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Le catabolisme protéeique
intracellulaire : une fonction
biologique majeure.

Partie I: les mécanismes

de degradation*

La degradation des protéines est une fonction intracellulai-
re majeure. En premier lieu, elle assure le « ménage cellu-
laire» et permet ainsi la survie des cellules en empéchant
Paccumulation de peptides toxiques. Elle est aussi impli-
quée dans le maintien de I’homéostasie cellulaire, la gene-
se des peptides antigéniques dans le cadre de la réponse
immunitaire, la régulation d’étapes clés du développement
embryonnaire et du cycle cellulaire. Les bases biologiques
et biochimiques du catabolisme protéique sont encore
peu ou mal connues. Quelques réponses fragmentaires
ont été apportées concernant le nombre de voies catabo-
liques opérant dans une cellule, le nombre de ces voies
agissant sur une meéme protéine, le(s) site(s) de dégrada-
tion des protéines évoluant dans différents compartiments
cellulaires, les motifs reconnus par les systemes protéoly-
tiques et la régulation du processus de dégradation.

I'opposé de ’ADN, qui est naux ou viraux. Elle ne sera pas trai-

stable du point de vue

métabolique, les ARN et

les protéines sont renou-

velés de facon permanen-
te dans la cellule. Si de nombreux tra-
vaux concernent la synthése de ces
deux derniers polymeéres, beaucoup
moins sont consacrés a leur dégrada-
tion. Cependant, comme nous le ver-
rons plus loin, celle-ci est, d’'un point
de vue biologique, tout aussi impor-
tante. Deux grandes catégories de
protéolyse peuvent étre distinguées:
la protéolyse limitée et le catabolisme
protéique. La premiére a en général
pour but la maturation ou I'activation
de précurseurs enzymatiques, hormo-

tée ici, non plus que les dégradations
extracellulaires. En revanche, nous
focaliserons notre attention sur le
catabolisme protéique qui vise a éli-
miner les protéines en les réduisant
en acides aminés.

Dans la premiére partie de cet article,
présentée ici, nous décrirons les prin-
cipales fonctions du catabolisme pro-
téique. Puis, nous aborderons ses
mécanismes intimes et sa comparti-
mentation intracellulaire. Dans la
seconde partie*, nous envisagerons
différents exemples physiologiques
nécessitant la destruction rapide, effi-
cace et réglée de protéines. Nous
dresserons en outre un tableau global
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Tableau |
DEMI-VIE DE DIFFERENTES PROTEINES
Protéines Localisation Demi-vie
principale (heures)
Protéines de maintenance
Acétyl CoA carboxlylase cytosol 48
Arginase cytosol 96
Alanine aminotransférase mitochondrie 18
Catalase peroxysome 60
Cytochrome P450 réticulum endoplasmique 50
Histone noyau > 100
Hémoglobine cytosol > 100
Protéines de régulation
Ornithine D carboxylase cytosol <05
Fructose 1,6-diphosphatase cytosol 0,5
Hydroxymeéthyl-glutaryl-CoA réductase réticulum endoplasmique 2
c-Myc noyau <05
c-Fos noyau <05
p53 noyau <1
Fuji tarazu noyau <0,1

de la genése des peptides antigé-
niques. En raison du caractére frag-
mentaire et parfois conflictuel de la
littérature, nous insisterons, autant
que faire se peut, sur I'incertitude et
la part spéculative de nos connais-
sances. Pour plus d’information, le
lecteur sera préférenticllement ren-
vové a des revues exhaustives sauf
pour les articles originaux les plus
récents. Pour ce qui est des concepts
généraux du domaine, les synthéses
de Doherty et Mayer [1] et Gottes-
man et Maurizi [2] constituent
d’excellentes premiéres lectures.

Les fonctions
de la dégradation
protéique intracellulaire

I est important de souligner en guise
de préambule qu'aucune protéine
intracellulaire n’échappe a la dégra-
dation. Il existe, cependant, une
grande disparité quant a la sensibilité
des unes et des autres vis-a-vis des sys-
temes protéolytiques*. La durée de
vie d'une protéine est, en effet, liée a
sa fonction, sa localisation intracellu-
laire, son état de modification post-
traductionnelle, ainsi qu'aux condi-
tions (stress, carence nutritionnelle,
stimulation hormonale, état de diffé-
renciation....) auxquelles sont soumis
les cellules et les organismes.

La plupart des protéines, du fait de
leur implication dans I'architecture
et la maintenance cellulaires, sont en
fait relativement stables et présentent
une demi-vie de quelques heures a
quelques dizaines d’heures. D’autres,
plus rares, comme les histones asso-
ciées a I'ADN, sont méme extréme-
ment stables puisqu’elles persistent
au travers des générations cellulaires
avec une demi-vie de plusieurs cen-
taines d’heures ou sont particuliere-
ment instables avec une demi-vie de
I'ordre de quelques dizaines de minu-
tes ou de I'heure (voir Tableau I). Ces
derniéres sont, pour I'essentiel, impli-
quées dans des processus de régula-
tion. La connaissance de leur catabo-
lisme est donc importante pour la
compréhension de la biologie des cel-
lules et des organismes.

Les fonctions de la dégradation pro-
téique intracellulaire sont multiples

* On a coutume de distinguer plusieurs classes de
protéases. Les protéinases sont les endoprotéases res-
ponsables de la dégradation des grosses protéines. Ce
sont souvent des complexes supramoléculaires que
l'on distingue des simples protéases ou peptidases qui
clivent les peptides et dont la structure est en géneral
simple. La frontiere entre ces deux catégories est floue.
Les protéases qui dégradent les protéines a partir de
leurs extrémités sont les exopeptidases. Il existe des
carboxypeptidases et des aminopeptidases définies par
leur spécificité d'attaque C- ou N-terminale.
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Renouvellement Protéines
basal exogeénes et
des protéines endogenes

