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NOUVELLE

Le motif JAMM pour une
nouvelle classe de protéases:

du signalosome au protéasome

Thibault Mayor

> Le protéasome 26S est un complexe
comprenant plus de 30 sous-unités dif-
férentes, chargé de dégrader les pro-
téines [1]. Il est composé, chez les
eucaryotes, d’une unité centrale 20S en
forme cylindrique et de deux unités 19S
(une & chaque extrémité). Le complexe
19S est responsable de la reconnais-
sance, de la dénaturation et du transfert
du substrat a I'intérieur du complexe 20S
ol réside I’activité protéolytique (Figure
1). La
requiert la présence d’une chaine poly-

reconnaissance du substrat

ubiquitine attachée de maniére cova-
lente au substrat. L'ubiquitine est une
petite protéine de 76 acides aminés de
structure globulaire. La réaction d’ubi-

M/Sn®4, vol. 19, avril 2003

California Institute

of Technology,

1200 €. California blvd,
Pasadena, CA 91125,

quitinylation est indé-
pendante du protéasome
[2]. Par cette réaction,
Pextrémité carboxy-terminale d’une
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premiére ubiquitine se forme a partir une
liaison isopeptidique avec une lysine du
substrat, puis une deuxiéme ubiquitine
est attachée a la premiére ubiquitine et
ainsi de suite pour former une chaine
d’environ 4 a 8 molécules reliées entre
elles. On a longtemps cru que, pour étre
transféré a Iintérieur du complexe 20S,
le substrat devait se débarrasser de
cette chaine polyubiquitinylée. €n effet,
le diameétre intérieur du complexe 20S
est seulement de 13 A tandis que le sub-
strat et sa chafne d‘ubiquitines forme
une structure de 25 a 30 A. Des protéases
capables de cliver les molécules d’ubi-
quitine du substrat (désubiquitinyler)
ont depuis longtemps été identifiées.
Ces isopeptidases, aussi dénommées
DUB (deubiquitinating enzymes), possé-
dent un domaine catalytique compre-
nant une cystéine et deux histidines.
Malgré une analyse détaillée de plu-
sieurs de ces DUB, aucune n’a pu, jus-
qu’a présent, étre impliquée dans la
désubiquitinylation des substrats au
sein du protéasome.

Figure 1. Représentation schématique de I'organi-
sation du protéasome. €n bleu, les deux sous-uni-
tés 19S; en jaune, le complexe central 20S. La pro-
téine intacte est figurée par un trait vert continu,
et la protéine dégradée par une trait vert discon-
tinu. (avec Pautorisation de I'US Department of
Energy Human Genome Program or US Department
of Energy Genomes to Life Program et tiré du site
http://www.ornl.gov/hgmis).

Division of Biology,

Le protéasome: mais quelle DUB?

R. Verma et al. ont reconstitué un systéme
de dégradation protéique in vitro en utili-
sant des protéasomes 26S
purifiés a partir de la
levure  Saccharomyces
cerivisiae [3]. Sicl, une
protéine impliquée dans la
régulation de CDK1 (cyclin
dependent kinase 1), est
ubiquitinylée et rapide-
ment dégradée lors de la progression du
cycle cellulaire. Comme le montrent R.
Verma et al, il est possible de reconstituer
ce processus de dégradation en incubant
Sicl préalablement ubiquitinylé (Ub-Sicl)
avec les protéasomes purifiés. Lorsque les
auteurs bloquent I'activité protéolytique
du protéasome par Iinhibiteur epoxomi-
cine, qui agit en s’associant aux sous-
unités B du complexe 20S, Ub-Sicl est
désubiquitinylée mais n’est pas dégradée
[3]. Les activités de désubiquitinylation
et de dégradation du protéasome ont
ainsi été dissociées. Les auteurs ont
ensuite cherché a bloquer I'activité de
désubiquitinylation en traitant leurs pro-
téasomes purifiés avec des inhibiteurs
traditionnels de DUB comme I'ubiquitine
aldéhyde. €tonnamment, ils n’y sont pas
parvenus, ce qui indique que I'activité de
désubiquitinylation du protéasome ne
semble pas dépendre d’une DUB clas-
sique. Or une telle DUB, Ubpé, existe bien,
comme le révéle "analyse par spectromé-
trie de masse de protéasomes purifiés.
Cependant, sa suppression ne semble pas
empécher 'activité de désubiquitinyla-
tion du protéasome [3], et le mystére res-
tait donc entier quant a la source de I'ac-
tivité de désubiquitinylation. Les auteurs
auraient pu en rester |q, s’ils n’avaient pas
mis a profit une étude menée sur Nedd8,
une autre protéine similaire a 'ubiquitine.

