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RÉSUMÉ

Le repliement dans le réticulum endoplasmique (RE) est souvent considéré comme

l’étape lirnitante dans la sécrétion des protéines nouvellement synthétisées. Ainsi, les

chaperones moléculaires et les enzymes de repliement du RE ont un impact majeur sur ce

phénomène. La calnexine, une chaperone transmembranaire, est impliquée dans le

repliement, la rétention et la dégradation des protéines qui passent à travers la voie de

sécrétion. Pour obtenir une meilleure compréhension des rôles joués par les différents

domaines de la calnexine, les capacités de sécrétion de souches de levure exprimant des

mutants de cette chaperone ont été évaluées.

Au cours de ce travail, nous avons montré que la calnexine de S. pombe agit comme

une chaperone classique et que deux mutants viables n’ayant plus de fonction chaperone

sont capables de former des complexes stables avec une autre chaperone du RE: BiP. La

fonction essentielle de la calnexine dans la voie de sécrétion pourrait être ce rôle

d’échaffaudage.

Ces mutants de la calnexine provoquent d’importantes augmentations dans la

sécrétion d’une cellulase hétérologue et des protéines endogènes de la levure mais de façon

inattendue, l’efficacité du contrôle de qualité dans ces souches n’a pas été drastiquement

changée.

Le rôle spécifique de la calnexine dans le processus de sécrétion demeure encore mal

compris. Notre travail suggère que la stringence du mécanisme de contrôle de qualité

inhibe la sécrétion des protéines endogènes en conditions de croissance normales. Il

semblerait que ce soit le prix à payer pour pouvoir survivre en conditions de stress intense

telles que celles rencontrées par les levures dans leur habitat naturel.

Mots-clés : