation

Although inmost of the cases discussedabove, a direct role for

protein acetylation in preventing their active degradation was

clearly demonstrated, the underlying mechanism appears

to be complex and does not follow a simple and unique rule.

The complexity of the acetylation-dependent mechanisms

controlling protein stability becomes evenmore evident consi-

dering reports describing an accelerated protein degradation

Table 1. Protein lysine acetylation directly

modulates the stability of target proteins

Acetylated
factor

Effect of
acetylation
on half-life Mechanism Ref

p53 (11)

P73 (67,68)

NF-E4 (72)

Runx3 Competition with

ubiqutination

(12)

Smad7 (69)

SREBP1a (70)

SREBP2 Increased

stablility

(70)

SF-1 (14)

ER81 (13)

FOX04 ? (71)

HNF6 (17)

E2F Increasing of Interaction

with partners?

(15,16)

Hif1-alpha Degradation Recruitment of the pVHL-

containing ubiquitin

ligase complex

(25)
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following protein acetylation. In these cases, lysine acetylation

governs protein stability essentially by modulating protein–

protein interaction. Indeed, the acetylation of lysines in a given

protein can create a high-affinity-binding site for other proteins

(Fig. 1B). Among the reported acetylation-dependent com-

plexes, at least two involveE3ubiquitin ligases. Transcriptional

complex Hypoxia-inducible factor 1 (Hif-1) is an essential

regular of genes responding to hypoxia. The complex is

formed of two subunits of which one,Hif1a, is rapidly degraded
under normoxia through the ubiquitin/proteasome system.

ThedegradationofHif1aoccurs after its interactionwith pVHL,
mediating its ubiquitination.(24) The acetylation of Hif1a at

specific sites has been shown to enhance its interaction with

pVHL and its subsequent ubiquitination and degradation(25)

(Fig. 1B). The other example concerns the recruitment of E3

Mdm2 by acetylated Rb.(26) In this latter case, although the

involvement of Mdm2 in ubiquitination and degradation of Rb

itself has not been demonstrated, the Rb-Mdm2 complex

shows amodified activity towards theMdm2 substrate p53.(27)

The acetylation-dependent stimulation of protein degrada-

tion may follow more indirect mechanisms modulating the

activity of key regulatory proteins, such as chaperones,

involved in the control of the stability of a variety of downstream

factors. HSP90 constitutes one of the best examples of this

mechanism. Indeed, as other chaperones, HSP90 interacts

with a variety of cellular proteins, including Bcr-Abl, raf-1,

erbB2, erbB1.(28) Recently, several reports have clearly shown

a modification of HSP90’s protective effect upon its acetyla-

tion, leading to an accelerated degradation of several HSP90-

interacting proteins(29–31) (Fig. 1C).

Enzymes linking protein acetylation

and ubiquitination

A definitive proof for the existence of a cross-talk between

protein lysine acetylation and ubiquitination would be the

identification of proteins or complexes containing activities

affecting both signalling pathways. Interestingly, in the litera-

ture, a significant number of reports describe the association

of these two types of activities in a single protein or in a defined

complex. Indeed HATs with intrinsic ubiquitin activating/

conjugating or ligase activities, and HDACs associated with

an E3 or proteins of the ubiquitin fusion degradation (UFD)

Figure 1. Three major mechanisms involved in

the control of protein stability following lysine

acetylation. A: Competition-based protein stabili-

zation. Lysines are sites of both acetylation and

ubiquitination. In proteins such as p53 (see

Table 1), the same lysines have been shown to

be acceptors of both acetylation and ubiquitina-

tion. The acetylation of these lysines would block

their ubiquitination and lead to a stabilization of the

protein. HDACs in contrast would free the ubiquitin

acceptor lysines and prepare the protein for

ubiquitination and degradation by the proteasome.

The discovery of a complex containing both

Mdm2 (an E3) and HDAC1 shows that HDAC

couldpotentiateE3-inducedproteinubiquitination.

