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Article abstract

The proteasome is the main intracellular proteolytic machinery. It is involved
in all major cellular functions and decisions. It has long been thought that prior
ubiquitinylation of almost all of its substrates was necessary for degradation. It
has also long been considered that ubiquitinylation and degradation were two
uncoupled mechanisms and that the recruitment of ubiquitinylated species
was only performed by specialized subunits of the proteasome. The recent
literature questions this simplified view. It also suggests that, on the one hand,
the fraction of proteins hydrolyzed by the proteasome independently of their
ubiquitinylation has largely been underestimated and, on the other hand, that
the recognition of ubiquitinylated proteins involves complex addressing
systems. Furthermore, it indicates a higher order structuration of the
ubiquitin/proteasome pathway, a fraction of the proteasome and of
ubiquitinylation enzymes being engaged in supramolecular complexes. Finally,
proteasomal degradation is altered in a number of pathological situations. It,
thus, constitutes a therapeutic target and the first applications are emerging.
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>Le protéasome est la principale machinerie pro-
téolytique de la cellule. Il est impliqué dans
toutes les grandes fonctions et décisions cellu-
laires. On a longtemps pensé que presque tous
ses substrats devaient préalablement étre ubi-
quitinylés. On a aussi longtemps considéré que
I"'ubiquitinylation et la dégradation étaient deux
mécanismes découplés, et que le recrutement
des conjugués ubiquitine s’effectuait directe-
ment par des sous-unités spécialisées du protéa-
some. La littérature récente remet en cause cette
vue simplifiée. €lle suggere ainsi que la fraction
des protéines hydrolysées par le protéasome,
indépendamment de toute ubiquitinylation, a
largement été sous-estimée, et que la reconnais-
sance des protéines ubiquitinylées fait intervenir
des systemes d’adressage complexes. Par
ailleurs, elle indique un ordre d’organisation
supérieur pour la voie ubiquitine/protéasome,
une fraction du protéasome et des enzyme d’ubi-
quitinylation étant engagée dans des complexes
supramoléculaires. Enfin, la dégradation protéa-
somique est altérée dans de nombreuses situa-
tions pathologiques. Elle constitue donc une
cible thérapeutique dont les premiéres applica-

tions commencent a émerger. <
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De ce fait, il est impli-
qué dans toutes les
décisions cellulaires majeures comme la division, la dif-
férenciation, Iapoptose, I’intégration des signaux

externes et la réponse immunitaire adaptative [1].

Il a longtemps été considéré que la dégradation protéa-
somique fonctionnait en deux temps disjoints. Dans une
premiére phase, la plupart des substrats, sinon tous,
devaient subir une modification post-traductionnelle
particuliére, la poly-ubiquitinylation. Celle-ci consiste
en la conjugaison covalente de chaines d’ubiquitine,
une petite protéine conservée, ubiquitaire et abondante

Le protéasome 20S est une protéinase multimérique pos-
sédant une chambre protéolytique interne autocompar-
timentée qui s’associe a des complexes régulateurs pour
former des structures comme le protéasome 265
(Figure 1A et 1B). Retrouvé dans le cytoplasme et le
noyau, il constitue la principale machinerie protéolytique
intracellulaire. Il est responsable de I’élimination des
protéines anormales, Ggées ou en exces, dont I'accumu-
lation serait toxique. Il assure aussi la production des
peptides antigéniques présentés par les molécules du
CMH de classe |, la destruction controlée spatio-tempo-
rellement de nombreux régulateurs cellulaires ainsi que
la maturation de différents précurseurs polypeptidiques.
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de 76 acides aminés (Figure 2). Cette importante
découverte a d’ailleurs justifié I'attribution du prix
Nobel 2004 de Chimie a Aaron Ciechano-

ver, Avram Herschko et Irwin Rose (=). (=) m/s
o
Ensuite, les protéines ubiquitinylées étaient 20::;: 12,
p-

reconnues par des sous-unités spécifiques

du protéasome 265, puis désubiquitinylées,

déstructurées et, enfin, hydrolysées. Cette vue s’est large-
ment complexifiée ces dernieres années. |l apparait ainsi
qu’une fraction des protéines, largement sous-estimée au
départ, ne nécessite pas d’étre ubiquitinylée pour étre
détruite par le protéasome [2-4]. Pour ce qui concerne les
protéines ubiquitinylées, il est de plus en plus clair qu’elles

&
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font intervenir des systémes d’adressage aussi des enzymes d’ubiquitinylation, des chaperons moléculaires et
parfois complexes. Par ailleurs, le protéa-  d’autres protéines ou structures nécessaires a la dégradation de substrats
some n’est pas forcément une particule libre dans la cellule.  particuliers. Ajoutons a cela que, suivant les conditions, la méme protéine
Il peut étre engagé dans des supercomplexes comprenant  peut étre reconnue via des mécanismes différents. Un premier exemple est

