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INTRODUCTION

L e systéme protéol ytique ubiquitine-protéasome-dépendant fait intervenir deux
étapes distinctes, |’ ubiquitination des substrats contrélée par les enzymes d’ ubi-
quitination, et la dégradation sélective des proténes polyubiquitinées par le pro-
téasome 26S. Cette machinerie complexe est régulée par plusieurs centaines de
genes (au moins cent adeux cents pour le seul systéme d’ ubiquitination et au moins
cinquante pour les sous-unités des différentes formes de protéasomes et leurs acti-
vateurs ou inhibiteurs). Cette voie de la protéolyse assure des fonctions de
« ménage cellulaire » correspondant au renouvellement basal de la majorité des
protéines tissulaires a demi-vie courte et longue [1] et al’ élimination des protéines
anormales ou produites en exces [2], mais est également impliquée dans de nom-
breuses fonctions biologiques majeures, directement ou indirectement. Par exem-
ple, elle assure la genése des peptides antigéniques provenant de I’ hydrolyse des
protéines virales qui sont présentés sur les molécules du complexe majeur d his-
tocompatibilité de classe | [3]. Elle joue également un réle critique dansle controle
du cycle cellulaire, de latranscription, de |’ adressage des protéines, et de latrans-
duction des signaux [4, 5] en dégradant des protéines clef impliquées dans ces
voies (par exemple les cyclines mitotiques). Enfin, elle intervient dans la produc-
tion d’ énergie, vialadégradation des proténes muscul aires dans de nombreux éats
pathologiques [6-9]. En effet, les muscles constituent le réservoir majeur des pro-
téinesdel’ organisme. Lors d’ agressions, les protéines musculaires sont mobilisées
d’ une part pour augmenter laproduction d' énergie par oxydation directe des acides
aminés libérés par laprotéolyse, ou vialeur entrée dans lanéoglucogenése. D’ autre
part, les acides aminés d' origine musculaire sont également utilisés pour assurer
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la synthese de protéines spécifiques, comme celle des protéines de la réaction
inflammatoire [6].

Cette revue bibliographique est essentiellement focalisée sur larégulation de la
protéolyse musculaire ubiquitine-protéasome-dépendante par les hormones et les
nutriments.

LE SYSTEME D’UBIQUITINATION

La polyubiquitination cible les substrats protéques vers la dégradation

L’ ubiquitine est une petite protéine (76 acides aminés) dont la séquence est
hautement conservée chez les eucaryotes. Elle se fixe de fagon covalente aux pro-
téines cibles par une liaison isopeptidique entre le groupement COOH de sa gly-
cine C-terminale, et le groupement eNH, d'un résidu lysine du substrat.
L’ ubiquitination des substrats est réalisée par une série de réactions mettant en jeu
plusieurs familles d enzymes [10].

Schématiquement, I’ ubiquitine est d'abord activée par I’ enzyme activant |’ ubi-
quitine, E1, puis transférée sur I une des enzymes de conjugaison de |’ ubiquitine,
E2s; ces enzymes E2s catalysent laliaison de |’ ubiquitine aux substrats protéiques
soit directement, soit en présence d’ une des ubiquitine protéine ligases, E3s, qui
reconnaissent les protéines cibles. Toutes les réactions impliquant des E3s condui-
sent a la formation de conjugués polyubiquitinés, I’ ubiquitine se fixant générale-
ment sur le résidu lysine®® de I’ ubiquitine précédemment liée au substrat.

ENzYME ACTIVANT L'UBIQUITINE, E1

Deux isoformes de E1 (110 et 117 kDa) dérivant d’ un seul géne existent dans
le cytoplasme et le noyau des cellules eucaryotes. Chez la levure, la délétion de
E1 est |étale malgré |’ existence de protéines « E1-like » [11]. E1 active |" ubiqui-
tine en présence d’ ATP en formant une liaison thiol ester entre un résidu cystéine
de son site catalytique et I’ ubiquitine, puis transfére |’ ubiquitine activée sur |’ une
des E2s.