Similarly, it is expected that HATs in association

with ubiquitin-specific proteases (USPs) would

ensure the stability of deubiquitinated proteins by

protecting their target lysines against the action of

E3s. B,C: Acetylation-dependent regulation of

complex formation could control protein stability.

B:Theacetylation of a specific lysinewould create
a binding site for the recruitment of an E3-

containing complex, which would then ubiquitinate

the target protein (left). In contrast, a given

acetylated lysine may attract a partner, which

would then mask other lysines and protect them

against the activity of E3s (right).C: Lysine acety-

lation may lead to a complex dissociation and

would thereby render their componentsaccessible

to the action of protein degradation machinery.

HSP90 and its client proteins exemplify this

situation (see text for details).
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pathway, have been identified and studied. Three HATs, CBP,

p300 and TAF1, could directly be involved in the control of

protein ubiquitination. An E4-type ubiquitin ligase activity

(involved in the polyubiquitination of a ubiquitinated substrate)

was shown to be associated with the N-terminal domain of

both CBP and p300.(32) This region is distinct from the HAT

domain of the protein, and the interplay between acetytrans-

ferase and E4 activities, both targeting p53, remains to be

studied. The Drosophila TFIID subunit TAF1, which presents

an intrinsic HATactivity, also possesses an ubiquitin-activating/

conjugating activity.(33) The only identified ubiquitin-acceptor

substrate of TAF1 is histone H1. However, this particular

activity of TAF1 implies that its association with an E3 would

render this latter particularly active since it would become

independent from distinct E1 and E2 enzymes. Accordingly, in

yeast, a redundant function for components of TFIID and APC

ubiquitination machinery has been evidenced.(34)

The cellular HAT, Tip60 is known to form a complex with

at least two proteins with E3 activity, Mdm2 and Pihr2.(35,36)

While Mdm2–Tip60 interaction has been shown to mediate

Tip60 ubiquitination and degradation,(35) Tip60 stabilizesPihr2,

consequently forming a stable complex with an altered sub-

cellular localization and containing both HATandE3 activities.(36)

Deubiquitination enzymes (DUBs) with ubiquitin-specific

protease activity may also play a crucial role in the control of

protein stability. Here again p53 exemplifies this particular

mechanism since it is strongly stabilized by one of its partners,

HAUSP (also known as USP7), which reverses its ubiquitina-

tion.(37,38) Interestingly, recent investigations showed that

another DUB, Ubp8, is a member of the histone acetyltrans-

ferase Gcn5-containing SAGA complex.(39) Although accu-

mulating data show that SAGA links H2B ubiquitination to the

control of transcription,(40,41) there is no hint in the literature

linking its activity to the control of protein stability. However,

considering the data discussed in this review, the presence

of HAT and DUB subunits in a complex makes it a good

candidate as a regulator of protein stability, connecting

acetylation and ubiquitination signalling pathways in the case

of Gcn5 substrates.

More arguments in favour of the existence of machineries

capable of integrating both acetylation and ubiquitination

signalling are provided by the identification of HDACs as-

sociated with components of the protein ubiquitination

machinery. The example of the association of HDAC1 with

Mdm2 has already been discussed here but the literature

reports additional cases. RLIM, another protein with an E3

activity, has also been shown to recruit the Sin3A/histone

deacetylase core complex.(42) By analogy with the HDAC1–

Mdm2 situation onemayalso propose a similar role for RLIM–

HDAC complex. The recently identified substrate of RLIM,

HDAC2 (see below), would constitute a good candidate.

HDAC6, a tubulin and histone deacetylase,(43–46) provides

an additional example. Indeed, in addition to its ubiquitin-

binding activity, HDAC6 is found in a complex containing

mouse homologues of S. cerevisiae factors involved in the

UFD pathway, p97 and UFD3.(47) p97 is a multifunctional

chaperone of the AAA-ATPase family which has been clearly

involved in the degradation of specific ubiquitinated sub-

strates.(48) UFD3, which also interacts with p97 in yeast, has a

less-defined function. The protein seems to control the level of

free ubiquitin in the cells, since UFD3mutants showa reduced

level of free ubiquitin and the degradation of UFD substrates

can be restored by the overexpression of ubiquitin in these

mutant cells.(49) Despite these data, the molecular link

between HDAC6 and the protein ubiquitination machinery

has not yet been established.