Figure 1. Protéasomes et voie ubiquitine. A. Le
protéasome 20S et ses complexes régulateurs. A ® B
Le protéasome 20S est le coeur catalytique de Cf)mplexe Conwarele
o i ] } régulateur :
la machinerie protéasomique. Il s’agit d’un 195 —
cylindre creux formé de 4 anneaux: 2 anneaux I
) ) o, Annequ m———p 1
identiques de 7 sous-unités de type O et d’ATPases
2 autres, également identiques entre eux, de 7

7 sous-unités de type . Les activités protéo-

§ 20S 20S + 20S + 20S +
lytiques sont situées a I'intérieur de la struc- Protéasome (195), (115), 11S +
205 = 265 195

ture et sont portées par 3 des 7 sous-unités
B. Les anneaux ot assurent I'interaction avec

les complexes régulateurs du protéasome 20S

et permettent I’entrée des substrats dans la Complexe
chambre catalytique grdce a leur orifice cen- activateur 115
tral. Le complexe activateur 19S participe a la

dégradation des protéines ubiquitinylées

grdce a sa capacité a reconnaftre les chaines c €2 .

[ UbJ

d’ubiquitine. Il posséde un anneau d’ATPases ATP E E
chaperons participant a la déstructuration é e Sl
des substrats et, peut-étre, a leur injection
dans la cavité protéolytique, ainsi qu’une » Substrat
UCH associée au

protéasome o
ubiquitin C-terminal hydrolase). Le complexe 26S ol ' UCH

’ s, cytosolique

~§

régulateur 11S est un anneau de 6 a 7 pro- @ .’ N
téines de deux types différents: PA280L (pro- @ q@ ~——-

teasome activator) et PA28[. Il modifie les

activité de désubiquitinylation (activité UCH,

propriétés catalytiques du 20S, mais n’est pas

capable de reconnaitre des protéines ubiqui-

tinylées. B. Les différents types de protéa- Protéasome 265 <

some. Le protéasome 20S, retrouvé en partie

libre dans la cellule, peut également s’asso- 7
cier avec des complexes 19S et 11S a chacune N”’ Produits protéolytiques
de ses extrémités. La particule traditionnelle-
ment appelée protéasome 26S est composé
d’un 20S et de deux 19S. Les différentes particules sont présentes en quantités comparables dans les cellules mammiféres. C. La voie ubiqui-
tine/protéasome. L'ubiquitinylation des protéines fait intervenir trois types d’enzyme. €1 (ubiquitin-activating enzyme) est unique. €lle active
I’ubiquitine et la transfére sur des enzymes €2 (ubiquitin-conjugating enzymes), qui sont au nombre d’une trentaine chez les mammiféres. Direc-
tement, ou avec I’aide de composants €3, elles transférent et polymérisent I'ubiquitine sur les substrats. Dans la majorité des cas, les facteurs €3,
dont certains sont multimériques, forment un pont moléculaire entre €2 et le substrat. D’autres transférent eux-mémes "ubiquitine sur les pro-
téines acceptrices. Les €3 assurent I’essentiel de la spécificité de la réaction grace a leur grand nombre (plusieurs centaines de €3 différentes
dans une cellule eucaryote), bien qu’il existe une certaine redondance dans le systéme. Ainsi, une méme protéine peut étre reconnue par diffé-
rentes €3 et une méme €3 peut reconnaitre différents substrats. L'ubiquitinylation est réglée par la signalisation intracellulaire via des modifica-
tions post-traductionnelles des substrats (phosphorylations, hydroxylation...) ou au travers de la modulation de 'activité des €3. Les protéines
ubiquitinylées peuvent étre désubiquitinylées par des UCH cytosoliques et recyclées. Dans le cas contraire, elles sont reconnues par des protéa-
somes contenant un complexe régulateur 19S qui assure la désubiquitinylation, la déstructuration et I’acheminement vers la cavité protéolytique.
Sielles sont insuffisamment ou improprement ubiquitinylées, les protéines peuvent étre recyclées grace a une activité UCH portée par le complexe

19S lui-méme. L'ubiquitine, qui est trés stable, est réutilisée.

M/Sn° 2, vol. 21, février 2005



-29, -33, -48, -63) qui, chacune, per-
mettent son autopolymérisation (Figure
2B). Les différents types de branchement conférent une

celui de la protéine oncosuppressive p53 qui peut étre ubiquitinylée par
différentes enzymes mais, parfois, étre aussi reconnue par le protéasome
indépendamment de toute ubiquitinylation [5].