ENzYMES CONJUGUANT L’ UBIQUITINE, E2S

Ces enzymes forment une superfamille de protéines apparentées ayant un poids
moléculaire généralement compris entre 14 et 35 kDa. |l existe quatre classes
d’ E2s, possédant un domaine catalytique central renfermant également un résidu
cystéine critique pour la formation d'une liaison thiol ester avec I’ ubiquitine, et
des extensions N et/ou C-terminale variables [12]. Onze enzymes E2s existent
chez lalevure, et les mammiféres posséderaient au moins 25 isoformes différen-
tes[13]. Un nombre limité d’ enzymes E2s intervient directement dans la forma-
tion des signaux de polyubiquitination et donc dans la protéolyse (trois sur onze
chez la levure). En effet, il est trés important de noter que I’ ubiquitination des
substrats n'est pas uniquement un signal de dégradation. Il s agit d’une modifi-
cation post-traductionnelle dirigeant les protéines vers de multiples fonctions.
Les protéines mono-, di- ou tri-ubiquitinées sont généralement des protéines
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stables qui ne sont pas dégradées. L e marquage de ces protéines par I’ ubiquitine
semble servir essentiellement a leur adressage et a larégulation de leur localisa-
tion (par exemple I'internalisation de certains récepteurs hormonaux). En fait,
seules les protéines conjuguées a au moins 4 molécules d’ ubiquitine sont recon-
nues par le protéasome 26S et dégradées. La formation de ces protéines poly-
ubiquitinées peut étre réalisée uniquement en présence del’ enzyme E1 et del’ une
des E2s.

UBIQUITINE PROTEINE LIGASES, E3s

Dans leur grande majorité, les protéines polyubiquitinées sont formées en pré-
sence de E1, une E2 et une E3 [10]. Certaines E2s interagissent avec plusieurs
E3s, et inversement. Un substrat donné peut également étre polyubiquitiné par plu-
sieurs combinaisons d’enzymes E2 et E3 différentes. L’intérét probable de ces
combinaisons multiples est de générer plusieurs voies de polyubiquitination d’ un
substrat particulier susceptibles d' étre différentiellement régul ées en réponse ades
stimuli donnés [5]. De plus, comme les enzymes E3s portent des sites de recon-
naissance des substrats [10], la multiplicité de ces combinaisons permet de cibler
spécifiquement vers la dégradation un nombre trés élevé de proténes différentes.
Ce phénomeéne est encore amplifié par le fait qu'une enzyme E3 donnée peut
reconnaitre différentes protéines [14].

L es enzymes E3s présentent une trés grande hétérogénéité de structure, mais
appartiennent a deux classes différentes [10]. La premiére classe comprend les
E3s possédant un domaine HECT (Homologous to E6-Associated Protein C-
Terminus). Ce domaine d’environ 350 acides aminés dans la région C-termi-
nale des enzymes est nécessaire et suffisant pour la formation d’une liaison
thiol ester avec I’ ubiquitine. La portion N-terminale des protéines HECT serait
impliquée dans la reconnaissance des substrats. Le génome humain code pour
au moins 20 enzymes de ce type, qui interagissent avec 2 classes d enzymes
E2s[15]. La deuxiéme classe correspond aux E3s dites a « RING-finger ». Le
motif RING-finger (Really I nteresting New Gene) est défini par 8 résidus cys-
téine et/ou histidine coordonnant 4 atomes de zinc [10]. Cette famille comprend
guelques protéines monomériques reconnaissant les substrats via la nature de
leur acide aminé en position N-terminale (N-end rule ou regle de I’ extrémité
N-terminale[16]). On distingue ainsi E3a reconnaissant |es acides aminés basi-
ques et hydrophobes, et E3[3 ayant une affinité pour les petits acides aminés
apolaires. Les classes les plus vastes d’ E3s a RING-finger correspondent a des
complexes formés de plusieurs sous-unités. Ceux-ci comprennent le cyclosome
ou APC (Anaphase Promoting Complex), responsable de I’ ubiquitination de
protéines régulatrices du cycle cellulaire, les enzymes E3s de type SCF (Skpl-
Cdc53-F-box protein family), et lafamille des VCB-like E3s (Von Hippel-Lindau
tumor suppressor-Elongin C/Elongin B protein family) [10]. La particularité
de ces complexes est de renfermer des protéines adaptatrices interchangeables
et spécifiquement responsables de la reconnaissance des substrats [17]. Par
exemple, les complexes SCF contiennent des protéines adaptatrices appel ées
protéines a boite F (par homologie de séquence avec la cycline F) qui recon-
naissent différents substrats via des interactions protéine-protéine telles que
des domaines répétés riches en leucine. L’ existence de centaines de protéines
a boite F dans les banques de données suggére que de tres nombreuses E3s de
ce type existent chez les mammiferes [17].