Elimination
des protéines
anormales

Elimination des
constituants
excédentaires
des structures
multimériques

Abondance
tissulaire
des protéines

Dégradation
des protéines

en situation
de carence

Timing
proteins

(figure 1). Elles incluent: (1) le renou-
vellement basal et continu des pro-
téines. Il s'agit d’un processus assez
lent et non spécifique, probablement
nécessaire pour assurer I'élimination
totale des protéines anormales qui
échappent aux systemes protéoly-
tiques normalement spécialisés dans
cette fonction. Ainsi, dans la plupart
des types cellulaires, on peut considé-
rer qu'au moins 1% des protéines
néosynthétisées est dégradé chaque
heure ; (2) I'élimination rapide des
protéines dont la conformation est
altérée par mutation, oxydation,
désamination des chaines latérales,
incorporation d’analogues d’acides
aminés, choc thermique ou encore
par terminaison précoce de la tra-
duction; (8) I'élimination des consti-
tuants excédentaires de structures
multimériques ou supramoléculaires
dont I'accumulation se révélerait
toxique. La situation est bien docu-
mentée dans les cas de I'hémoglobi-
ne et des protéines des ribosomes,
des mitochondries ou du cytosquelet-
te; (4) la production d’énergie et le
renouvellement du stock d’acides
aminés en situation de carence. Ainsi,
in vivo, les protéines hépatiques et
musculaires constituent un réservoir
d’énergie en fournissant des acides
aminés qui peuvent étre oxydés direc-
m/s n°5, vol. 11, mai 95

tement ou convertis en glucose. 11
s'agit d’un processus sous controle
hormonal dans lequel I'insuline joue
un role majeur en retardant le cata-
bolisme protéique. L.’ observation
vaut aussi in vitro. Le renouvellement
basal des protéines est ainsi accéléré
par un facteur 2 a 3 lorsque les cel-
lules en culture sont privées de sérum
ou de certains composés essentiels;
(9) la modulation de I'abondance tis-
sulaire de certaines enzvmes. Par
exemple, les variations de I'abondan-
ce de la lactate déshydrogénase A
dans les différents tissus ne sont pas
liées a des efficacités de synthese plus
ou moins fortes mais résultent exclu-
sivement de vitesses de dégradation
différentes [3] ; (6) la régulation de
I"abondance de protéines dont
I'expression, hors de fenétres tempo-
relles appropriées, serait néfaste,
voire délétere, soit pour les cellules
prises individuellement, soit méme
pour les organismes entiers. Il s'agit,
en général, de régulateurs de la divi-
sion et de la différenciation cellu-
laires extrémement instables. Ces
molécules sont souvent appelées
tming proteins (une appellation plus
rigoureuse serait certainement (imed
timing protein puisque, si elles reglent
temporellement des processus variés,
leur élimination est aussi program-
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Figure 1. Les fonctions de la dégra-
dation intracellulaire. La dégradation
des protéines a quatre grandes fonc-
tions a l'intérieur des cellules: le
ménage de la cellule, la production
des peptides antigéniques, la produc-
tion d’énergie en cas de carence et la
modulation de I’abondance tissulaire
de certaines enzymes.

mée). A titre d'exemples, on peut
mentionner les cyclines [4], qui sont
impliquées dans le controle du cycle
cellulaire, les produits de proto-onco-
genes comme ¢-myc ou ¢-fos, eux aussi
impliqués dans le controle de la pro-
lifération, le produit du géne /Fuji
tarazu (I'tz), impliqué dans le controle
du développement embryonnaire
précoce chez la drosophile ou encore
le phytochrome, impliqué chez les
plantes dans le contrdle de la germi-
nation, du développement des chlo-
roplastes et de la floraison et dont la
dégradation est réglée par la lumie-
re; et (7) la genése des peptides ant-
géniques dont la présentation par les
molécules du complexe majeur d’his-
tocompatibilité régle la réponse
immunitaire.

Les sites de protéolyse
et la compartimentation
intracellulaire

des systemes
protéolytiques

Le site précis de dégradation de la
plupart des protéines est incon-
nu. Apporter une réponse a cette
question est en fait souvent difficile
puisque la protéolyse d'une prot¢ine
donnée est conditionnée a la fois par

sa propre localisation intracellulaire —  s————
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qui peut varier — mais aussi par celle
des systemes protéolytiques auxquels
elle est sensible — qui peut également
varier. A titre d’exemple, on pourra
retenir que des protéases réputées
cytoplasmiques comme les calpaines
(voir plus bas) pénétreraient momen-
tanément dans le noyau en mitose a
la faveur de la dislocation de I'enve-
loppe nucléaire et pourraient ainsi
avoir accés a des cibles inaccessibles
jusque-la. Par ailleurs, certaines pro-
téines évoluent dans plusieurs com-
partiments et peuvent étre dégradées
dans 'un et/ou l'autre. Le cas des
facteurs de transcription est instructif
a cet égard. En raison de I’existence
d’activités protéolytiques nucléaires,
il est plausible que ces molécules
soient dégradées dans le noyau ou
elles assurent leur fonction. Cepen-
dant, la preuve formelle n’en a pas
encore €été apportée. A I'heure actuel-
le, on ne peut donc pas exclure
qu’elles reviennent dans le cytoplas-
me sous une forme modifiée pour y
étre dégradées rapidement. En fait,
in vivo, les seules dégradations de fac-
teurs de transcription clairement
démontrées interviennent dans le
cytoplasme. C’est, par exemple, le cas
de la protéine oncogénique c-Fos
lorsque son transport dans le noyau a
été inhibé [5].

Le catabolisme protéique intracellu-
laire intervient trés majoritairement
dans les lysosomes et le cytosol. Il
semble, cependant, exister une diffé-
rence importante quant aux pro-
téines cibles: les protéines instables
seraient principalement dégradées
dans le cytosol tandis que la plupart
des protéines stables le seraient dans
les lysosomes. Cependant, des activi-
tés protéolytiques ont aussi été carac-
térisées dans les autres comparti-
ments cellulaires. Par exemple, des
complexes protéolytiques de haut
poids moléculaire dont I’activation
dépend de I’ATP ont été identifiés
dans les mitochondries (activité indé-
pendante de 'ubiquitine, voir plus
loin) et le noyau (protéasome, voir
plus loin). En outre, il existe d’autres
protéinases dans ces deux organites.
Le réticulum endoplasmique mérite
une mention particuliére, puisqu’il
est a la fois le siege d’une protéolyse
spécifique et d’une activité catabo-
lique de ménage particuliérement
intenses. D’une part, les séquences
signal hydrophobes des protéines