Lubiquitinylation des protéines a déja été décrite dans ces colonnes [6,
7]. Notre vue des mécanismes impliqués n’a pas changé substantielle-

tres grande richesse topologique aux chaines d’ubiqui-
tine, ce qui, vraisemblablement, permet I’adaptation a
ment depuis. Ces derniers (Figure 1C) ne seront donc pas redétaillés ici.
Pour plus d’information, le lecteur pourra se reporter a des revues

une grande variété de structures interactives. De fait,
les différentes chaines ont été impliquées dans des
exhaustives [1, 8]. Nous ne considérons ci-dessous que les points qui
ont le plus modifié notre perception de la dégradation protéasomique

processus divers, non nécessairement liés a la destruc-
tion protéique [9-11]. Les plus représentées dans la

REVUES

dans le passé le plus récent. cellule sont, de loin, les chafnes K48. Ce sont essentiel-
lement elles qui sont impliquées dans le marquage des
Lubiquitine protéines a dégrader. Les chaines K29, et peut-étre

K63, y contribuent probablement aussi, mais a un degré

&

Les différents types de chaines d’ubiquitine
Lubiquitine est conjuguée a ses substrats via une liaison isopepti-

moindre. Soulignant la complexité du systeme, notons
que les chaines K48 peuvent aussi régler des fonctions

N
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dique (Figure 24) entre son extrémité carboxyterminale et le €-NH, de
lysines acceptrices. €lle posséde, elle-méme, 7 lysines (K6, -11, -27,

non protéolytiques. Par ailleurs, comme nous le verrons
plus loin, des chaines non-K48 peuvent contrdler indi-

Figure 2. Les différentes chaines d’ubiquitine. A. La liaison isopeptidique. L'ubiquitine est conjuguée sur ses substrats via une liaison
isopeptique entre son extrémité carboxyterminale et le groupement €-NH2 des lysines acceptrices de ces derniers. Il s’agit d’une liaison

amide, comme la liaison peptidique qui relie les acides

aminés d’une méme protéine entre eux. Dans certains cas,

A o N\ o
[} \

1]
— B —0= = 3 . .. . T
' C N'y'_(\: ¢ Protéine substrat liaison peptidique classique entre son extrémité carboxy-

rares jusqu’a présent, I'ubiquitine peut se conjuger via une

Liaison peptidique \\\ H/

CH . . . .
ot T % Lysine terminale et le NH, terminal de la protéine acceptrice. B.

E:z Les chafnes d’ubiquitine. Les 7 lysines permettent la

/,C‘r?t'g\ isfsom feapepidiefiae conjugaison de "'ubiquitine sur elle-méme in vivo. Le role

(/H—I}l \] biologique des différentes chaines n’est pas encore établi.

\\_%io,/ Les chafnes K48 sont les plus mises en évidence, car elles

5 servent a la dégradation des protéines. Elles sont toute-

fois également impliquées dans la régulation de I'activité

de facteurs de transcription. L'existence de chaines com-

portant des liaisons mixtes reste a caractériser. La lon-

B gueur des chaines est probablement un parametre impor-

Dégrudationdesprotéines}K29 K33 tant pour leur action. Par exemple, des dimeéres

Ubiquitinylation de d’ubiquitine couplés via la lysine 63 reglent ’endocytose
Bagl par CHIP ? } k27 Régulation de 'activité

de facteurs de transcription

Dégradation des protéines
k48 de certains récepteurs membranaires, tandis que des

K11 Réparation de I’ADN chaines plus longues modulent des activités kinases. C.

Fonction ribosomique
Ké ké3 Transmission de I’ADN mitochondrial
Endocytose

Reconnaissance des substrats ubiquitinylés par le protéa-

some. Les substrats ubiquitinylés peuvent interagir direc-

Régulation de kinases

tement ou indirectement avec le protéasome. Les chaines

c G d’ubiquitine peuvent ainsi reconnaitre les sous-unités S5a
ﬂ: = a et S6’ du complexe régulateur 19S. S6” est I'une des

ul:"’ N ATPases de I’anneau de chaperons au contact du 20S. S5a

Gl ~— occupe, quant a elle, une position intermédiaire entre la

Complexe régulateur 19S

base et le couvercle du 19S. Cette protéine est reconnnue
par les protéines navettes a UBD (domaine ubiquitin-like)

et UBA (domaine se liant a Iubiquitine) comme Rad23.

Substrat X X L. . X
m L’ensemble des interactions des protéines a domaines UBD
ub et UBA avec le protéasome 26S doit encore étre précisé.
Ub
Ub CHIP: carboxy terminus of Hsp70-interacting protein;

M/Sn° 2, vol. 21, février 2005

Bagl: Bcl2-associated athanogene.
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rectement la reconnaissance des sub-

strats a dégrader par le protéasome. Un

enjeu majeur est de comprendre, au

niveau moléculaire, ce qui détermine la

nature des chafnes d’ubiquitine polymé-
risées sur les différents substrats et les interactions des
différents types de chaines avec les protéines cellu-
laires effectrices.