Nedd8, le cousin bien utile

Nedd8 est un homologue de I'ubiquitine
et forme aussi une liaison covalente avec
son substrat, mais seulement de maniére
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monomérique. Une précédente étude avait
montré que le « signalosome » (CSN) est
capable de promouvoir le clivage de Nedd8
de son substrat [4]. CSN est un complexe
composé de 8 protéines. Il a été impliqué
dans différents processus comme le déve-
loppement, la régulation de la transcrip-
tion ou I'activation de certaines kinases,
sans qu’on ait pu toutefois déterminer sa
fonction précise. Dans Iespoir d’identifier
la protéine responsable du clivage de
Nedd8, G.A. Cope et al. ont analysé les
séquences des différents membres du CSN.
lls ont ainsi pu mettre en évidence un
domaine présent dans Cnsb et tous ses
orthologues [5]. Ce domaine, JAMM
(Jabl/MPN domain metalloenzyme) est
constitué d’un résidu Glu en amont et du
motif His-X-His-X;p-Asp qu’on trouve
dans certains sites d’hydrolases se liant a
un ion métallique. Les auteurs ont émis
I’hypothese selon laquelle JAMM pouvait
former un site catalytique de type métal-
loprotéase capable de cliver Nedd8. Pari
gagné, puisque I'ajout de 1,10 phénan-
throline, un chélateur d’ions métalliques
ayant une forte affinité pour le zinc, inhibe
le clivage de Nedd8 de son substrat [5].
Une inhibition identique est observée
lorsque les résidus conservés du domaine
JAMM de Csnb sont mutés [5]. G.A. Cope et
al. proposent que le résidu Glu se lie a une
molécule d’H,0 tandis que les trois autres
résidus (2xHis et Asn) stabilisent Iion
métallique au sein du site catalytique
(Figure 2A). Csnb ferait ainsi partie d’une
nouvelle classe de protéases, différentes
des DUB traditionnelles, capables de cliver
des protéines similaires a I'ubiquitine.

Retour a la désubiquitinylation

La structure du signalosome partage des
similitudes avec la partie supérieure 19S
du protéasome. €n effet, on retrouve des
domaines conservés entre plusieurs sous-
unités de ces deux complexes.

Rpnll, une sous-unité de 19S, est une pro-
téine homologue de Csn5 contenant aussi
un domaine JAMM. On pouvait donc imagi-
ner que ce domaine pouvait étre respon-
sable de I'activité de désubiquitinylation
du protéasome. Pour le démontrer, R.
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Verma et al. ont muté le motif JAMM de
Rpnll ou introduit un chélateur d’ions
métalliques dans leurs expériences. Cette
fois-ci, I'activité de désubiquitinylation
du protéasome est inhibée [3]. De plus,
une souche de levure n’exprimant que la
forme mutée de Rpnll n’est pas viable,
indiquant le role essentiel du domaine
JAMM. €n effet, le protéasome ne peut
dégrader un substrat que si la chaine poly-
ubiquitine est enlevée [3]. Dans une étude
indépendante, Yao et Cohen sont arrivés
aux mémes conclusions en utilisant des
protéasomes purifiés a partir de tissus ani-
maux et en mutant différents résidus du
motif JAMM de Rpnll chez la levure [6].
Ces deux études montrent donc I'impor-
tance du motif JAMM de Rpnll dans la
désubiquitinylation de substrats par le
protéasome.

Perspectives:

le protéasome est ouvert!

Ces études récentes réveélent la présence
d’une nouvelle classe de métalloprotéases
impliquées dans le clivage de chaines
polyubiquitinylées ou de Nedd8 (Figure
2B). Des analyses structurales supplémen-
taires sont encore nécessaires pour
démontrer que le centre catalytique réside
bien dans le motif JAMM et requiert la coor-
dination d’un ion métallique comme le
zinc. Comme les auteurs l'ont noté,
d’autres protéines contiennent le motif

JAMM, et il sera intéressant de déterminer
si ces derniéres possedent la méme acti-
vité isopeptidique, et d’identifier leurs
substrats.

La présence du complexe 19S au sein du
protéasome a souvent posé probleme
puisqu’il n’existe pas chez les bactéries et
les archéobactéries. Cependant, ces der-
niers organismes ne possedent pas d’ubi-
quitine et I'entrée des substrats est ainsi
simplifiée. Les eucaryotes ont développé
un systéme plus complexe. Il est intéres-
sant de noter que les deux équipes ont
trouvé que la désubiquitinylation requiert
la présence d’ATP [3, 6]. La base de 19S
comprend, en effet, plusieurs ATPases,
dont la fonction présumée est de dénatu-
rer le substrat puis de le transférer a I'inté-
rieur du complexe 20S. Il n’est pas surpre-
nant de constater que la désubiquitinyla-
tion est couplée a ce processus, et en
dépend. Ce dernier exemple illustre la
complexité de la machinerie du protéa-
some, et d’autres études seront encore
nécessaires pour compléter ce puzzle. ¢

A cryptic protease couples
deubiquitination and degradation

by the proteasome

REMERCIEMENTS
Je remercie Julien Weber et Gabriela Alexandru

pour leurs corrections et commentaires.