membranaires et des protéines excré-
tées sont clivées spécifiquement dans
la lumiére puis réduites en acides
aminés. Cette activité peut méme étre
trés forte dans certaines cellules spé-
cialisées dans ’excrétion, comme les
hépatocytes et un certain nombre de
cellules sanguines. D’autre part, des
protéases, non encore caractérisées,
sont probablement impliquées dans
la maturation finale des peptides anti-
géniques présentés par les molécules
du complexe majeur d’histocompati-
bilité de classe 1 (voir plus bas) ainsi
que dans la dégradation des sous-
unités surnuméraires des complexes
hétéromultimériques excrétés ou
membranaires. Cette derniére situa-
tion est bien documentée dans les cas
des immunoglobulines et des récep-
teurs des cellules T (TCR). Il est ainsi
connu depuis longtemps que I’asso-
ciation des chaines lourdes et légéres
d’immunoglobulines s’effectue dans
la lumiére du réticulum endoplas-
mique et, qu’'en absence de chaine
légere, les chaines lourdes se lient a
une protéine de la famille heat-shock,
appelée BiP ou GRP78, qui induit
leur destruction. De facon similaire,
en l'absence d’assemblage fonction-
nel, les sept sous-unités constitutives
des TCR y sont dégradées rapide-
ment [6].

Les systemes
protéolytiques

Mise a part la dégradation lysosomia-
le, les mécanismes intimes du catabo-
lisme protéique sont trés mal com-
pris. Si nous décrivons ci-dessous les
enzymes et les complexes protéoly-
tiques les mieux connus, il faut gar-
der en mémoire que d’autres restent
certainement a découvrir ou tout sim-
plement a caractériser en détail.

La protéolyse lysosomiale

Les lysosomes constituent une famille
de vésicules cytoplasmiques mono-
membranaires dont le pH interne est
acide (4,5 a 5,5) [7]. Ils assurent la
destruction de tous les types de macro-
molécules récupérées a partir des
milieux intra- et extracellulaires [8].
Ils contiennent pour ce faire une gran-
de variété d’hydrolases. La dégrada-
tion efficace des protéines y est per-
mise grace a I’action complémentaire
de deux types de protéases: des endo-
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Figure 2. La dégradation lysosomiale. A. Les mécanismes de la dégradation lysosomiale. La dégradation lysosomia-
le peut étre mise en route par quatre voies. (1) Le ciblage sélectif des protéines grdce & un motif relié a la séquence
KFERQ (soit, Lys-Phe-Glu-Arg-Glin) ; il intervient surtout en période de carence nutritionnelle. (2) La macroautopha-
gie: une portion entiere du cytop/asme est enveloppée par une double membrane correspondant a une projection
du réticulum endoplasmique pour former une vésicule fermée, I'autophagosome, qui fusionne avec un lysosome. La
membrane de I'autophagosome puis son contenu sont dégradés successivement. (3) La microautophagie: des corps
multivésiculaires d’origine endosomique s’‘invaginent pour internaliser des protéines ou des agrégats de protéines.
La fusion avec les lysosomes intervient en général quand un nombre suffisant de vésicules s’est formé dans le corps
multivésiculaire. Il n‘est pas exclu que les protéines internalisées le soient de fagon plus ou moins spécifique.
(4) L’hétérophagie : des particules extracellulaires sont internalisées par formation de vésicules au niveau de la mem-
brane cellulaire. Les hétérophagosomes migrent souvent vers le noyau en périphérie duquel sont situés de nombreux
lysosomes et fusionnent avec ces derniers pour former des hétérophagosomes. B. Quelques protéases lysosomiales :
les enzymes lysosomiales ont, d’'une maniére générale, un pH d’activité optimale situé aux alentours de 5 et sont peu
ou pas actives a pH neutre. Cela protége |a cellule, soit au cours de la synthése de ces protéines, soit en cas de mau-
vaise localisation. La plupart des cathepsines sont des endoprotéases. Certaines ont cependant aussi une activité exo-
peptidase. Il existe, de plus, des peptidases qui réduisent les oligopeptides en acides aminés.

protéases, appelées cathepsines, qui
fragmentent leurs substrats, et des
exopeptidases qui éliminent de facon
récurrente les acides aminés C- et N-
terminaux (respectivement, les car-
boxy- et aminopeptidases. Il est a
noter que certaines cathepsines ont
aussi une activité exopeptidase) (figu-
re 2B).

L’entrée des protéines dans les lyso-
somes s’effectue par trois méca-
nismes différents: 1’autophagie,
I’hétérophagie et le ciblage sélectif
(figure 2A).

m/s n°5, vol. Il, mai 95

L’autophagie

Il s’agit d’'un mécanisme peu ou pas
sélectif qui permet la dégradation de
toutes les protéines cytoplasmiques,
quelle qu’en soit la nature. On dis-
tingue en fait deux types d’autophagie
qui peuvent intervenir de facon
concomitante et que I’on peut obser-
ver en microscopie électronique, la
imacro- et la microautophagie. La
macroautophagie consiste en I’enrou-
lement de la membrane du réticulum
endoplasmique autour de portions
importantes du cytoplasme (pouvant

contenir des organites entiers) suivi
de la fusion des vésicules produites
avec les lysosomes. L’activité macro-
autophagique varie énormément
d’une cellule a 'autre et suivant les
conditions physiologiques. Elle per-
met de dégrader en moyenne 1 % des
protéines cellulaires par heure dans
les différents types cellulaires. Mais
elle peut étre stimulée jusqu'a 5 % a
10% en situation de carence comme
dans les hépatocytes en culture privés
d’acides aminés. La microautophagie
est difficile a quantifier précisément.
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Tableau Il
LE CIBLAGE LYSOSOMIAL SELECTIF

Protéines Séquence

Protéine dont la dégradation
est accélérée en situation
de carence

RNase A KFERQ ou QREFK

Autres protéines

(+[]- +Q ou Q [1+ -[]+) Glycogeéne synthase

RNAse A(¥)

Aspartate aminotransférase (*)
Pyruvate kinase (*)

Chaine B de I'hémoglobine
Phosphofructokinase
Glycogéne phosphorylase

Acétyl coenzyme A carboxylase

Le peptide KFERQ a initialement été identifie dans la RNase A pour sa capacitée, en situation de ca-
rence, de cibler cette derniére dans le lysosome. Des motifs proches ont été identifiés, sur la méme
base fonctionnelle, dans d’autres protéines. Un double motif consensus a été défini ot les acides
aminés sont ici représentés par des symboles: + =Kou R ;{]=F, I, V,L;-=D ou E.