L’ubiquitine: au centre d’un réseau d’interactions
protéines/protéines

Une notion récente importante est que l'ubiquitine,
comme d’autres motifs structurellement reliés, sont
des pieces essentielles dans un réseau complexe et
dynamique d’interactions protéines/protéines au sein
de la cellule. Du fait de I"implication de I'ubiquitine
dans de nombreuses voies de signalisation [1, 9-11],
ce « maillage » moléculaire ne concerne pas seulement
la dégradation des protéines. Deux types de domaines
se liant a Iubiquitine, UBA (ubiquitin-associated
domain) et UIM (ubiquitin-interacting motif), et deux
autres, ubiquitin-like, UBD (ubiquitin domain) et UBX
[12], sont retrouvés dans de nombreux polypeptides
(Tableau 1). De fagon intéressante, une méme protéine
peut posséder deux types de motifs différents, éven-
tuellement en exemplaires multiples. Méme s’ils pré-
sentent des homologies de structure importantes, les
différents domaines UBA et UIM n’ont pas la méme
affinité pour la mono- et la poly-ubiquitine. De plus,
ils ne sont pas obligatoirement fonctionnellement

équivalents, y compris au sein du méme polypeptide. Si la base struc-
turale de 'interaction entre UBA ou UIM, d’un coté, et ubiquitine, UBD
ou UBX, de I’autre, commence a s’éclaircir, les mécanismes respon-
sables de la dynamique des associations sont encore loin d’étre com-
pris.

Dégradation protéasomique
des substrats ubiquitinylés

Reconnaissance directe ou adressage indirect

des substrats ubiquitinylés au protéasome ?

De multiples mécanismes sont responsables de I'adressage des sub-
strats au protéasome, méme s’il n’existe pas encore d’accord général
sur leur identité et leur nombre exact [12-14]. Cette variété reflete
probablement la diversité des situations a laquelle les cellules doivent
faire face. On peut, par exemple, facilement comprendre que la dégra-
dation d’une protéine qui doit étre extraite du réticulum endoplas-
mique pour étre détruite n’obéisse pas aux mémes contraintes que
celle d’une protéine nucléaire.

Il est probable qu’une fraction des protéines ubiquitinylées soit recon-
nue directement par le protéasome. Ainsi, deux sous-unités du com-
plexe régulateur 195 du protéasome (Figure 2C), Sé’ et S5a, peuvent se
lier a des chafnes d’ubiquitine K48, pour peu que celles-ci soient suffi-
samment longues [15-17]. Au niveau de S5a, I'interaction fait interve-
nir des motifs UIM. Les positions spatiales de S6’ et de S5a sont intéres-
santes a considérer. €n effet, la premiére fait partie de Ianneau
d’ATPases chaperons de la base du complexe régulateur 19S au contact
direct du protéasome 20S, tandis que la seconde interagit avec cet
anneau (Figure 2C). Cette organisation topologique favorise probable-
ment la déstructuration des substrats et leur injection dans la chambre

Nom Localisation

UM Sous-unité Sba du régulateur 19S

(ubiquitin-interacting motif)
ou LALAAL

du protéasome

UBA (ubiquitin-associated Diverses €2 et €3

domain)

UBD (ubiquitin domain)
ou UbL, type-2Ubl, UBL, UBQ

Diverses protéines

UBX
Protéines humaines Y33

Protéines du systeme ubiquitine

Structure
€Environ 20 acides aminés formant
une hélice o

€nviron 40 acides aminés

Trés peu d’acides aminés conservés
entre les différents UBA

Forme un paquet de 3 hélices o

45-80 acides aminés

Homologie de séquence significative
avec I'ubiquitine

Structure tridimensionnelle proche
de celle de I'ubiquitine

€nviron 80 acides aminés

Pas d’homologie de séquence
significative avec 'ubiquitine
Structure tridimensionnelle proche
de celle de 'ubiquitine

Role*
Interaction avec des chaines

d’ubiquitine et des domaines
UBD

Interaction avec des mono-

et des poly-ubiquitines

Liaison de chafnes K48 et K29,
mais aussi de motifs protéiques
non reliés a 'ubiquitine

Liaison au protéasome 26S

La plupart des protéines a UBD
connues ont un rdle dans le
systéme ubiquitine/protéasome

Liaison a VCP/Cdc48

Tableau I. Domaines se liant a 'ubiquitine et domaines ubiquitin-like. * Les rdles indiqués n’excluent pas que les motifs décrits puissent avoir

d’autres roles non encore identifiés. VCP: valosin-containing protein (homologue du régulateur du cycle cellulaire Cdc48).
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catalytique du 20S apres désubiquitinylation par une autre sous-
unité du complexe 195, Rpnl1 [18, 19].