A role for HDAC inhibitors

Several critical cellular factors have been found to undergo

an accelerated degradation following the general inhibition

of cellular HDAC by specific inhibitors. For instance, sodium

butyrate, a selective inhibitor of HDACs, has been shown to

induce a dramatic degradation of pRb, p107 and p130 pocket

proteins in cells expressing HPV protein, E7.(50) Butyrate

treatment also induced a degradation of p300 in a ubiquitin/

proteasome-dependent manner.(51) Another example con-

cerns theNFkBsystem,which is regulatedatmultiple levels by

acetylation signalling.(52) IkBa the inhibitor of the transcription

factor NFkB, is rapidly degraded through the ubiquitin/

proteasome system following the activation of several signal-

ling pathways including those dependent on TNF. Interestingly,

the treatment of cells with TSA was shown to enhance this

TNF-induced degradation of IkB.(53)

This acceleration of protein degradation byHDAC inhibitors

does not always involve a modification of the acetylation of

the target proteins but may depend on completely indirect

mechanisms. For example, HDAC inhibitors could modulate

the concentration of the cellular ubiquitination machinery

components through transcriptional regulation. Indeed, the

expression of theE2ubiquitin conjugaseUbc8gene is induced

by two different and unrelated HDAC inhibitors trichostatin

A (TSA) and valproic acid (VPA) therefore affecting the

ubiquitination of their substrates.(54) However, the way Ubc8

participates in protein degradation may itself depend on the

nature of the HDAC inhibitor. Indeed, the E3 ligase and partner

of Ubc8, RLIM, is actively degraded after the treatment of cells

by TSA, an inhibitor of both class I and class II HDACs, but not

by VPA, which is a more selective inhibitor.(54) This would

explain whyHDAC2, a substrate of Ubc8/RLIM, undergoes an

accelerated degradation after a VPA treatment, but not after

TSA(54) (Fig. 2).

The treatment of cells by HDAC inhibitors has also been

shown to directly affect the proteasome, either by modulating

the concentration of its subunits or by affecting its activity.

The treatment of cells by SAHA, another inhibitor of HDACs,

suppresses the activity of the proteasome as well as the
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expression of its subunits and enhances the cells’ sensitivity

to a drug-induced proteasome inhibition.(55) In agreement

with these findings, a new HDAC inhibitor, NVP-LAQ824,

also severely reduces the proteasome chemotrypsin-like

activity.(56) Moreover, a proteome analysis of butyrate-treated

human colon cancer cells has shown a downregulation of

several 26 S proteasome subunits.(57)

Control of aggresome formation by protein

acetylation: an indirect way to

control protein stability

Aggresomes are peri-centriolar structures where mis-folded

and mostly ubiquitinated proteins accumulate, which are

also enriched in molecular chaperones and proteasome

subunits.(58,59) Aggresome formation bears a heavy cost for

the cell since it disturbs the activity of several critical cellular

machineries including the proteasome(60) and acetyltrans-

ferases.(60,61) A severe disturbance of the acetyltransferase

activity of CBP has indeed been shown to occur in cells

where proteins containing poly-Q extensions accumulate

and sequester CBP in an inactive form in aggresomes.(60)

Aggresomes have therefore a profound influence on both

acetylation and ubiquitination signalling pathways, and factors

governing aggresome formation are prone to directly or

indirectly affect the stability of numerous cellular proteins.