Les protéines marquées par (*) sont celles pour lesquelles I'association a la protéine de choc ther-

mique Pr73 est connue.

Code des acides aminés a une lettre: D: Asp, E: Glu; F: Phe; I: lle; K: Lys; L: Leu; Q: GIn; R: Arg;

V: Val.

Elle constitue probablement le mode
principal de fourniture de protéines
aux lysosomes dans les cellules cor-
rectement nourries: des structures
multivésiculaires visibles en micros-
copie électronique, probablement
reliées aux endosomes, s'invaginent
pour internaliser de petites fractions
de cvtoplasme avant de fusionner
avec les lysosomes.

L’hétérophagie

[.’hétérophagie correspond a la
dégradation des protéines qui ont
pénétré dans les cellules par pinocy-
tose, phagocvtose ou endocvtose
relavée par des récepteurs membra-
naires. Il s’agit de I'action lysosomiale
la plus conmue: les structures mem-
branaires endosomiques (hétéropha-
gosomes) fusionnent avec les lyso-
somes. Ce processus est important
dans de nombreuses situations biolo-
giques. Celles-ci incluent la simple
nutrition cellulaire mais aussi 'action
de certains facteurs de croissance et
des fonctions spécialisées comme la
réponse inflammatoire (neutrophiles
polymorphes) et la réponse immuni-
taire (cellules présentatrices d’anti-
genes).

Le ciblage lysosomial

Le ciblage lvsosomial correspond a
I'entrée sélective de protéines dans
les lysosomes a partir du cytoplasme.
Cette activité est stimulée par la
carence nutritionnelle prolongée.
Les protéines concernées voient leur

demi-vie réduite par un facteur 2a 5
et sont caractérisées par un motif spé-
cifique biochimiquement relié a la
séquence KFERQ (Tableau IT) [9, 10].
Il semble qu'un membre (Prp 73) de
la famille des protéines de choc ther-
mique HSP70 [11] soit impliqué
dans la reconnaissance de ce motif.
En effet, sa concentration augmente
en réponse aux carences ainsi que
son association aux protéines dont le
catabolisme est accéléré.

Les calpaines

Les calpaines sont deux isoenzymes
présentant peu de diftérence de spé-
cificité et dont I'activité intrinseque
est dépendante du calcium mais indé-
pendante de 'ATP [12, 13]. Elles
appartiennent a une famille multigé-
nique plus large dont certains mem-
bres, encore mal caractérisés sur le
plan biochimique, seraient nucléaires
et/ou a localisation tissulaire restrein-
te [14] et dont la spécificité de sub-
strat est probablement différente.
Elles peuvent représenter jusqu’a 1 %
des protéines cellulaires solubles.
Elles sont essentiellement cytoplas-
miques et sont trouvées a la fois dans
le cytosol et associées aux membranes.
II semble, cependant, qu’elles puis-
sent pénétrer transitoirement dans le
noyau, soit a la faveur de la mitose
comme nous 'avons déja mentionné,
soit, peut-étre, a la faveur de stimuli
extracellulaires particuliers. Ce sont
des endoprotéases qui clivent de
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Figure 3. Le protéasome 20S et les protéinases 26S. Le protéasome 20S, ou
complexe protéasique multicatalytique, est une sous-unité constitutrice de
protéinases plus complexes. Il dégrade les petites protéines et les peptides.
En microscopie électronique, il apparait comme un cylindre creux constitué
de quatre anneaux. Les sites protéolytiques sont situés a l’intérieur du
cylindre. Les protéines constitutives sont de petit poids moléculaire (21 a 35
K) et sont pour cette raison appelées Imp (low molecular weight proteins +
numeéro). Un certain nombre d’entre elles ont déja été caractérisées dans plu-
sieurs especes. La particule 20S peut s’associer & d’autres composants dont
la nature varie suivant le tissu et, peut-étre, les conditions physiologiques,
pour former des protéinases 26S dont I'activité est réglée. Ainsi, dans le réti-
culocyte de lapin, le protéasome 20S peut s’associer a deux autres structures
supramoléculaires, CF1 (600 kDa) et CF2 (250 kDa) qui modulent sa fonction
et lui permettent de dégrader des grosses protéines éventuellement multi-
ubiquitinylées. CF1 et CF2 nécessitent de I’énergie pour agir. Dans le muscle
squelettique, le protéasome 20S peut s’associer a un autre complexe protéo-
lytique, la multipaine (500 kDa). La structure ainsi formée (mégapaine) fonc-
tionne de maniere synergique pour détruire des protéines multi-ubiquitiny-
lées ou non.

facon mesurée un nombre limité de
substrats. Cela suggere qu’elles sont
des agents de régulation dont la fonc-
tion est de mettre en route le catabo-
lisme de protéines spécifiques ou
encore d’activer la fonction de cer-
taines proenzymes comme c’est le cas
pour la protéine kinase C. Un certain
nombre de cibles ont été identifiées
in vitro mais la démonstration que les
mémes protéolyses interviennent in
vivo fait en général défaut. Les cibles
connues sont essentiellement cyto-
plasmiques, comme certains consti-
tuants du squelette membranaire
(fodrine), des filaments intermé-
diaires (vimentine, desmine, cytokéra-
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tine, protéines neurofilamentaires).
D’autres sont aussi a localisation
nucléaire, comme certains compo-
sants de la matrice nucléaire [15] ou
certains facteurs de transcription.
Dans cette situation, la dégradation
cytoplasmique par les calpaines pour-
rait compléter efficacement la répres-
sion de certains génes en limitant le
nombre de molécules intactes pou-
vant étre transportées dans le noyau.
Cela semble étre le cas pour le proto-
oncogeéne c-Fos [5, 16, 17].

La protéolyse par les calpaines peut
étre réglée au niveau des enzymes
elles-mémes ou des substrats. Ainsi,
I'activation des calpaines est induite

par certains phospholipides membra-
naires et par 'influx de calcium. Leur
répression peut étre obtenue par un
inhibiteur protéique endogéne: la
calpastatine. L’action de la calpastati-
ne est, elle-méme, activée par le cal-
cium, ce qui implique I’existence
d’'une boucle d’autorégulation extre-
mement sensible @ la concentration
de calcium. A I’opposé, la susceptibili-
té des substrats peut étre modulée par
des phénoménes de modification
post-traductionnelle ou par associa-
tion a certaines autres molécules. A
titre d’exemple, la phosphorylation
des protéines neurofilamentaires inhi-
be leur clivage par les calpaines.