€n fait, il est possible (bien que la démonstration formelle soit
encore manquante) que la plupart des protéines ubiquitinylées
soient adressées au protéasome grdce a des protéines navettes
se liant d’un coté a des chaines d’ubiquitine et, de I'autre, au
complexe régulateur 19S [12-14]. Chez la levure, I’équivalent
de Sba, dont une partie est soluble, semble capable d’assurer
cette fonction, la liaison des chaines d’ubiquitine a S5a étant

assurée par un motif UIM. Chez les mammifeéres,

il se pourrait que ce mécanisme n’opeére pas, Sba

n’ayant pas encore été visualisée sous forme

libre. Parmi les navettes moléculaires non pro-

téasomiques, les protéines de la famille Rad?23

(hHR230L et -B chez I"lhomme), initialement

caractérisées pour leur implication dans la réparation de

’ADN, sont les mieux étudiées [12-14]. Elles possédent un

domaine UBD et deux domaines UBA. Ces derniers se lient aux
chaines d’ubiquitine, tandis que le domaine UBD

€2

"}
c
o
=
o
a
]

=

o

€3

Structures cellulaires

B
Chaines de poly-ubiquitine K48

\

>

interagit avec I'un des deux domaines UIM de S5a
(Figure 2C). Si I’interaction avec I'UIM de S5a repré-
sente bien un premier point d’ancrage au protéa-
some, les données expérimentales suggerent qu’il en
existe au moins un autre dans le complexe régulateur
19S.

Association du protéasome

avec les enzymes d’ubiquitinylation

Comme cela est expliqué dans la Figure I1C, le trans-
fert de l'ubiquitine sur les substrats est assuré par
deux classes d’enzymes spécialisées, €2 et €3 [1, 6,

&
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Chafnes de

Substrat 2o || Y70/ poly-ubiquitine 7]. Des approches biochimiques, protéomiques et de

T 28 Hsc70 fongiCy . . )
UBD BAGL BAG S criblage double hybride dans la levure ont permis de
Ub mettre en évidence I'inclusion du protéasome dans
Ub des supercomplexes contenant différentes €2 et €3.

Ub " .

# Cela a été observé chez la levure, les plantes comme
I Cheines de poly-ubiquitine Arabidopsis thaliana, les métazoaires inférieurs
comme Caenorhabditis elegans ou les cellules de

mammiféres (Figure 34). €n fonction des situations,
I’interaction est directe ou indirecte. Au moins dans
Figure 3. Engagement du protéasome dans des complexes supramoléculaires. A. Inter-  certains cas, des protéines a UBD et UBA pourraient
actions du protéasome avec d’autres composants de la cellule. Le protéasome peut  jouer le role de ponts moléculaires. Il semble en étre
interagir avec des enzymes d’ubiquitinylation et des chaperons moléculaires, mais  qinsi de la protéine hPLIC-2 (ubiquitin—like product
chap1/Dsk2). Pour associer la €3 €6-AP (£6- asso-
ciated protein) au protéasome, elle se lierait & S5a

via son domaine UBA, ainsi qu’a un autre site du

aussi avec diverses structures cellulaires comme les systémes de translocation qui
permettent d’extraire les protéines du réticulum endoplasmique. B. Interactions com-
plexes entre le protéasome, des chaperons moléculaires, des enzymes d’ubiquitinyla-

tion et des molécules adaptatrices. Cet exemple montre comment des interactions complexe régulateur 195 via son domaine UBD [20].

moléculaires complexes peuvent stimuler la dégradation de substrats ubiquitinylés Notons ici que hPLIC-2 pourrait ponter d’autres €3 au

par le protéasome. CHIP (carboxy terminus of Hsp70-interacting protein) est un protéasome, d’une part, et que tous les UBA ne sont

pas capables de se lier a S5a, d’autre part [20, 21].
Une interaction directe €3/protéasome particulere est
intéressante a considérer ici. La parkine €3, qui est le

cochaperon qui interagit avec les protéines chaperons de la famille Hsp70/Hsc70
(protéines de choc thermique inductible/constitutive). Elle posséde une activité €3
permettant la formation de différents types de chaines de poly-ubiquitine. €n inter-

agissant avec le domaine ATPase de Hsp70/Hsc70, elle inhibe le recyclage de substrats ) . ) )
produit du gene responsable de la maladie de Parkin-

par ces chaperons. De fagon concomitante, elle stimule I'ubiquitinylation par des C e X ) T
son juvénile récessive, interagirait directement avec

chaines K48 des protéines a dégrader par une €2 qui lui est associée. Par ailleurs, elle

interagit avec une protéine adaptatrice, Bagl (Bcl2-associated athanogene), qui se S5a via son domaine UBD. La mutation R42P trouvee

lie au complexe régulateur 19S grace a un domaine UBD. Cette interaction, qui est chez certains patients induit un changement de
conformation dans le domaine UBD, ce qui diminuerait

