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ABSTRACT: The failure of the protein degradation machinery namely «the ubiquitin -proteasome pathway " is involved in the
onset of various diseases. In particular with different forms of cancer, related to the degradation of proteins such as
transcription factors, regulators cell cycle proteins or tumor suppressors. Mainly localized in the nucleus and cytoplasm of
cells, the proteasome can be detected in the cell culture supernatant or in the peripheral blood (plasma or serum) of
patients. The aim of this work is to confirm a significant presence of circulating proteasome (1264 + 601 ng/ml) compared to
the intracellular concentration (2948.7 + 223 ng / ml) in a healthy Moroccan population (n = 62) by sandwich ELISA essay .
This study led to the identification of a strong link between the level of proteasome detected in the serum as well as the
intracellular level with the age of individuals. These results open new possibilities to consider and allow the identification of
this assay as a marker of predisposition to certain diseases in the elderly.
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RESUME: La défaillance de la machinerie de dégradation des protéines a savoir " la voie Ubiquitine-protéasome» est
impliquée dans I'apparition de différentes pathologies. Notamment différentes formes de cancer, liées a la dégradation des
protéines, telles que les facteurs de transcription, les régulateurs du cycle cellulaire ou de protéines suppresseurs de
tumeurs. Principalement localisé au niveau du noyau et du cytoplasme des cellules, le Protéasome peut étre détecté dans le
surnageant de culture cellulaire ou dans le sang périphérique (plasma & sérum) des patients. L'objectif de ce travail est de
confirmer une présence significative du protéasome 20S circulant (1264 + 601 ng/ml), par rapport a la concentration
intracellulaire (2948,7+ 223 ng/ml) chez une population marocaine saine (n= 62) par un test ELISA en sandwich. Cette étude
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a conduit a l'identification d’un fort lien entre le niveau du proteasome détecté aussi bien dans le sérum qu’a I'échelle
intracellulaire avec I'age des individus. Ces résultats ouvrent de nouvelles pistes qui permettent d’envisager I'utilisation du
protéasome comme marqueur de prédisposition a certaines pathologies chez les personnes agées.

MOTS-CLEFS: Protéasome 20S, patients marocains sains, dge, ELISA en Sandwich.

1 INTRODUCTION

Le vieillissement est un processus complexe qui dépend de plusieurs facteurs biologiques. Les progres de la recherche
ont permis de reconnaitre le réle important des facteurs génétiques, des altérations du fonctionnement cellulaire ou de
systémes de protection contre I'oxydation, ou encore le role des modifications du métabolisme protéique telle la glycation
non enzymatique. Les protéines sont en effet la cible de diverses modifications post-traductionnelles (oxydation, glycation,
conjugaison avec des produits issus de la peroxydation lipidique) [1]. Les cellules eucaryotes utilisent deux principaux moyens
pour éliminer les organites et les molécules (en particulier les protéines) devenues inutiles ou nocives: I'autophagie et le
systeme Ubiquitine-Protéasome [2]. L'accumulation de protéines endommagées avec I'age, et 'augmentation de la demi-vie
des protéines, pose le probleme en général d’un relachement de leur contréle de qualité, en particulier une réduction de
I'efficacité du systéme protéasomique [3], [4].

La machinerie protéolytique Ubiquitine-Protéasome assure un controle-qualité dans la cellule en dégradant les protéines
produites en exces, défectueuses ou mal repliées suite a des mutations génétiques ou un stress oxydatif, qui tendent a
former des agrégats néfastes pour la cellule [5], [6].