Le protéasome

Le protéasome 20S (encore appelé
complexe protéasique multicatalytique
ou macropaine) est une particule
cylindrique de 700 kDa composée
d’environ 25protéines différentes. Il
représente environ 1 % des protéines
cellulaires et est supposé constituer la
principale machinerie protéolytique
intracellulaire non lysosomiale. Cinq
activités protéolytiques différentes y
ont déja été caractérisées. Il existe
probablement plusieurs isoformes de
protéasome. La répartition du pro-
téasome 20S (et peut-étre de ses
isoformes) entre le noyau et le cyto-
plasme varie suivant les conditions
physiologiques et le tissu. De facon
indépendante de I'ATP, il est capable
d’hydrolyser des peptides ou des
petites protéines in vitro (18, 19].
Dans la cellule, le protéasome 20S
s’associe a d’autres structures supra-
moléculaires pour former ce que I’on
appelle encore souvent le protéaso-
me 26S. Ces structures additionnelles
sont de nature variée. Elles apportent
la spécificité de substrat ainsi que la
capacité de détruire les grosses pro-
téines. Du fait de leur multiplicité, le
label protéasome 26S est devenu
impropre. Il est maintenant recom-
mandé de parler de protéinases 26S
ou de complexes protéolytiques mul-
ticatalytiques 26S.

Les structures additionnelles posse-
dent parfois une activité protéoly-
tique intrinséque (figure 3). Un pre-
mier exemple est celui de la
multipaine qui est une protéinase de
500 kDa du muscle squelettique agis-
sant de facon synergique avec le pro-

téasome 20S. Le second, mieux docu- s
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Figure 4. Le cycle de l'ubiquitine. Les protéines sont conjuguées a l'ubiquitine par une voie multi-étape faisant inter-
venir I’ATP et nécessitant I'action séquentielle de I'enzyme d’activation (E1), d’enzymes de conjugaison ou de protéines
porteuses (E2) et dans certains cas de ligases (E3). Dans la phase initiale, I'ubiquitine est activée par E1 en deux temps.
Premiérement, une liaison acyl-phosphoanhydre entre la partie AMP de I’ATP et la glycine terminale (Gly™) de I'ubi-
quitine est formée. Ensuite, une liaison a forte énergie entre Gly’® et I'unique cystéine de E1 est formée avec relarga-
ge concomitant d’AMP. Chaque étape implique la consommation d’ATP. Le transfert intramoléculaire n’est, a notre
connaissance, pas complétement compris : il est vraisemblable que la premiére ubiquitine est liée a4 E1 grace a un pont
AMP; cette ubiquitine est ensuite transférée sur une cystéine gréce a la formation d’une liaison thio-ester riche en éner-
gie cependant qu’une nouvelle ubiquitine se fixe sur le site précédemment occupé, toujours par un pont AMP. Dans la
seconde réaction, I'ubiquitine est transférée par trans-estérification a une cystéine spécifique de E2, cependant que E1-
AMP-Ub est utilisée pour un nouveau cycle d’activation. E2 constitue en fait une famille de protéines aux fonctions mul-
tiples. Dans certaines situations, E2 lie directement I'ubiquitine a une lysine de la protéine cible (liaison isopeptidique
entre I'amine € de la lysine et le C-terminal de I'ubiquitine). Dans d’autres situations, E2 agit de concert avec des pro-
téines E3 qui sélectionnent les substrats. E3 représente une classe de protéines dont les fonctions de reconnaissance
et de couplage de chacun des membres semblent spécifiques de substrat. Il est important de souligner que I'ubiquiti-
ne n’est pas forcément ajoutée de fagon récurrente aux protéines multi-ubiquitinylées. Des chaines préformées peu-

vent aussi étre directement couplées. L'importance relative de ces deux mécanismes de transfert n’est pas connue.

menté, est celui de la protéinase 26S
du réticulocyte de lapin qui semble
spécialisée dans la dégradation de la
plupart des protéines non spécifiques
de la lignée rouge lors de la matura-
tion érythrocytaire (figure 3). Le pro-
téasome 20S y est associé a deux
autres composants, CF1 et CF2, dont
les fonctions biochimiques sont com-
plexes et non encore complétement
élucidées. Il se dégage de la littératu-
re qu'en absence de CF1 (600 kDa),
CF2 (250 kDa) a un role inhibiteur
sur la dégradation par le protéasome
20S. En revanche, associé a CFl en
présence d’ATP, CF2 contribue acti-
vement a la dégradation des substrats.
Enfin, en absence d’ATP, CF1 favori-
se la dissociation de CF2 du protéasome
20S [20]. L’ensemble de ces observa-
mmssm— tions suggére que la mégapaine est
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probablement une structure dynami-
que in vivo (m/s n° 11, vol. 10, p. 1173).
II a été regullerement propose que
les protéinases 26S soient unique-
ment responsables de la dégradation
des protéines multi-ubiquitinylées
(voir plus loin; d’ou I’autre nom
d’UCDEN pour ubiquitin-conjugate
degrading enzyme). En fait, on sait
maintenant qu’elles sont aussi capa-
bles de dégrader des substrats comme
I'ornithine décarboxylase qui ne sont
pas ubiquitinylés [21], ou encore la
protéine c-Jun in vitro [22].

Ubiquitinylation
et dégradation des protéines

L’ubiquitine est une petite protéine
ubiquitaire de 76 acides aminés, par-
ticuliérement stable, associée a de

nombreuses fonctions intracellulaires
(m/s n°5, vol. 2, p. 283) [23, 24].
Celles-ci incluent la régulation du
cycle cellulaire, la biosynthése d’orga-
nites et des ribosomes, le trafic pro-
téique, la transduction des signaux
extracellulaires, ’expression de cer-
tains genes, la réponse au stress et la
dégradation des protéines.