I’interaction avec le protéasome et constituerait la

capitale pour le maintien du supercomplexe, favorise aussi le transfert du substrat
ubiquitinylé au protéasome via la conjugaison de chaines non-K48 sur Bagl. Paralle-
cause structurale/biochimique de la maladie de Par-
kinson chez ces patients [22]. Pour terminer, men-

ment, CHIP stimule également la formation de chaines non-K48 sur Hsp70/Hsc70. Ni la
maniere dont I'ubiquitinylation de Bagl stimule la dégradation des protéines sub-

strats, ni la raison de 'ubiquitinylation de Hsp70/Hsc70 ne sont élucidées. tionnons que des enzymes de désubiquitinylation
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comme 'isopeptidase Ubp6 (ubiquitin-specific protease
6) peuvent aussi s’associer avec le protéasome, sans
que la raison moléculaire de cette association n’ait
encore été élucidée [23, 24].

Implications des chaperons moléculaires

dans I’adressage au protéasome

Les chaperons moléculaires sont bien connus comme
machines de remise en conformation des protéines agrégées ou dénatu-
rées. Trés tot, ils ont été suspectés d’intervenir dans le contrdle de la
dégradation de substrats divers [1, 25]. De fait, différents chaperons s’as-
socient avec le protéasome (Figure 3A) [13]. Des arguments fonctionnels
existent pour impliquer les chaperons Hsc70/Hsp70 (protéines de choc
thermique constitutive/inductible), Hsp90 et VCP/Cdc48 (valosin-contai-
ning protein, homologue du régulateur du cycle cellulaire Cdc48) dans la
dégradation de substrats tels que des récepteurs membranaires, des pro-
téines cytosoliques, des facteurs de transcription... [13]. Une des idées
prévalant actuellement pour VCP/Cdc48 est qu’elle interviendrait pour
extraire des protéines ubiquitinylées de complexes multimériques de
maniére a faciliter leur reconnaissance par le protéasome. €n ce qui
concerne Hsp90, elle fait intervenir d’autres molécules comme son
cochaperon CHIP, qui est une €3, et des molécules adaptatrices a
domaine UBD, comme Bag-1 (voir Figure 3B et [13], pour exemples).

Dégradation protéasomique des protéines non ubiquitinylées
Les protéines ne nécessitant pas d’ubiquitinylation pour étre dégra-
dées par le protéasome ont, jusqu’a récemment, été considérées

comme de rares exceptions. L'accumulation actuelle de
nouveaux exemples (Tableau /1) [2-4] suggére que
cette catégorie de substrats a probablement été large-
ment sous-estimée dans le passé. Renforgcant cette
idée, les banques de données indiquent qu’environ 1%
des protéines mammiferes sont dépourvues de lysines.
[l a néanmoins été proposé que ces mémes protéines
pourraient étre ubiquitinylées sur leur extrémité amino-
terminale via la formation d’une liaison peptidique.

La protéolyse doit étre considérée avec le fait que n’im-
porte quelle protéine dans la cellule constitue une
population de molécules hétérogénes au niveau de la
fonction, de la localisation, du partenariat et des
modifications post-traductionnelles. Il s’ensuit qu’elles
peuvent subir divers modes de dégradation en fonction
de ces parametres et des conditions physiologiques. Par
exemple, p21“PWARL - IPinhibiteur de kinase dépendante
des cyclines - qui a été I"'une des premiéres protéines
identifiées pour étre dégradée indépendamment de son
ubiquitinylation [26-28] - peut &tre déstabilisée par
ubiquitinylation dans certaines conditions [29-31]. Par
ailleurs, si le substrat n’est pas ubiquitinylé lui-méme,
il est possible, dans certains cas, que des chafnes
d’ubiquitine soient apportées en trans par un parte-
naire d’interaction. Enfin, si I'ubiquitine n’est pas
requise dans les étapes finales de la reconnaissance de
certains substrats par le protéasome, elle peut indirec-

Substrats

Ornithine décarboxylase

kB

letipl/Wufl

c-Fos

Thymidylate synthase
p53

Protéine NS2 du parvovirus
minute de la souris

Rb/p105/p107

Protéines dgées ou oxydées

Ol-synucléine

Remarques

Dégradation induite par I’antizyme 1
Bonne connaissance de la biochimie impliquée

Dégradation basale
La dégradation accélérée induite par différentes types d’inducteurs implique
I’'ubiquitinylation d’IKB

