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Dégradation protéasomique
de Pax3 dans les cellules
progénitrices musculaires

Une ubiquitine fait ’affaire !
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>Pax 3 et Pax 7,

acteurs essentiels de la myogenése
Pax3 est un facteur de transcription
essentiel a la myogenése, processus de
formation du muscle squelettique, pen-
dant le développement embryonnaire
[1]. Pax3 permet également I’expression
de c-Met, un récepteur a activité tyrosine
kinase impliqué dans la délamination et
la migration des cellules progénitrices
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Pax3 et la forte capacité proliférative des
cellules qui Iexpriment caractérise les
tumeurs comportant des caractéristiques
musculaires (rhabdomyosarcomes) [8].
Une abondante littérature suggere que la
myogenese embryonnaire et la myogenése
adulte dépendent de I"expression coordon-

née, aussi bien temporelle que spatiale, de
Pax3 et de Pax7. Alors qu’une attention
considérable s’est portée sur I’étude de la
régulation transcriptionnelle de Pax3 et de
Pax7, aucune étude ne s’est intéressée a
la régulation post-traductionnelle de ces
facteurs de transcription.
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montré que Pax3 et son homologue Pax7
sont exprimés par une population de pré-
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curseurs qui donne naissance aux cellules
souches musculaires adultes position-

Fibre du muscle
squelettique

nées sous la lame basale des myofibres et

appelées cellules satellites [2-5]. Le rdle
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Cellules
essentiel de Pax3 et Pax7 dans la spé- satellites
cification myogénique est aussi prouvé ARNm Pax3
par I’observation que les cellules qui
n’expriment plus Pax3 ou Pax7 meurent
ou changent de lignage cellulaire [3].
De plus, a I'dge adulte, alors que Pax7 Protéine Pax7
continue a étre exprimé dans les cellules

satellites quiescentes, Pax3 ne semble Protéine MyoD

présent que dans les cellules satellites de
certains muscles [1].

Protéine Desmine

Dans le muscle adulte, en réponse a une
Iésion, les cellules satellites quiescentes
sont activées et deviennent des cellules  Figure 1. Représentation schématique de la myogenése dans le muscle adulte. Lorsqu’une fibre musculaire
progénitrices intermédiaires qui donnent  estlésée, les cellules souches du muscle squelettique (ou cellules satellites, en vert) résidant sous la lame
naissance aux myoblastes qui, a leur tour,

vont fusionner pour donner les nouvelles

basale sont activées. Aprés une phase de forte expansion caractérisée par 'expression de Pax3, les pro-
géniteurs intermédiaires progressent dans le lignage myogénique en devenant des myoblastes (rouge). La
fibres musculaires [6]. Lors de la myo-
genése adulte, Pax3 est temporairement

différenciation myogénique terminale est caractérisée par la fusion des myoblastes en myotubes et I'ex-
pression des marqueurs terminaux de différenciation. Représentation schématique du niveau d’expression
exprimé par la population de cellules pro-
génitrices intermédiaires qui montre un
fort potentiel prolifératif [7] (Figure 1).
Cette corrélation entre la présence de

des marqueurs biochimiques associés aux différents stades d’activation et de la progression myogénique :
Pax7 (protéine) dans les cellules satellites quiescentes et les progéniteurs intermédiaires, Pax3 (ARNm et
protéine) et MyoD (protéine) dans les progéniteurs intermédiaires, Pax3 (ARNm) et MyoD (protéine) dans

les myoblastes, et Desmine (protéine) dans les myoblastes et les myofibres différenciées.
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Contrdle des niveaux de Pax3

par le protéasome

Lors de la myogenese adulte, nous avons
observé une divergence trés marquée entre
les niveaux d’ARN messager (ARNm) et
de protéine Pax3 exprimés dans les cellu-
les issues de la prolifération des progéni-
teurs intermédiaires (les myoblastes). Alors

que le gene continue a étre abondamment
transcrit, la protéine n'est plus détectée,
suggérant un mécanisme de régulation
post-traductionnelle (Figure 1). €n culture,
la protéine Pax3 est détectée dans les cellu-
les satellites activées mais seulement lors-
que celles-ci sont préalablement traitées
avec un inhibiteur du protéasome (MG132).