L’ubiquitine est trouvée associée a de
nombreuses protéines, soit sous for-
me de monomeére, soit sous forme de
chaines pouvant atteindre 20 résidus.
La conjugaison s’effectue par I'inter-
médiaire de la glycine C-terminale
qui forme une liaison isopeptidique
avec le &-NH, d’une lysine du substrat
(Lys 48 dans le cas de 'autopolyméri-
sation). En premiére approximation,
on peut admettre que la multi-ubi-
quitinylation (sur une ou plusieurs
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lysines) oriente les protéines vers la
dégradation par des complexes enzy-
matiques comme la protéinase 26S de
réticulocyte de lapin. En revanche, la
mono-ubiquitinylation semble plutét
associée aux autres fonctions de I'ubi-
quitine. Ainsi, les histones H2A et
H2B ainsi que I'actine sont mono-ubi-
quitinylées et présentent une grande
stabilité (m/s n°4, vol. 5, p. 202). 1l est
par ailleurs important de souligner
que : (1) la multi-ubiquitinylation
n’est pas requise pour le catabolisme
de beaucoup de protéines et (2) les
réactions enzymatiques dépendantes
de la voie ubiquitine ont surtout été
€élucidées en utilisant des protéines
endommagées ou dénaturées. Peu de
substrats physiologiques ont, en fait,
été identifiés a ce jour. Parmi ceux-ci,
on peut noter le phytochrome, le
facteur transcriptionnel de levure
MATa2, la cycline B et la proto-onco-
protéine Mos [25, 26].

Une série de réactions complexes,
schématisées sur la figure 4, est néces-
saire pour activer puis conjuger 1'ubi-
quitine a son substrat. De facon sim-
plifiée, 'ubiquitine est activée par
couplage a une enzyme spécifique,
El (ubiquitin-activating enzyme), au tra-
vers de la formation d’une liaison
thiol-ester impliquant 1’hydrolyse
d’ATP. L'ubiquitine est ensuite trans-
férée de El a une protéine «porteu-
se » E2 (ou UBC pour ubiquitin-car-
rier protein ou ubiquitin-conjugating
enzyme suivant la fonction). E2 néces-
site souvent, mais pas toujours, I'inter-
vention d’une troisi¢eme enzyme, E3,
pour la reconnaissance et la conju-
gaison effective au substrat final. E2
définit, en fait, une famille d’enzymes
présentant une diversité a la fois
structurale et fonctionnelle. Les diffé-
rents membres montrent, en effet,
niveau de la mono- et de la poly-ubi-
quitinylation et au niveau du choix
des substrats. Certains sont mémes
capables d’assurer le couplage de
I'ubiquitine aux substrats ou a elle-
méme. Comme E2, E3 définit une
famille multigénique dont les mem-
bres sont spécialisés. Lorsque la pro-
téine a marquer est reconnue par E3
au niveau de son acide aminé N-ter-
minal, on parle de N-recognine (voir
plus bas). Lorsqu’un autre motif est
reconnu, on parle en général d’ubi-
quitine-protéine ligase. On a long-
temps supposé que la multi-ubi-
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quitinylation intervenait par ajout
séquentiel d’ubiquitine sur les sub-
strats. Il vient, cependant, d’étre
montré que I'ajout de chaines préfor-
mées sur des protéines est possible
pour cibler la dégradation [27]. Ces
données renforcent I’observation
préalable que certaines protéines E2
sont capables de former des chaines
d’ubiquitine libres chez les animaux
et les plantes.

L'ubiquitine n’est pas dégradée en
méme temps que les substrats dont
elle déclenche le catabolisme. Elle est
recyclée grace a des ubiquitine hydro-
lases capables de rompre la liaison
isopeptidique C-terminale. Certaines
de ces enzymes ont été localisées dans
les sous-unités régulatrices des protéi-
nases 26S. En revanche, il n’est pas
établi si le recyclage direct des poly-
meres d’ubiquitine est possible ou
non.

Les signaux marquant
des protéines
pour la dégradation

La maniére dont les systémes protéo-
lytiques sélectionnent leurs substrats
et épargnent les autres protéines cel-
lulaires reste une question clé du
catabolisme protéique. Pour les
protéines dont la dégradation rapide
est génétiquement programmée, la
situation parait simple : elles posséde-
raient des motifs peptidiques spéci-
fiques (dégrons) reconnus effica-
cement par les protéinases. Pour ce
qui est des protéines stables, la situa-
tion est plus complexe. Comme nous
I’avons déja mentionné, ces derniéres
peuvent étre détruites extrémement
rapidement si elles présentent une
configuration atypique ou ne sont pas
associées a certains partenaires. Au
moins deux scénarios peuvent étre
envisagés pour expliquer leur dégra-
dation rapide. Le premier suppose
qu’elles possédent aussi des dégrons,
mais que ceux-ci, enfouis dans la
structure en condition normale, peu-
vent étre exposés aux systémes pro-
téolytiques en condition anormale.
Outre I’explication qu’elle fournit
pour expliquer la dégradation des
protéines stables, cette hypothése est
en accord avec I'observation que cer-
taines protéines, connues pour étre
instables dans certaines situations
physiologiques, ne le sont pas dans
d’autres. Le second scénario invoque

I'existence de protéines spécialisées
dans la reconnaissance des protéines
dénaturées dont la fonction serait
d’apporter en trans la capacité d’étre
dégradée (conjugaison de chaines
d’ubiquitine, par exemple).

Nous présentons ci-dessous les motifs
d’instabilité les mieux documentés. I1
estimportant de souligner que, d’une
part, leur importance biologique
reste encore a démontrer et que,
d’autre part, de nouveaux dégrons
sont encore a découvrir (probable-
ment les plus importants!). Enfin, il
faut aussi garder en mémoire qu’un
signal de reconnaissance n’est pas
forcément un site de coupure privilé-

gié.
Les séquences PEST

Grace a une analyse informatique,
Rogers et al. [28] ont noté que les
protéines métaboliquement instables
sont généralement marquées par des
séquences peptidiques particulieres,
rarement présentes dans les pro-
téines stables. Ces motifs, appelés
PEST carriches en proline (P), acide
glutamique (E), acide aspartique
(D), sérine (S) et thréonine (T), sont
bordés par des régions basiques. Leur
longueur est tres variable (10 a 100
acides aminés) ainsi que leur nombre
(jusqu’a 3 ou 4 par protéine). Les
arguments expérimentaux en faveur
de I'hypotheése de leur implication
dans la dégradation des protéines
instables sont encore trés fragmen-
taires. Il a, en outre, été spéculé que
les motifs PEST pourraient constituer
des sites de coupure privilégiés pour
les calpaines. En effet, la phosphory-
lation des sérines et thréonines ainsi
que la présence de glutamate pour-
raient créer localement une forte
charge négative permettant la fixa-
tion du calcium par interaction élec-
trostatique, permettant ainsi la pré-
sentation directe par le substrat du
cofacteur a I'enzyme. Toutefois, des
expériences récentes de mutagenése
dirigée de la proto-oncoprotéine c-
Fos effectuées par notre groupe ont
montré qu’il n’en était rien [29].