Concerne probablement la forme libre du Cki
Rdle possible pour le protéasome 20S
[l existe aussi plusieurs mécanismes de dégradation de p21 dépendants de "ubiquitine

Lactivité d’un effecteur en amont de la dégradation de c-Fos nécessite une voie
ubiquitine active dans certaines conditions

Bonne connaissance des déterminants structuraux de la dégradation

Dégradation de la protéine sous le contrdle de la NAD(P)H quinone oxydoréductase
Plusieurs autre voies de dégradation de p53 dépendantes de I’ubiquitinylation
ont été décrites

Dégradation induite par le cytomégalovirus humain
Une dégradation dépendante de 'ubiquitinylation des protéines a aussi été rapportée

Rdle possible pour le protéasome 26S, mais aussi 20S

Rdle possible pour le protéasome 20S

Références
[44]

[45]

[26-28]

[29-31]
[32]

[46]

(5]

[47]

[48]

[49]
[28]

Tableau Il. Protéines dégradées sans ubiquitinylation préalable. Seuls des substrats faisant 'objet, in vivo, d’'une dégradation protéasomique

indépendante de leur ubiquitinylation propre sont mentionnés ici.
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tement régler la dégradation d’effecteurs en amont de leur
destruction, comme cela pourrait étre le cas pour la proto-
oncoprotéine c-Fos, au moins dans certaines situations [32].
Deux questions importantes se posent. La premiere est de
savoir quelles sont la (ou les) forme(s) de protéasome impli-
quée(s) dans la dégradation des protéines non ubiquitinylées.
La seconde est de déterminer s’il existe des systemes d’adres-
sage spécifiques, comme il en existe pour les substrats ubiqui-
tinylés. Pour le second point, aucune information n’est dispo-
nible a "heure actuelle. Pour le premier, en revanche, il semble
que plusieurs formes de protéasome puissent participer a la
destruction indépendante de I'ubiquitine. Ainsi, des expé-
riences réalisées in vitro ont montré depuis longtemps que le
protéasome 26S peut dégrader I’ornithine décarboxylase.
Cependant, des particules hybrides 20S + 19S + 11S semblent
plus actives [33]. Le point récent le plus surprenant est la sug-
gestion selon laquelle le protéasome 20S seul pourrait aussi
étre un acteur majeur de la dégradation indépendante de I’ubi-
quitine [28]. Bien que ce soit la particule la plus abondante
dans certaines cellules mammiféres, on a longtemps pensé
qu’il s’agissait simplement d’une forme latente, en attente
d’interaction avec des complexes activateurs. Cette supposi-
tion reposait sur des analyses structurales montrant que les
deux orifices apicaux du protéasome étaient obturés par les
extrémités flexibles des sous-unités o en I’absence de com-
plexes régulateurs [1]. €n fait, des travaux récents montrent
que certaines protéines faiblement structurées, comme p21 ou
’o-synucléine [28], sont capables de désorganiser cette
obturation et de trouver, seules, leur chemin vers la chambre
catalytique. Une question majeure a résoudre maintenant est
I’identification des substrats cibles des différents types de
complexes protéasomiques in vivo.

Perturbations du systéme ubiquitine/protéasome

et perspectives thérapeutiques

Faisant partie intégrante des cascades de signalisation intra-
cellulaire, il n’est pas étonnant que la dégradation protéaso-
mique soit altérée dans de nombreuses situations patholo-
giques. Les mécanismes mis en évidence n’impliquent pour le
moment que I'ubiquitinylation de régulateurs cellulaires clés.
Le domaine évoluant rapidement, il est vraisemblable que des
anomalies d’adressage au protéasome seront aussi décou-
vertes dans un futur proche.

Les maladies étudiées incluent, entre autres, des neurodégéné-
rescences, des maladies génétiques, des déficits immunitaires,
des désordres hématopoiétiques et les cancers [1, 34, 35]. Dans
ce dernier cas, il est intéressant de noter que certains des com-
posants des systemes d’ubiquitinylation sont soit des oncogenes
(par exemple, Mdm2, mouse double minute 2), soit des suppres-
seurs de tumeurs (par exemple, pVHL, von Hippel-Lindau
disease tumor suppressor) [36]. Soulignons, dans le cas des
cancers, que les effets transformants ne concernent pas seule-
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ment la division cellulaire [37]. D’autres processus peuvent étre
atteints: on peut citer des anomalies de différenciation ou I'ac-
quisition de la résistance aux agents génotoxiques. Les cellules
peuvent également acquérir la capacité de survivre dans des
conditions acides ou hypoxiques, de manifester une activité
invasive ou métastatique, de stimuler "angiogenése ou d’échap-
per au systeme immunitaire. Par ailleurs, certains virus tirent
aussi profit du systéme ubiquitine/protéasome (Ub/Pr) pour
exercer leurs effets déléteres, se protéger des réponses interfé-
ron antivirale ou immune adaptatrice et asservir les cellules
infectées a leurs besoins [38, 39].