Acetylation signalling pathways also play a critical role in

the control of aggresome formation. Mutations causing an

expansion of glutamine (Q) tracts in the androgen receptor

(AR) induce, like other cases of poly-Q extensions, the accu-

mulation of aggregates. A recent report clearly shows that

the mutation of the three lysine acetyl acceptor sites in AR

confers to the protein the same property as an expansion

of poly-Q tract, suggesting that the acetylation of AR

would protect the protein against mis-folding and protein

aggregation.(61)

In addition to this direct protective role of protein acetyla-

tion, a more indirect role for lysine acetylation in aggresome

formation becomes clear after the investigation of the function

of HDAC6.(62) HDAC6, an essentially cytoplasmic deacety-

lase, has the ability to bind both ubiquitin(47) and microtubule-

associated molecular motors and therefore acts as a linker to

lead the ubiquitinated and misfolded proteins to the aggre-

some compartment.(62) Interestingly, this function of HDAC6

was itself found to be dependent on its catalytic activity

indicating that the deacetylation of a yet unknown substrate

plays an important role in the capacity of HDAC6 to induce

aggresome formation. In agreement with this hypothesis,

cells treated with HDAC inhibitors contained microaggre-

gates but were incapable of forming proper aggresomes.(63)

Protein acetylation is therefore a key event in the control

of aggresome formation, which in turn affects the cellular

acetylation signalling by sequestering major cellular HATs,

thereby modifying the stability of various factors, which

depends more directly on protein acetylation (Fig. 3).

Conclusions and perspectives

Because lysine acetylation has long been considered as a

major participant in the establishment of an epigenetic code,

it was first studied essentially in the context of transcriptional

regulation, and the majority of the non-histone proteins found

to be regulated by acetylation were transcription factors.(2)

Interestingly, further investigation of the functional significance

of this acetylation showed that it also altered the turnover of

many of these factors. A close examination of the underlying

mechanisms indicates that the control of protein stability may

result either from a direct cross-talk between acetylation

and ubiquitination, or from completely indirect mechanisms.

Whatever the mechanism, the importance of the signalization

by acetylation in the control of protein stability now appears

beyond doubt.

The cross-talk between protein acetylation and ubiqui-

tination could also have the potential to affect many of the

non-proteasomal functions of ubiquitin.(5–10) Although there is

not much to discuss on the role for lysine acetylation in the

control of the non-proteasomal functions of ubiquitin, at least

one report shows that such a relationship exists. A recent

investigation demonstrated that the ubiquitination of major

histocompatibility complex (MHC) class II transactivator (CIITA)

Figure 2. HDAC inhibitors modulate protein stability through

different mechanisms. The action of TSA and VPA on the

stability of HDAC2 is shown as an example.(54) Both TSA and

VPA stimulate the transcriptional activity of the Ubc8 gene

leading to an overexpression of this E2. Interestingly, TSA,

and not VPA, also induces an accelerated degradation of

RLIM, an E3, which works with Ubc8 to catalyse HDAC2

ubiquitination. Therefore, the final consequence of a VPA

treatment is an accelerated degradation of HDAC2 while TSA,

because of its activity on RLIM, is incapable of stimulating

HDAC2 ubiquitination.
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strongly enhances its transcriptional function.(64) Interestingly,

these investigations also showed that CIITA ubiquitination

is tightly regulated by HATs and HDACs, demonstrating a

connection between acetylation and ubiquitination also in

regulating non-proteasomal functions of ubiquitin. However, it

is not known in this case whether the effect of HATs and

HDACswereachieved directly through the acetylation ofCIITA

or indirectly. Another example is the ubiquitination-mediated

nuclear export of p53.(65) Since the ubiquitination of p53 is

tightly controlled by its acetylation the cross-talk between

lysine acetylation and ubiquitination would also control,

besides the stability of the protein, its subcellular localisation.