La N-end rule et la voie ubiquitine
La régle de I'acide aminé N-terminal

ou N-end rule [30] a initialement été
énoncée par Bachmair et al. en 1986

[31] et a, depuis, recu des confirma- —
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. . . L. A Acides aminés FLWYRKHINQDECASTGVPM
Figure 5. La regle de I'acide aminé N-

terminal. A. Comparaison des régles Ecoi @0@@AAOOOOCOOOOOOOO?0
R e S. cerevisiac 8000000 0®++AA0O0000000
bactéries et les eucaryotes. La regle

du N-terminal a été déduite a partir Réticulocyte de lapn 0 0000000 ++AAAGOOOOOOO
de protéines modéles modifiées par

mutagenese. Le seul substrat physio- O Acides aminés stabilisants

logique identifié y obéissant chez les @ Acides aminés déstabilisants primaires
eucaryotes est /’ABN polymér. ase_du A Acides aminés déstabilisants secondaires
virus ‘S/ndb/s. La regle du N-terminal B + Acides aminés déstabilisants tertiaires
n’‘a rien d’absolu. Elle ne concerne —

pas toutes les protéines instables. De Reconnaissance en cis
plus, elle varie suivant I’organisme et
méme le type cellulaire considéré.
Ainsi, un acide aminé N-terminal
déstabilisant dans le réticulocyte
peut ne pas l’‘étre dans le muscle.
(D’apres [29]). B. Modéle de recon-
naissance du N-dégron. Le N-dégron
est composé d’un acide aminé N-ter-
minal déstabilisateur et d’une lysine
proche, compétente pour l'ubiquiti-
nylation. L’acide aminé déstabilisa-
teur serait reconnu par une enzyme
E3 du systéme d’ubiquitinylation,
appelée dans ce cas N-recognine et
la lysine par une enzyme de conju-
gaison E2 interagissant avec E3. Les
deux motifs peuvent étre présents
sur la méme molécule (reconnaissan-
ce cis). lls peuvent aussi étre portés

I—> Dégradation

5 by Dégradation
par deux molécules associées (recon-
naissance trans). C. Acides aminés
déstabilisant primaires, secondaires c Acides aminés Acides aminés Acides aminés
et tertiaires. La notion d'acides ami- déstabilisants déstabilisants déstabilisants
nés primaires, secondaires et ter- tertiaires secondaires primaires

tiaires dérive d’études biochimiques
et génétiques conduites chez la levu-
re. Arg, Lys, His, Leu, Phe, Tyr, lle et
Trp sont des acides aminés déstabili-
sant primaires car il sont directement
reconnus par une N-recognine. Asp .
et Glu sont des acides aminés dits (Arg, His, Phe, Lys,
secondaires car une Arg peut y étre Leu, Tyr, lle, Trp)
transférée par une arginine transféra-
se (gene ATE1 chez la levure) et ainsi
permettre la constitution d’un N-
dégron efficace. Asn et GIn sont des
acides aminés déstabilisant tertiaires
car ils peuvent étre désaminés grace
4 une désamidase spécifique (gene
DEA1 chez la levure) et donner ainsi
Asp et Glu sur lesquels Ate 1 peut
coupler une Arg.

Asn ——p» Asp —p Arg-Asp

Gn ———» Glu ——» Arg-Glu

*Code a une leltre des acides aminés: A: Ala;

C:Cys; B: Asp; E: Glu; F: Phe; G: Gly; H: His;

I:1le; K: Lys; L: Leu; M: Met; N: Asn; P: Pro;

Q: Gln; R: Arg; S: Ser; T: Thr; V: Val; W: Trp;

Y Tyr. : MBI :
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tions génétiques et biochimiques par
différents groupes. Elle stipule que le
signal pour I'une des voies de dégra-
dation faisant intervenir I'ubiquitine
est: (1) la présence d’un acide aminé
déstabilisateur a I’extrémité N-termi-
nale du substrat et (2) la proximité
d’une lysine permettant la conjugai-
son de l'ubiquitine. L’ensemble
forme le N-dégron. Trois classes
d’acides aminés N-terminaux ont été
définies en fonction de leur potentiel
déstabilisateur (voir figure 5A). 11 est
important de souligner que les deux
éléments du N-dégron peuvent étre
reconnus, soit portés par la méme
molécule (on parle de reconnaissan-
ce en cis), soit portés par deux molé-
cules associées étroitement (on parle
alors de reconnaissance en trans ; voir
plus bas) (figure 5B). Enfin, comme les
protéines peuvent étre modifiées en
position N-terminale, on distingue
trois sous-classes dans la classe des
acides aminés déstabilisateurs (figure
50).

Bien que les modéles expérimentaux
testés (protéines chimeéres ou généti-
quement modifiées) soient suggestifs,
la réelle application de cette régle in
vivo a des substrats physiologiques est
loin d’étre certaine. A I’appui de
cette remarque, on peut rappeller
que : (1) le retrait de la méthionine
initiatrice des protéines néosynthéti-
sées s’effectue plutot mal et n’est effi-
cace que lorsque le second acide
aminé est, soit petit, soit hydrophile,
c’est-a-dire stabilisateur ; (2) 75% a
80 % des protéines cytosoliques sont
bloquées par modification N-termina-
le (acétylation, formylation, myristyla-
tion...) et (3) les mutants de la voie N-
terminale ne sont pas létaux chez la
levure. Une hypothése intéressante
quant a I'utilisation de la N-end rule
est fondée sur I'observation que la
plupart des protéines cytosoliques
connues présentent un acide aminé
N-terminal stabilisateur tandis que la
plupart des protéines compartimen-
tées ou excrétées en présentent un
déstabilisateur. La N-end rule pourrait
donc concerner essentiellement Iéli-
mination des protéines retrouvées
dans le cytosol en raison d’une mau-
vaise compartimentation.