Le complexe catalytique Ubiquitine-Protéasome est un complexe multimérique de 2500 kDa. Il est formé d’'un coeur
catalytique : le protéasome 20S, qui renferme les sites protéolytiques, associé a un complexe régulateur appelé complexe
19S ou PA700 [7]. Présent a la fois dans le cytoplasme et le noyau, le protéasome catalyse la dégradation rapide de
différentes enzymes (Cdc 25 phosphatase, Tyrosine aminotransferase TAT, Topoisomeérase | et Il a), de régulateurs de
transcription (Ik-B et B-Catenine, et le précurseur de NF-kB), de protéines intervenant dans le contréle du cycle cellulaire. Il
controle aussi 'activité d’oncogénes (C-fos/C-Jun, C-myc, N-myc) ou de génes suppresseurs de tumeurs (p53 et p73) [7], [8].

Le protéasome participe ainsi a la régulation de nombreux processus biologiques : la régulation du cycle cellulaire (par la
dégradation des protéines p21 et p27), de 'apoptose, de la transcription, de la présentation de I'antigéne, de la transduction
des signaux, du contréle de I'intégrité des protéines.

Etant donnée la diversité des protéines ciblées par cette voie de dégradation (Ub-Pr) et I'importance des fonctions
cellulaires concernées, il n’est pas surprenant que des anomalies de cette voie soient a I'origine de nombreuses pathologies,
comme certains cancers [9], des maladies génétiques, une grande partie des maladies neuro-dégénératives [10] et
musculaires, ainsi que des pathologies immunes et inflammatoires [11]. Le protéasome, suscite actuellement un intérét
majeur comme un nouveau marqueur dans différentes pathologies [12] , [13]. Des études antérieures ont montré que la
concentration du proteasome est élevée chez des patients atteints de maladie auto-immune systémique. Les patients
atteints de syndromes lymphoprolifératifs, de cancers solides [14], ou d’un carcinome cellulaire rénal [15] affichent des
niveaux de proteasome circulant bien plus élevés que celui observé chez les control.

En effet, d’apres plusieurs travaux [14], [16] l'utilisation systématique du protéasome comme marqueur pourrait
permettre un meilleur diagnostic, la stratification du risque, et I'identification des patients avec une plus grande probabilité
de réponse a la thérapie ciblée.

La population agée est caractérisée par une grande hétérogénéité. En effet, les conséquences du vieillissement peuvent
étre treés importantes chez certains sujets agés et étre minimes voire absentes chez d'autres individus du méme age.La
meilleure connaissance des mécanismes du vieillissement permet aujourd'hui d'envisager des stratégies susceptibles de
prévenir certains effets du vieillissement.

Suite a ces données, on s’est posé la question sur I'intérét que peut apporter le dosage sérique et intracellulaire du
protéasome chez les personnes agées, et son utilité en tant que facteur prédictif de risque pour certaines pathologies.En
outre, au Maroc aucune étude n’a été réalisée sur le protéasome, encore plus sur la relation entre le protéasome et
I’'apparition ou I'évolution d’une pathologie donnée chez la population marocaine.
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Par le biais de cette étude, On a fait appel a la technique d’ELISA en Sandwich développée par I'équipe de Dutaud et al,
[17] pour apprécier le niveau sérique et intracellulaire du Protéasome 20S et sa variation en fonction de deux parameétres
(age et sexe).

2  MATERIELS ET METHODES
2.1 PATIENTS

62 patients sains ont été inclus dans cette étude, 29 hommes et 33 femmes, présentant un dge moyen de 42 = 21 ans. Le
dosage au niveau sérique et intracellulaire est réalisé respectivement chez 27 et 35personnes.

L’échantillon sanguin est récupéré, apres obtention d’'un consentement éclairé de tous les patients recrutés, au service
d’Hématologie et Oncologie Pédiatrique — Ho6pital 20 Aout Casablanca- Centre Hospitalier Universitaire IBN ROCHD
Casablanca.

2.2 PREPARATION DES ECHANTILLONS
Le Sérum est récupéré a partir d’'un échantillon frais de sang humain, refroidit progressivement a 4°c puis a -20°c.
2.3 RECUPERATION DES GLOBULES BLANCS

Brievement on éclate les globules rouges de I’échantillon sanguin par I'ajout d’une solution du Tris - EDTA (20/5) au sang
total, apres centrifugation, on élimine le surnageant et on répéte cette manceuvre jusqu’a obtention d’une couche cellulaire
claire.