A =
Dégradation =a= Actinine (Sarc)
—#— Myosine
Pax3FKHR - il y
oL B
Pax7 - @ e i
>
Pax3 + =g 0,84
o .c
o 0,6
pugtur}
[e]
S5 04 ]
385 VMSILSNPSA VPPQPQADFS ISPLHGGLDS ASSISASCSQ RADSIXPGDS 434 3 $ 0 2
Pax3 392 VMGLLTNHGG VPHQPQTDYA LSPLTGGLEP TTTVSASCSQ RLEHMKNVDS 441 L5 )
435 LPTSQSYCPP TYSTTGYSVD PVAGYQYSQY GOTAVDYLAK NVSLSTQRRM 484 2‘ 0.0
Pax3 442 LPTSQPYCPP TYSTAGYSMD PVTGYQYGQY GQSKPWTF 479 w 4 s = o
[ o W~
485 KLGEHSAVLG LLPVETGQAY 504 o E = =
5 a ) e
5 3 e
8 o a
C .
Rad23B
Transport
Dégradation

Complexe
Ubiquitine

Ubiquitinylation
R Ligase ?

Figure 2. A. Représentation schématique des protéines Pax3-FKHR, Pax7 et Pax3. Seule Pax3 est

Recyclage

b

sensible a la dégradation protéasomique. Les régions homologues entre Pax3 et Pax7 sont indi-

quées en jaune. 'analyse des régions carboxy-terminales de Pax3 et de Pax7 révele la présence

de deux lysines susceptibles d’étre mono-ubiquitinylées : la lysine 475 spécifique a Pax3 et la

lysine 437 commune a Pax3 et a Pax7. B. Quantification du niveau d’expression des marqueurs de

la différenciation myogénique (lignes), comme la Myosine (chaine lourde-en rouge), I’ct-actinine

sarcomérique (en violet) et la Myogénine (MyoG-en jaune) dans des myoblastes en cours de dif-
férenciation exprimant la GFP (témoin), Pax3, Pax3K475R ou Pax3K475R, K437R. Plus la protéine

Pax3 est stable et plus I’expression des marqueurs de différenciation est inhibée. C. Modéle de la

dégradation protéasomique de Pax3 par mono-ubiquitinylation. La protéine Pax3 est mono-ubi-

quitinylée par un mécanisme moléculaire resté indéterminé. Rad23B reconnait spécifiquement la

protéine Pax3 ubiquitinylée et transporte celle-ci jusqu’au protéasome en se liant a S5a.
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De méme, le traitement de cultures primai-
res de myoblastes avec MG132 empéche la
dégradation de la protéine Pax3, alors que
Pax7 est insensible a la dégradation par le
protéasome [9]. De plus, 'utilisation d’une
lignée cellulaire exprimant une ubiquitine
ligase €1 dont I'activité est sensible a la
température nous a permis de confirmer que
la dégradation de Pax3 requiert un systeme
ubiquitine/protéasome fonctionnel [9].
Pour étudier en détails les mécanismes
moléculaires de la dégradation de Pax3,
nous avons utilisé un systeme acellulaire
couplant 'ubiquitinylation a la dégradation
protéasomale. De maniere surprenante,
dans ce systeme, la protéolyse de Pax3 ne se
produit que lorsque la protéine est mono-
ubiquitinylée. Afin d’identifier les lysines
ubiquitinylées entrainant la dégradation de
Pax3 dans le protéasome, nous avons com-
paré la séquence et la stabilité des protéi-
nes Pax3, Pax7 et Pax3-FKHR, (la protéine
fusion issue de la translocation chromoso-
mique entre les génes Pax3 et Forkhead).
Nous avons identifié deux lysines suscepti-
bles d’étre ubiquitinylées, I'une spécifique
de Pax3 (lysine 475), ’autre commune &
Pax3 et Pax7 (lysine 437) (Figure 24). Une
mutation de la lysine 475 ou des deux lysi-
nes inhibe la dégradation protéasomale de
Pax3 et augmente ainsi sa stabilité [9].
Pour démontrer que la lysine 475 propre a
Pax3 suffit a expliquer la différence de sta-
bilité entre Pax3 et Pax7, nous avons intro-
duit dans Pax7 une lysine correspondant a
la lysine 475 de Pax3 (Figure 24). Cette pro-
téine mutante est alors mono-ubiquitinylée
et acquiert une sensibilité a la dégradation
protéasomale [9]. La lysine 475 de Pax3
représente une signature de la différence de
stabilité protéique entre Pax3 et Pax7. De
plus, ces résultats suggerent un mécanisme
nouveau par lequel la mono-ubiquitinyla-
tion peut aussi étre reconnue par le protéa-
some comme un signal protéolytique.