Les boites de destruction

Les cyclines forment une famille de
protéines clés pour le contrdle du
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cycle cellulaire. Elles sont dégradées
rapidement selon une voie qui dépend
de I’ATP et fait intervenir 1'ubiquiti-
ne. La mutageneése de délétion et la
construction de protéines chiméres
ont permis d’identifier un motif pep-
tidique (RAALGNISN*) responsable
de l'instabilité de la cycline B de
xénope [32]. La comparaison des dif-
férentes cyclines a ensuite permis de
dégager une boite de destruction
consensus (RXXLXXIXN#*). Ce motif
est méme retrouvé sous une forme
approchante dans le facteur de
conjugaison de levure MATa2 qui est
aussi une protéine a renouvellement
rapide. La base biochimique de son
action est encore inconnue. Il a été
proposé qu’il favorise I'interaction
avec I'une des protéines E2 ou E3 du
cycle de I'ubiquitine pour permettre
la multi-ubiquitinylation de lysines
proches dans un contexte trés diffé-
rent de celui de la N-end rule.

L’apport d’un signal
de dégradation en trans

Les signaux de dégradation mention-
nés ci-dessus I’ont été dans le cadre
d’une action en cis. Il est fort possible
qu’il puissent aussi fonctionner en
trans au travers de I’association de
protéines. Ainsi, soit une protéine
instable peut en entrainer une autre
dans sa dégradation, soit encore un
dégron peut étre constitué par la
mise en proximité de deux motifs
portés individuellement par chacune
des protéines (figure 5C). La derniére
hypothese a été testée expérimentale-
ment par Johnson et al. [33]. Dans un
systéme artificiel de dégradation utili-
sant comme substrat le tétramére de
B-galactosidase de E. coli chez la levu-
re, ces auteurs ont montré que les
deux composants du N-dégron (acide
aminé N-terminal déstabilisateur et
lysine ubiquitinylable) peuvent étre
apportés par des sous-unités diffé-
rentes. Pour ce qui concerne la pre-
miére hypothése, Papavassiliou et al.
[34] ont montré dans un systéme de
dégradation in vitro que la proto-
oncoprotéine c-Jun phosphorylée de

* Code a une lettre des acides aminés: A: Ala; C:
Cys; D: Asp; E2: Glu; F: Phe; G: Gly; H: His; I:
Ie; K: Lys; L: Leu; M: Met; N: Asn; P: Pro; Q
Gln; R: Arg; S: Ser; T: Thr; V: Val; W: Trp; Y:
Tyr.

facon appropriée peut déclencher la
dégradation rapide de son partenaire
c-Fos au sein du complexe transcrip-
tionnel AP-1. Un scénario compa-
rable concerne la protéine oncosup-
pressive pb53 (wvoir partie II dans le
prochain numéro de m/s n°6, vol. 11,
Juin 1995).

Le réle de I'ATP
dans la dégradation
protéique

La dégradation de la plupart des pro-
téines instables nécessite de I'énergie.
Il faut néanmoins souligner que 30 a
50 fois plus d’ATP sont nécessaires a
la synthése d’'une protéine qu’a sa
réduction en acides aminés. Le role
de ’'ATP est encore mal défini. Tou-
tefois, deux points importants sont a
retenir : ’hydrolyse de la liaison pep-
tidique est favorisée au plan thermo-
dynamique et la plupart des enzymes
protéolytiques sont intrinséquement
indépendantes de I’ATP. On doit donc
admettre que la dépense d’énergie
est associée a l'activation du proces-
sus protéolytique et non a I’acte cata-
lytique méme.

La stimulation dépendante de I’ATP
de la dégradation protéique peut étre
obtenue de différentes manieéres: (1)
par activation des enzymes protéoly-
tiques elles-mémes, soit par modifica-
tion post-traductionnelle, soit par
dissociation d’avec un inhibiteur
endogéne ; (2) par réglage de la
sélectivité du processus, en modifiant
le substrat (la modification la mieux
documentée est 1’'ubiquitinylation,
mais les phosphorylations peuvent
aussi étre impliquées) et (3) par le
controle de la présentation du sub-
strat a l'intérieur du complexe pro-
téolytique. Dans ce dernier cas, 'ATP
peut étre utilisé, soit pour augmenter
la précision et le nombre des inte-
ractions physiques enzyme-substrat,
soit pour déstructurer la protéine a
dégrader et rendre ainsi les liaisons
peptidiques plus accessibles. Ce scé-
nario a été détaillé dans le cas des
protéases bactériennes dépendantes
de I’ATP Lon et Clp (voir [2]).

En guise
de conclusion

Les fonctions du catabolisme protéi-
que intracellulaire sont nombreuses
et les processus de reconnaissance et

733



734

de dégradation sont complexes. Il est
vraisemblable que, seule, une frac-
tion mineure des voies de protéolyse
a été identifiée a I'’heure actuelle. La
régulation des mécanismes impliqués
est en général mal comprise. Le
domaine de la dégradation intracel-
lulaire des protéines constitue de ce
fait un domaine d’investigation ou
I’essentiel reste donc a découvrir B
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Summary

Protein degradation: a major intracellular function. Part I: mechanisms of

protein degradation

Although often neglected, protein
degradation is a major intracellular
function which, on the one hand, is
responsible for housekeeping of the
cell and, on the other hand, plays a
major role in the regulation of impor-
tant cellular functions. Among those,
one can mention the control of cell
homeostasis, the production of anti-
genic peptides and the regulation of
key steps of embryo development
and of the cell cycle. Biological and
biochemical bases of protein catabo-
lism are not, or hardly, elucidated.
Even in the best studied cases, only
sparse information is available regar-

ding the number of catabolic path-
ways operating within a cell, the
number of these pathways operating
on a single protein, the site(s) of
degration of proteins shuttling bet-
ween two intracellular compart-
ments, the motifs recognized by pro-
teolytic systems and the regulation
of the degradation process. The first
part of this review aims at summari-
zing our current knowledge on
intracellular proteolytic systems and
their mode of action whereas the
second part will address the regula-
tion of protein turnover and genesis
of antigenic peptides.
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