2.4 LYSE DES GLOBULES BLANCS

On ajoute rapidement 200 pl du tampon de lyse (Kcl 10 mM, NaCl 10 mM, HEPES 10 mM, EDTA 1 mM PH 7.1, DTT 0.1
mM, Triton 1 %, supplémenté d’Anti protéases (PMSF 2 nM) sur chaque échantillon. Les cellules sont éclatées avec des
périodes de cassure de 20s alternées avec 30s de repos pour éviter le réchauffement excessif des échantillons pouvant
entrainer une dénaturation des enzymes [18].

Le protocole est répété 3 fois. Les extraits obtenus peuvent étre conservés a -20°C jusqu’au moment de leur utilisation.
2.5 QUANTIFICATION DU PROTEASOME 20S HUMAIN PAR ELISA

Le dosage du Protéasome 20Ssérique et intracellulaire, par la technique d’ELISA Indirect [17], se base sur la
reconnaissance en «sandwich » de complexes de protéasome 20S par des anticorps spécifiques de la sous-unité a du cceur
catalytique MCP20 (Enzolifesciences).

En premier, on proceéde a la fixation de I'anticorps monoclonal MCP20 (1/3000) sur la microplaque 1 h a 37 °c «Coating».
Les sites non spécifiques sont bloqués par ajout de 200 pl du PBS-BSA 2%. On dépose la gamme étalon et les échantillons a
doser (100 pl/ puits). Les sous unités du protéasome capturés sont détectés par le deuxiéme Anticorps polyclonal 1571
(1/5000). La révélation est faite aprés ajout du Conjugué marqué a la peroxydase. Aprés I'ajout du Substrat (OPD), on
procede au suivi de la DO a 492 nm sur un Lecteur ELISA (ELx800 UV). Les résultats sont exprimés en concentration de
Protéasomes en ng/ml, aprés comparaison avec la courbe standard obtenue avec la gamme étalon du protéasomes 20S
purifiés Humains.

2.6 STATISTIQUES

L’analyse statistique des concentrations moyennes du protéasome 20S sérique et intracellulaire, a fait appel au test de
STUDENT et a la corrélation standard. Les valeurs qui sont significatives définissent une valeur de P inférieure a 0.05.
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3 RESULTAT

3.1 DOSAGE SERIQUE DU PROTEASOME

La concentration du protéasome sérique a été analysée chez des patients sains, I'age des patients est compris entre 7 et

74 ans (figure 1).
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Fig. 1.

Evolution de la concentration du Protéasome sérique en ng/ml en fonction de I'dge

D’apres les résultats obtenues sur 27 échantillons de Sérums, la moyenne de la concentration sérique du protéasome est

de : 1264 + 601 ng/ml.

La figure 1, montre une évolution progressive de la concentration sérique du protéasome en fonction de I'age, en effet
elle passe de 60 ng/ml chez un enfant de 7 ans, pour atteindre une valeur de 2730 ng/ml chez une personne agée de 74 ans.

2
En effet, une forte corrélation a été notée entre la concentration sérique du protéasome et I'dge de l'individu (R =

0.8528, p<0.05) (figure 2).
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Fig.2. Corrélation entre I’dge et la concentration Sérique du protéasome 20S

(R?= 0.8528, p<0.05)
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Les sujets analysés sont répartis en 3 catégories d’ages : les jeunes (7 a 29 ans ), Adultes (de 39 a 54 ans) et
personnes agées (de 60 a 75 ans) (figure 3).
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Fig. 3. Evolution de la Concentration Moyenne du protéasome 20s sérique en fonction de 3 tronches d'dge (7 -29 ans ;
39-54 ans et 60-75 ans)

*:P<0.005 en comparaison aux sujets jeunes
**: P <0.0001en comparaison aux sujets jeunes

La répartition des moyennes de concentration du protéasome sérique selon la tranche d’age affiche une augmentation
significative, elle passe de : 113.5 + 59 ng/ml chez les jeunes de 7 a 29 ans, 458 + 122 ng/ml chez les adultes de 39 a 54 ans
(P< 0,005), pour atteindre 857.2 + 197 ng/ml chez les personnes dgées de 60 a 75 ans (P < 0,0001).