126 D. ATTAIX ET COLL.

LES PROTEASOMES

L e protéasome 20S

L e protéasome 26S dégrade les conjugués polyubiquitinés. Il est constitué d’ un
coaur catalytique, le protéasome 20S, porteur des activités peptidasiques et protéo-
lytiques, et de deux complexes régulateurs 19S, régulant ces activités [5, 18]. Le
protéasome 20S est la protéase neutre la plus abondante connue a | heure actuelle
(environ 1 % des protéines solubles). 1l est majoritairement présent dans le cyto-
plasme et le noyau, mais est également associé au réticulum endoplasmique, ou il
dégrade les protéines anormales immeédiatement aprés leur biosynthése. Chague
protéasome 20S est compose de 14 sous-unités différentes assemblées en quatre
anneaux comportant chacun 7 sous-unités. Les deux annealix internes, constitués
de sous-unités 3, portent les sites actifs responsables des activités protéolytiques
et peptidasiques. Les anneaux externes sont formés de sous-unités a sur lesquelles
se lient différents complexes régulateurs du protéasome 20S [5]. Le protéasome
20S a donc une composition moléculaire de type a7B7p7a7. L’ empilement de ces
anneaux délimite deux antichambres et une chambre catalytique centrale renfer-
mant au moins cing activités peptidasi ques de type trypsine, chymotrypsine et pep-
tidylglutamyl peptide hydrolase, ou clivant préférentiellement les liaisons
peptidiques aprés un acide aminé a chaine ramifiée ou un petit acide aminé neutre
[18]. Le protéasome 20S est donc virtuellement capable d’ hydrolyser la plupart
des liaisons peptidiques. C'est une protéase auto-compartimentée, car |’ assem-
blage des sous-unités a en anneau forme un pore central de tres faible diamétre.
Les anneaux a constituent une barriere physique limitant |’ accés des substrats a
lachambre protéolytique délimitée par les anneaux (3. Cette architecture complexe
prévient tout d abord |" hydrolyse incontrdlée des protéines intracellulaires. En
effet, pour étre dégradé le substrat devra étre dénaturé avant d' accéder alachambre
catalytique. De plus, le confinement des sites peptidasiques dans un nanocompar-
timent permet I hydrolyse rapide des substrats en peptides comprenant entre 3 et
20 acides aminés et donc peu susceptibles de conserver une activité biologique.

Complexe 19S et protéasome 26S

Le complexe 19S est un activateur ATP-dépendant du protéasome 20S. I
comprend au moins 18 sous-unités polypeptidiques différentes, ATPasiques et non
ATPasiques [18] et peut étre dissocié en deux sous-complexes appelés le « couver-
cle» et la «base» [19]. La base du complexe 19S humain contient 3 sous-unités
non ATPasiques et 6 sous-unités ATPasiques différentes. Ces derniéres fournissent
I’énergie nécessaire a |’ assemblage du protéasome 20S et des complexes 19S en un
protéasome 26S, a |’hydrolyse des conjugués polyubiquitinés en peptides, et a
I’ ouverture des pores du protéasome 20S délimités par les sous-unités a. L' hydrolyse
del’ ATP servirait également ala destruction de la structure tertiaire des substrats et
aleur introduction al’intérieur de lachambre catalytique du protéasome 20S. Inver-
sement, labase possede une activité de type proté ne chaperon, susceptible derétablir
la forme native d’'une protéine dénaturée [20]. Le «couvercle» est uniquement
formé de sous-unités non ATPasiques dont le role précis est encore inconnu. |1 est
indispensable a la reconnaissance spécifique des chaines de polyubiquitine [19] et
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contient également une activité isopeptidasi que permettant d’ hydrolyser ces chaines
en ubiquitine libre [18]. Les capacités fonctionnelles du protéasome 26S semblent
varier selon le statut physiologique. Par exemple, lors d'atrophies musculaires,
I’expression et les teneurs de certaines sous-unités ATPasiques et non ATPasiques
du complexe 19S sont profondément modifiées [21, 22]. Ces adaptations contribuent
vraisemblablement a |’ accélération de la dégradation globale des protéines.