Finally, lysines can be modified by ubiquitin-like proteins such

as SUMO and Nedd8 with functions completely different from

those of ubiquitin.(66) The same interplay is also expected to

operate between lysine acetylation and these specific mod-

ifications. It is therefore very probable that, in a near future, a

role will be found for HATs and HDACs in the control of the

functions of all types of lysine modifications.
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ABSTRACT 
 

 

 

 

At the start of my Ph.D., the lab had discovered and characterized HDAC6, an unusual 

deacetylase that possesses two deacetylase domains and directly binds to ubiquitin. Moreover, 

the lab had found that HDAC6 interacts with UFD3/PLAP, a regulator of ubiquitin turnover, 

and VCP, a mouse homologue of the chaperone Cdc48. However, nothing was known about 

HDAC6 biological function, especially its role in the ubiquitination pathway.  

 

We first observed that HDAC6 over-expression slows down the degradation of poly-

ubiquitinated protein, via ZnF-UBP, its ubiquitin binding domain. Through a series of 

experiments, we have shown that, actually, HDAC6-VCP complex directly regulates the level 

of  poly-ubiquitinated proteins. 

We then discovered that HDAC6 controls the cellular response triggered by the 

accumulation of poly-ubiquitinated proteins, and have unraveled mechanisms involved in this 

control. The accumulation of poly-ubiquitinated proteins could be toxic for cells if no cellular 

response is engaged. Moreover, it has been well-known for about ten years that such 

accumulation activates the transcription factor Heat Shock Factor 1 (HSF1) to promote 

cellular survival. We found that, in the absence of stress, HDAC6 and HSF1 are in a complex 

with VCP and HSP90. However, when the pool of poly-ubiquitinated proteins increases, such 

as during heat shock, HDAC6 is released from the complex in a ubiquitin and ZnF-UBP 

dependent manner. Such a release then enables VCP to activate HSF1. 

In conclusion, we propose that HDAC6-p97/VCP complexe appears as a master 

regulator during both poly-ubiquitinated protein management and cellular stress response 

engagement. 
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RESUME 
 

 

 

Avant le début de ma thèse, le laboratoire avait découvert et caractérisé HDAC6, une 

Histone Déacétylase atypique qui possède deux domaines déacétylases et peut interagir 

directement avec l’ubiquitine, grâce à son domaine ZnF-UBP. De plus, le laboratoire avait 

montré que HDAC6 interagit avec UFD3/PLAP, un régulateur du recyclage de l’ubiquitine, et 

p97/VCP, un orthologue murin de la chaperonne de levure Cdc48p. Cependant, aucune 

fonction biologique dans la voie d’ubiquitination des protéines n’était connue pour HDAC6. 

 

Nous avons tout d’abord observé que la surexpression de HDAC6 ralenti la 

dégradation des protéines poly-ubiquitinées, via son ZnF-UBP, son domaine de liaison à 

l’ubiquitine. Grâce à une série d’expériences, nous avons pu montrer que les complexes 

HDAC6-p97/VCP régulent directement la stabilité des protéines poly-ubiquitinées. 

L’accumulation intracellulaire de protéines poly-ubiquitinées peut être toxique  pour 

les cellules si aucune réponse cellulaire n’est engagée. En réalité, une telle accumulation 

active le facteur de transcription Heat Shock Factor 1 (HSF1) afin de promouvoir la survie de 

la cellule. Grâce à ces considérations, nous avons découvert que HDAC6 contrôle la réponse 

cellulaire à l’accumulation  de protéines poly-ubiquitinées et avons disséqué les mécanismes 

impliqués dans ce contrôle. Nous avons trouvé qu’en l’absence de stress, HDAC6 et HSF1 

sont en complexes avec p97/VCP et HSP90. Cependant, lorsque la concentration 

intracellulaire en protéines poly-ubiquitinées augmente, comme lors d’une inhibition du 

protéasome, HDAC6 est re-larguée du complexe de manière ubiquitine et ZnF-UBP 

dépendante. Un tel re-largage  permet ensuite à p97/VCP d’activer HSF1 et d’engager la 

cellule dans la réponse au stress. 

 

 

Mots clefs : acétylation, ubiquitination, protéasome, stress cellulaire, Histone Déacétylase, 

HDAC6, ZnF-UBP, p97/VCP, HSF1. 

 

 