3.2  DOSAGE INTRACELLULAIRE DU PROTEASOME 20S HUMAIN
Afin de comprendre la cinétique du protéasome au niveau de la cellule en fonction de I'dge, on a effectué un dosage

intracellulaire, par la technique d’ELISA Indirecte a partir d’un lysat total du culot cellulaire Blanc. Les résultats sont
représentés sur la figure ci -dessous.
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Fig. 4. Evolution de la concentration intracellulaire du protéasome en fonction de I’dge
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D’apres les résultats obtenus sur 35 échantillons de lysats cellulaires, on a obtenu une concentration moyenne de 2948,7
+223 ng/ml.

On remarque une évolution régressive de la concentration intracellulaire du protéasome qui passe d’une valeur de 4170
ng/ml chez un enfant de 7ans, pour atteindre la valeur minimale de 850 ng/ml chez une personne agée (74 ans).

En effet, une forte corrélation, a été constatée (figure 5) entre I'dge de I'individu et la concentration intracellulaire du
protéasome 20 S (R’=0. 8621 ; p < 0.005).
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Fig. 5. Corrélation Linéaire entre concentration intracellulaire et tronche d’dge
(R*=0. 8621 ; p < 0.005)

Les résultats obtenus sont classés en 3 catégories d’age : la premiere représente la classe des jeunes (7- 29 ans), la
deuxieme la classe des Adultes (39 — 54 ans) la derniere classe est celle des sujets agés (60-75) figure 6.
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Fig. 6.  Evolution de la Concentration Intracellulaire du Protéasome selon la tranche d’dge

*:p < 0.005 en comparaison aux sujets jeunes (7 a 29 ans).
**:p <0.001 en comparaison aux sujets jeunes (7 a 29 ans).
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On remarque une différence tres significative au niveau du taux intracellulaire du protéasome affichée par les différentes
catégories d’ages.

La concentration intracellulaire du Protéasome 20S, est significativement faible chez les adultes 2896 + 200 ng/ml (P<
0,001) et chez les sujets agés (1721+ 173ng/ml ; P< 0,001) en comparaison aux sujets jeunes (4425 * 566 ng/ml).

33 QUANTIFICATION DU NIVEAU DU PR. 20S SERIQUE ET INTRACELLULAIRE CHEZ LES MEMES PATIENTS

Pour suivre la cinétique du protéasome 20s, nous avons analysé chez les mémes sujets (20 patients) a la fois le dosage
sérique et intracellulaire (figure 7).
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Fig.7. Evolution de la concentration du protéasome a la fois sérique et intracellulaire en fonction de I’dge

D’apreés la figure ci-dessus, on constate que jusqu’a I'dge de 48 ans, la concentration du protéasome intracellulaire, est
nettement plus importante que celle quantifiée dans le sérum. Toutefois, entre 49 et 63 ans, on remarque une équivalence
entre le taux du protéasome 20S sérique et intracellulaire. Chez les personnes agées de 69 ans et plus, la courbe s’inverse, la
concentration cytoplasmique du protéasome devient moins importante que la concentration sérique libre.