L e protéasome 26S reconnait les protéines polyubiquitinées et dénatur ées

Comme nous I'avons déja mentionné, le protéasome 26S ne reconnait que les
protéines marquées par une chaine de polyubiquitine comprenant au moins 4 mol é-
cules d' ubiquitine. A I’ heure actuelle, seule la sous-unité non ATPasique S5a du
complexe 19S a été identifiée comme étant un récepteur spécifique des chaines de
polyubiquitine [23]. D’ autres sous-unités doivent cependant étre impliquées dans
la reconnaissance de ces chaines car la délétion de cette sous-unité chez lalevure
n' affecte pas la protéolyse ubiquitine-dépendante [24]. De nombreux travaux
visent actuellement a préciser le role et la topol ogie des différentes sous-unités du
complexe 19S [25, 26].

L es substrats polyubiquitinés doivent avoir perdu leur conformation native pour
étre reconnus par le protéasome 26S [27]. La base du complexe 19S et/ou des
protéines chaperon extraprotéasomales [27] seraient impliquées dans ces atéra-
tions de conformation. Le complexe 19S contient également un ou plusieurs sites
responsabl es de la reconnaissance des protéines mal conformées ou partiellement
dénaturées, indépendamment de leur état d' ubiquitination [28].

L e protéasome 26S dégrade également des substrats non ubiquitinés
et interagit avec d'autres systemes protéolytiques

Le protéasome 26S dégrade plusieurs substrats non ubiquitinés comme I’ orni-
thine décarboxylase et IkBa, I'inhibiteur du facteur de transcription NF-kB [5,
29]. Dansle muscle, au moins latroponine C peut étre dégradée par le protéasome
26S de fagon ubiquitine-indépendante [29].

Le protéasome 26S ne génére que des peptides. Excepté pour ceux présentés
sur les mol écules du complexe majeur d’ histocompatibilité de classel, I hydrolyse
finale de ces peptides en acides aminés fait appel ad’ autres protéases fonctionnel -
lement associées aux protéasomes. Ces peptides sont ségquentiellement hydrolysés
par une protéase géante appelée tripeptidyl peptidase Il (TPP 1) puis des amino-
peptidases [30]. Les protéasomes ne sont donc qu’un maillon d’'un systéme pro-
téolytique beaucoup plus complexe rassemblant plusieurs protéases (protéasomes,
TPP 1) et aminopeptidases, ainsi que certains cofacteurs (comme des protéines
chaperon), aboutissant & I hydrolyse compléte des substrats. A I'inverse, d’ autres
protéases agiraient en amont des protéasomes musculaires. Il est admis a |’ heure
actuelle — mais non démontré — que la m-cal paine, une protéase Ca?*-dépendante,
pourrait intervenir dans la dissociation des protéines myofibrillaires [31]. Enfin,
la cathepsine L, une protéase lysosomale, est systématiquement activée dans de
nombreux états cataboliques musculaires et les variations de son expression sont
parfaitement corrélées ala protéolyse protéasome-dépendante, ce qui suggére éga-
lement une relation fonctionnelle entre les deux systémes [32].
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ADAPTATIONS DU SYSTEME PROTEOLYTIQUE
UBIQUITINE-PROTEASOME-DEPENDANT DANS LE MUSCLE