A r X \
His His
. ¢
N ¢ R
LN
Me?* X1
Pal j
K4 A
X ¢ N
g H,0 Asp
1
]
1 .
Glu-\

— (CH,), — NH—C — Ubi
[
0

H,0
Protéase JAMM

— (CH,),—NH,

+

HO—C— Ubi

Il
0

Figure 2. Le motif JAMM de Csn5 et Rpnll. A. Représentation de la coordination d’un ion zinc

(Me?*) et d’une molécule H,0 au sein du site catalytique JAMM. B. Clivage de la liaison isopepti-

dique entre le substrat et Nedd8 ou ubiquitine (Ubi) par une protéase JAMM.
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NOUVELLE

L’activation/dégradation
protéasomique des GTPases
Rho par CNF1 confere

des capacités invasives
aux E. coli uropathogenes

Luce Landraud, Anne Doye, Caroline Buisson-Touati,
Patrice Boquet, Emmanuel Lemichez

> Parmi les maladies infectieuses
humaines les plus fréquentes, les infec-
tions urinaires représentent un probléme
important de santé publique en termes
de morbidité et de colt. L’agent étiolo-
gique isolé dans les infections urinaires
non compliquées est presque exclusive-
ment Escherichia coli [1]. Uépithélium
urinaire constitue une barriere forte-
ment imperméable et un environnement
hostile aux bactéries qui ne le colonisent
normalement pas. Les souches d’UPEC
(uropathogenic €. coli) ont acquis la
capacité de coloniser cet épithélium,
propriété conférée par un ensemble de
facteurs de virulence comprenant des
facteurs d’attachement de type P-fim-
briae et des exotoxines. Ainsi, les toxines
hémolysine-0L et facteur cytotoxique
nécrosant-1 (CNF1) caractérisent res-
pectivement 40 % et 30 % des UPEC [2].
Le géne cnfl est aussi retrouvé dans 10 %
des souches €. coli K1 responsables de
méningites ainsi que chez Yersinia pseu-
dotuberculosis (pour revue, voir [3]).

La toxine CNF1l possede une structure
classique composée de trois domaines
fonctionnels, chacun responsable d’une
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des trois étapes du processus d’intoxi-
cation [4]. Le tiers amino-terminal de
CNF1 confere la capacité de liaison de la
toxine a un récepteur de la membrane de
la cellule hote. Cette association permet
a la toxine de pénétrer dans des compar-
timents d’endocytose acides [5]. Cette
acidité est responsable de I'insertion de
la partie médiane de CNF1 dans la
bicouche lipidique et de I'injection du
domaine carboxy-terminal dans le cyto-
plasme [6]. Le domaine carboxy-termi-
nal de CNF1, véritable composant enzy-
matique de la toxine, catalyse alors la
désamidation de la glutamine 63 de Rho
(ou 61 de Rac et CDC42) en acide gluta-
mique [7]. Les protéines Rho appartien-
nent a la super-famille des petites pro-
téines GTPasiques Ras, régula-
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CNF1 produit donc I'activation perma-
nente des GTPases Rho (Figure 1).
CNF1 partage, avec une vingtaine de fac-
teurs de virulence bactériens connus, la
propriété biochimique de modification
des GTPases Rho (pour revue, voir [3]).
Les protéines Rho semblent étre en amont
de cascades moléculaires commandant
les remaniements du cytosquelette d’ac-
tine nécessaires a la phagocytose, a la
migration et a la différenciation cellu-
laires [8]. Lactivation de Rac et de
CDC42 produit la formation de projec-
tions membranaires notamment impli-
quées dans la phagocytose de type Fcy
alors que le contrdle de Iétat de
contraction de I"actine par Rho participe
a la phagocytose de type complément
[9]. Rac contrdle également la

trices de ’homéostasie cellulaire (=) mss formation d’especes actives de
[8] (). Elles fixent et hydroly- ~ 2003,n°3, I’oxygéne en réponse aux patho-
p. 358

sent le GTP en GDP et oscillent
ainsi entre une forme respective-
ment active, membranaire, capable de
fixer et d’activer des protéines effec-
trices, et une forme inactive cytoso-
lique. La glutamine est essentielle a
I’hydrolyse du GTP et sa modification par

genes. Il partage aussi avec Rho

et CDC42 le contrdle de la régula-
tion de la synthese de produits inflam-
matoires et de molécules pro- ou anti-
apoptotiques. Il est vraisemblable que la
forte occurrence de facteurs de virulence
dirigés contre ces protéines soit la consé-
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