Par ailleurs, une corrélation inverse entre I'évolution simultanée du taux intra et extracellulaire du protéasome et I'age,
est bien marqué au niveau de la figure 8 :
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Fig. 8. Corrélation linéaire entre Concentration du Protéasome Sérique et intracellulaire et I'dge
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3.4 ETUDE COMPARATIVE DE L’EVOLUTION DU TAUX DU PROTEASOME CIRCULANT DANS LE SANG PERIPHERIQUE CHEZ L’HOMME ET LA FEMME :

L'analyse sérique de la concentration du protéasome 20S incluant 29 hommes et 33 femmes, n’a montré aucune
différence significative au niveau des moyennes : 920.78% 260 ng/ml pour les femmes et un taux de 917.05 + 287ng/ml chez
les hommes (figure 9).
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Fig. 9. Evolution de la concentration du Protéasome 20S sérique selon la tranche d’dge et le sexe

Cependant, les résultats regroupés sous forme de tranche d’age, montre une augmentation significative (p < 0.0001) de la
concentration du protéasome sérique en fonction de I'dge a la fois chez I’'homme et chez la femme.

4 CONCLUSION ET DISCUSSION

L'accumulation des protéines endommagées au cours du vieillissement peut étre imputée soit a une production accrue de
protéines modifiées par les radicaux libres, soit a une baisse d’activité des enzymes (ou protéases) assurant leur dégradation,
soit encore a la combinaison de ces deux mécanismes. L'élimination par le protéasome de I'exces de protéines altérées est
donc cruciale pour le bon fonctionnement de la cellule [19].

Nous avons projeté a travers cette étude, de comparer et de quantifier le protéasome 20S, a la fois au niveau sérique et
intracellulaire, chez une population Marocaine saine et ne présentant aucun signe clinique, en prenant en considération un
parametre qui s’avere étre de vigueur : I’age et le sexe.

Nos résultats confirment bien la présence du protéasome 20s au niveau sérique chez tous les sujets bien qu’il soit
principalement localisé dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules eucaryotes.

Cependant le taux du protéasome 20S circulant rapporté dans la littérature chez les sujets sains varie sur une large
échelle. En effet, I'étude menée par Jacob C. et al 2007 [20], affiche un dosage sérique de 224,05 ng/ml. Alors que d’autres
travaux parlent d’un dosage plasmatique du protéasome 20S nettement plus important atteignant : 2319 + 237 ng/ml [13] et
2534 + 187 ng /ml [14].

Néanmoins, notre résultat (concentration moyenne sérique : 1264 + 601 ng/ml) est similaire a la moyenne sérique (1500
ng/ ml) rapportée par les travaux récents de M de Martino et al. 2012 [15].

La différence du niveau du protéasome 20s circulant, peut étre due a plusieurs facteurs, notamment, la nature de la sous
unité ciblée a2 ou a6, a la nature de I'échantillon Plasmatique ou Sérique, sans oublier la longueur d’onde de détection qui
varie selon les protocoles (416 nm [11], 450 nm [20], 492 nm [13,17]).

Nos résultats expriment une augmentation tres prononcée de la concentration sérique chez des sujets avancés dans I'age
(de 60ng /ml chez un enfant de 7ans a 2730 ng/ml a 74 ans). Il serait donc judicieux de respecter et de comparer des valeurs
obtenues chez des sujets ayant une tranche d’age trés rapprochée. Cependant certains auteurs n’affirment aucune
dépendance du niveau du proteasome circulant en fonction de I’age des individus [20].

Par ailleurs, d’aprées nos résultats, nous constatons que la concentration moyenne intracellulaire du Protéasome (2948,7+
223 ng/ml) est supérieure a la moyenne sérique (1264 + 601 ng/ml). Ce qui confirme bien une possible relation entre le taux
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intra et extracellulaire du Protéasome. En effet, les travaux de Bureau et al, 1997 [22], décrivent le processus
d’externalisation ou excrétion hors de la cellule des sous unités prosomales, d’abord a la surface des cellules puis dans le
milieu extracellulaire. Expliquant ainsi, la présence significative du protéasome 20 circulant dans le sang périphérique des
sujets control. Néanmoins les sous unités prosomales externalisées hors de la cellule, ne peuvent étre fonctionnels, en effet
I'activité catalytique du protéasome exige une entité 26S (Complexes régulateurs 19S + protéasome 20S) [8].