L es cathepsines et les calpaines représentent un faible pourcentage de la pro-
téolyse musculaire (5 a 20 %), et ne semblent pas stimulées dans de nombreux
états cataboliques [6, 7] al’ exception de la cathepsine L [32]. De plus et surtout,
ces protéases ne dégradent pas directement les protéines contractiles majeures
(actine et myosines) [6-9]. A I’inverse, |e systéme protéolytique ubiquitine-pro-
téasome-dépendant est systématiquement activé dans tous les états cataboliques
étudiés a ce jour chez I’animal et caractérisés par une perte rapide de protéines
(diabéte, infections bactériennes, jeline, cancers, brllures, atrophies induites par
dénervation, conditions simulant |’ apesanteur, etc.). En bref, ces états sont carac-
térisés par une augmentation de la transcription de I’ ubiquitine [6-10, 33, 34],
une hyperexpression de certaines enzymes E2s (14 kDa E2 [6-10], Ub-E2G, et
isoforme 2E de I’enzyme 17 kDa E2 [35]) et E3s (E3a [36], SCF E3s appelées
atrogin-1[37] et MAFbx (Muscle Atrophy F-box) [38] et une E3 a RING-finger
appelée MuRF1 (Muscle RING-Finger 1) [38]). 14 kDa E2 et E3a sont impli-
guées dans I’ ubiquitination de protéines musculaires solubles [36]. Les substrats
de I'atrogin-1, MAFbx et MuRF1 ne sont pas identifiés, mais des souris
« knock-out » pour les enzymes MAFbx ou MuRF1 sont partiellement résis-
tantes aux atrophies musculaires [38]. En accord avec les variations d’ expres-
sion de I’ ubiquitine et des enzymes E2s et E3s précédemment mentionnées, la
vitesse d’ ubiquitination des protéines solubles est augmentée [36], et les protéi-
nes myofibrillaires ubiquitinées s'accumulent dans divers états cataboliques
musculaires [6-10, 22].

In vitro, la dégradation de I’ actine et des myosines est uniquement bloquée par
des inhibiteurs spécifiques du protéasome [39], et associée a une hyperexpression
des sous-unités du protéasome 20S [6-10] et de certaines sous-unités du complexe
19S [22, 40] au cours de nombreux états cataboliques éudiés chez les rongeurs.
Ces adaptations correspondent a des augmentations de certaines activités des pro-
téasomes musculaires [41, 42]. Chez I'homme, une hyperexpression de quelques
sous-unités du protéasome 20S a également été mise en évidence dans des biopsies
musculaires de patients atteints de traumatismes craniens [43], d’infections bacté-
riennes [44] ou de cancers [45]. Cette adaptation n’ est cependant pas observée lors
de fontes protéiques chroniques lentes et progressives comme les dystrophies
musculaires [46], ou le syndrome de Cushing [47].

REGULATIQN DU SYSTEME PROTEOLYTIQUE UBIQUITINE-
PROTEASOME-DEPENDANT PAR LES HORMONES

Insuline

L'insuline est classiquement décrite comme une hormone antiprotéolytique dans
le muscle squelettique [6, 48]. La transcription de I’ ubiquitine et de sous-unités du
protéasome 20S [33] et la protéolyse ubiquitine-protéasome-dépendante [33, 49]
augmentent dans les muscles de rats ou de lapins diabétiques. Chez lerat, un clamp
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hyperinsulinémique et euglycémique diminue I’ expression de I’ ubiquitine et inhibe
la protéolyse protéasome-dépendante dans les muscles de type Il (muscles a
contraction rapide les plus abondants de I’ organisme), mais pas dans les muscles
de type | [50]. Cet effet n'est cependant pas corrélé a une réduction du taux des
conjugués ubiquitinés. En effet, lateneur intracellulaire en ubiquitine libre n’ est pas
censée étre limitante dans le systéme [50]. Le clamp hyperinsulinémique n’aaucun
effet sur les teneurs en ARNm et en protéines de 14 kDa E2 ou de diverses sous-
unitésa et 3 du protéasome 20S [50]. L' insuline inhiberait la protéolyse musculaire
via d'autres mécanismes qui comprennent une altération de I’ expression de cer-
taines sous-unités du complexe 19S (qui module les activités peptidasiques du pro-
téasome 20S) [40], des changements de conformation des protéasomes et/ou une
inhibition de I’ activité de ces particules via I’ insulin-degrading enzyme [51, 52].