Reconnaissance de Pax3 ubiquitinylée

€n effet, une chaine d’au moins quatre ubi-
quitines est généralement nécessaire pour
que le protéasome reconnaisse son substrat.
Les récepteurs de 'ubiquitine sont multiples
et peuvent étre soit parties intégrantes



du complexe protéasomal (intrinséques)
comme la protéine Sba qui lie sélectivement
les protéines poly-ubiquitinylées [10], soit
libres et indépendants du complexe pro-
téasomal (extrinseéques) comme la pro-
téine Rad23 [11]. Nous avons montré qu’un
complexe se forme entre les protéines Pax3
mono-ubiquitinylées, Rad23B et S5a, aussi
bien in vitro que dans le contexte du pro-
téasome fonctionnel [9]. €n utilisant des
cellules déficientes en Rad23A, Rad23B ou
les deux, nous avons démontré que Rad23B
est nécessaire a I'interaction entre Pax3
et S5a. De plus, Pax3 est dégradée par le
protéasome uniquement dans les cellules
exprimant Rad23B, suggérant que cette
isoforme est essentielle pour le transport
de Pax3 vers le protéasome, son interaction
avec S5a, et finalement sa dégradation [9]
(Figure 2C). 1l est important de remarquer la
spécificité de substrat entre les deux iso-
formes du récepteur de I'ubiquitine Rad?23.
€n effet, Rad23 a une faible affinité pour
Pubiquitine monomérique [12]. Mais la
reconnaissance de Pax3 ubiquitinylée par
Rad23B, et non par Rad23A, suggére que
des interactions faibles entre Rad23B et
I'ubiquitine d’une part, puis entre Rad23B et
Pax3 d’autre part, permettent la reconnais-
sance et le positionnement de Pax3 mono-
ubiquitinylée sur le protéasome.

Dans la mesure ol Pax3 peut inhiber la
différenciation myogénique terminale
[13], nous avons fait I"hypothése que

la dégradation de Pax3 est une étape
clé pour la progression du programme
myogénique au-dela de I’étape d’enga-
gement myogénique. En effet, Iexpres-
sion de protéines Pax3 mutées dont la
stabilité est accrue permet de maintenir
les cellules sous forme mononucléée et
d’empécher I'expression des marqueurs
tardifs de différenciation et la fusion en
une fibre multinucléée [8] (Figure 2B).
Ces résultats suggeérent que I’expression
de Pax3 dans les cellules progénitrices
musculaires permet de les maintenir dans
un état non différencié et que la dégra-
dation de Pax3 est essentielle a I"induc-
tion de la différenciation terminale.
Cette étude nous a permis d’identifier un
mécanisme par lequel la mono-ubiqui-
tinylation d’une protéine peut étre aussi
reconnue comme un signal de dégrada-
tion par le protéasome (Figure 2C). Ce
mécanisme de régulation de Pax3 permet
de mieux comprendre les différences de
profils d’expression entre Pax3 et Pax7
dans les cellules musculaires (Figure 1).
Pour conclure, ces résultats apportent de
nouvelles indications sur les mécanismes
régulateurs de Pax3 dans les cellules
souches du muscle et potentiellement
sur la régulation des protéines Pax dans
d’autres lignées de cellules souches. ¢
Proteasomal degradation of Pax3

in skeletal muscle progenitors:

one ubiquitin does the trick!
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