Toutes ces observations font du systeme Ub/Pr une cible
attractive pour le développement de nouveaux outils diagnos-
tiques et thérapeutiques [1, 34, 35]. Trois axes de travaux
soulignent déja la pertinence de cette derniere réflexion. La
premiére est qu’un inhibiteur du protéasome (Velcade®), plus
toxique pour beaucoup de cellules cancéreuses que pour les
cellules non transformées, a déja montré une efficacité
importante dans le traitement du myélome multiple [40]. Il
est actuellement en essai clinique de phase Il pour d’autres
cancers, bien que les conséquences moléculaires de son action
ne soient pas encore précisément comprises. La seconde est
que 'action de I'acide rétinoique et du trioxyde d’arsenic, uti-
lisés dans le traitement de la leucémie myéloide chronique,
s’explique, au moins en partie, par la déstabilisation de la
protéine oncogénique PML-RARO. (pro-myelocytic
leukemia/retinoic acid receptor-cx) produite par transloca-
tion chromosomique [41]. €nfin, le 17-allylaminogeldanamy-
cine, un inhibiteur du chaperon Hsp90, impliqué - comme nous
I’avons déja mentionné - dans le contrdle de la stabilité de
nombreuses protéines, est en cours d’essais cliniques antican-
cer. Il pourrait aussi trouver des applications dans le cadre de
maladies virales, neurologiques et auto-immunes [42, 43].
Gageons que ceci ne soit qu'un début a de nombreuses appli-
cations futures.

Conclusions

€n résumé, on peut affirmer que notre perception du systéme
ubiquitine/protéasome a fortement évolué ces derniéres
années. Les points les plus saillants concernent certainement
Iinclusion des enzymes d’ubiquitinylation et du protéasome
dans des complexes supramoléculaires, ainsi que la mise en
évidence de processus complexes d’adressage des protéines a
dégrader a la machinerie protéolytique. Caractériser les diffé-
rents composants impliqués, comprendre leur dynamique,
relier leur(s) activité(s) & la signalisation et a la comparti-
mentalisation intracellulaire constituent aujourd’hui des
enjeux majeurs du domaine. De facon intéressante, les pre-
miéres substances affectant la dégradation des protéines ont
commencé a montrer des effets bénéfiques dans le traitement
de certains cancers. Considérant I’engagement de plus en plus
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fort de Iindustrie dans cette recherche, on peut raison-
nablement espérer de nombreuses applications futures.
Par dilleurs, il doit étre souligné que la dissection du
systeme ubiquitine/protéasome - au-dela du fait de
permettre de mieux comprendre la protéolyse intracel-
lulaire - a ouvert de nombreux autres champs discipli-
naires: ces derniéres années ont notamment montré
que I'ubiquitine ne constitue pas un modificateur post-
traductionnel peptidique unique, mais représente seu-
lement le chef de file d’une famille de telles molécules
réglant des mécanismes moléculaires et cellulaires tres
diversifiés. Il est aussi apparu que la nature modulaire
du protéasome 26S permettait a certains de ses compo-
sants d’intervenir dans des fonctions non protéoly-
tiques, comme la réplication de "ADN ou la transcrip-
tion. Souhaitons que les investigations a ces deux
derniers niveaux soient aussi riches en développements
fondamentaux qu’en termes de compréhension de nom-
breuses maladies et de leur traitement. ¢

SUMMARY

Proteasomal degradation: from addressing

of substrates to therapeutical perspectives

The proteasome is the main intracellular proteolytic
machinery. It is involved in all major cellular functions
and decisions. It has long been thought that prior ubiqui-
tinylation of almost all of its substrates was necessary
for degradation. It has also long been considered that
ubiquitinylation and degradation were two uncoupled
mechanisms and that the recruitment of ubiquitinylated
species was only performed by specialized subunits of
the proteasome. The recent literature questions this
simplified view. It also suggests that, on the one hand,
the fraction of proteins hydrolyzed by the proteasome
independently of their ubiquitinylation has largely been
underestimated and, on the other hand, that the reco-
gnition of ubiquitinylated proteins involves complex
addressing systems. Furthermore, it indicates a higher
order structuration of the ubiquitin/proteasome path-
way, a fraction of the proteasome and of ubiquitinyla-
tion enzymes being engaged in supramolecular com-
plexes. Finally, proteasomal degradation is altered in a
number of pathological situations. It, thus, constitutes
atherapeutic target and the first applications are emer-

ging. ¢
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