L’explication la plus probable a cette différence au niveau des valeurs sériques chez les personnes cliniquement saines
peut étre attribuée au fait que le protéasome extracellulaire est inactivé et défectueux [23].

Le dosage intracellulaire, s’avére intéressant car il permet un dosage a la source et certainement un protéasome
fonctionnel et donc intact au niveau moléculaire.

Nos résultats affichent chez les sujets jeunes (de 7 a 24 ans) la concentration cytoplasmique en protéasome représentant
le quadriple de celle exprimée au niveau sérique.

Concrétement, dans les cellules jeunes, le contréle qualité des protéines est trés strict et le taux des protéines
endommagées est maintenu a un niveau trés bas, ce qui reflete I'efficacité des systemes Ubiquitine- Protéasome,
responsables de leur élimination [24], expliquant ainsi les faibles taux du protéasome libéré dans le sang périphérique et la
grande teneur en protéasome intracellulaire.

Bertrand Friguet et ses collaborateurs [25], travaillant sur du protéasome purifié a partir de foie de rats jeunes et de rats
agés, ont montré que les activités de ce complexe multienzymatique diminuaient d’environ 50% chez les animaux les plus
vieux.

La baisse d’activité catalytique est due en partie, a une inactivation du protéasome[24], mais aussi a la diminution de la
quantité de protéasome [25].

Dans le méme sens, chez les sujets agés, on assiste a une chute de la concentration du protéasome intracellulaire au
profit d’'une augmentation sérique. Des études portants sur la compréhension de I'effet du processus du vieillissement sur
I'activité du protéasome au niveau des cellules musculaires squelettiques du rat, et au niveau des fibroblastes Humains [26],
suggérent que cette défaillance de I'activité protéasomique est due a une modification de certaines protéines a réle tres
important notamment la diminution de I'expression, et le changement des sous-unités du protéasome, la réduction de
I’expression des complexes régulateurs(PA28, PA700 ) et I'effet inhibiteur des substrats a dégrader [27].

L'activité accrue du protéasome dans les cellules tumorales semble, en particulier, participer a la résistance a I'apoptose,
qui est une caractéristique commune a la plupart des tumeurs malignes.ll est bien établi actuellement que le traitement par
des inhibiteurs de protéasome apporte des résultats favorables dans le traitement de certaines tumeurs liquides
particulierement les myélomes [28].

Afin de faciliter la recherche de la dose optimale d’un inhibiteur de protéasome dans les études de phases | et Il, d’un
Myélome I'activité du protéasome est mesurée dans les globules blancs et/ou les échantillons tumoraux [29], [30].

Le dosage intracellulaire du protéasome permet d’estimer le score prédictif du risque de toxicité. En effet, la toxicité
gastro-intestinale observée apres traitement par inhibiteurs de protéasome (PS341) est dose-dépendante. Un traitement
est bien toléré si I'inhibition du protéasome n’excede pas 80 % de |'état basal ; au-dela, apparaissent des modifications de la
pression artérielle et de la fréquence cardiaque [31], [32].

L'étude de la cinétique évolutive de la concentration sérique du Protéasome et intracellulaire, chez les mémes individus a
confirmé encore une fois I’effet incontestable que joue I'dge sur le niveau du Protéasome.

En conclusion, nous rejoignons la réflexion de certains auteurs [33] sur le lien établi entre la défaillance du protéasome
avec 'age et I'apparition de certaines pathologies notamment les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson,..) et
auto-immunes et certains cancers.

Une étude portant sur une cohorte plus importante de personne agée, avec un suivi de leur état de santé pourrait
apporter plus d’information sur I'utilisation du protéasome comme indicateur de forte prédisposition a développer certaines
maladies.
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