Insulin-like growth factor-I

L’insulin-like growth factor-I (IGF-1) est également une hormone antiprotéoly-
tique puissante [6]. Comme pour I'insuline, cet effet est médié par la phosphati-
dylinositol 3-kinase (PI3-kinase) et la p70 S6 kinase (p70S6K), et non pas par la
MAP kinase [53]. Les effets de I'lGF-I sur le systéme musculaire ubiquitine-
protéasome-dépendant semblent cependant trés limités. En effet, I'lGF-1 réduit
I’ expression de I’ ubiquitine et de 14 kDa E2 dans les muscles de rats infectés mais
n’ affecte pasla protéolyse musculaire [54]. De méme, I’ |GF-I n’ exerce aucun effet
dans la suppression de la protéolyse musculaire protéasome-dépendante aprés un
exercice [55]. L”hormone normalise |’ expression musculaire de plusieurs enzymes
E2s chez des rats traités par un glucocorticoide, sans qu’ un effet sur la protéolyse
N’ ait été mesuré dans ces conditions [35].

Glucocorticoides

A I'inverse de I'insuline et de I’ |GF-1, les glucocorticoides ont un puissant effet
catabolique dans |e muscle squel ettique [6, 56]. L’ administration de déxaméthasone
chez I"animal jeune ou adulte induit dans |es muscles des animaux traités une hyper-
expression de I’ ubiquitine, de 14 kDa E2, Ub-E2G et 17 kDa E2, et de plusieurs
sous-unités du protéasome 20S [35, 56] ou du complexe 19S (Combaret et Attaix,
données non publiées). Une partie de cet effet passe par une voie de transduction
impliguant NF-kB [57]. En effet, NF-kB est un répresseur congtitutif de la trans-
cription de la sous-unité C3 du protéasome 20S. En présence de glucocorticoides
cet effet est bloqué, ce qui stimule la transcription de C3 [57].

REGULATION DE LA PROTEOLYSE MUSCULAIRE
PAR LES NUTRIMENTS

Lejelne stimule la protéolyse musculaire lysosomal e et ubiquitine-protéasome-
dépendante [6, 7]. Les nutriments, dont les acides aminés, semblent avoir égae-
ment avoir un puissant effet antiprotéol ytique musculaire au moins sur lavoielyso-
somale. In vitro, dans des myotubes C2C12, la leucine, I’'isoleucine, la tyrosine,
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I"histidine et I’ arginine inhibent fortement cette voie de la protéolyse (Tassa et
Béchet, données non publiées). Cette régulation passerait par la PI3KIII. In vivo,
il semble gqu’alafoisI’insuline et les acides aminés n’'aient qu’un effet inhibiteur
trés limité sur la protéolyse musculaire lysosomale et ubiquitine-protéasome-
dépendante chez le rat renourri aprés un jeline [48, 58].

CONCLUSION

La voie protéolytique ubiquitine-protéasome-dépendante joue un réle clef dans
la dégradation des protéines musculaires. Cependant, en raison de la complexité
du systéme, de nombreux acteurs appartenant a cette voie dans le muscle squelet-
tique ne sont méme pas encore caractérisés. Par exemple, I’ existence de plusieurs
enzymes E3s spécifiqguement exprimées dans les états cataboliques musculaires
vient seulement d’ étre révélée a I’ aide des techniques de differential display et de
cDNA microarray [37, 38]. De méme, les voies de transduction par lesquelles les
hormones et |es nutriments contrdlent les activités d' ubiquitination et/ou des pro-
téasomes sont encore tres peu explorées. De tels travaux sont cependant indispen-
sables a d'éventuelles manipulations du systéme, notamment chez des patients
cachectiques.
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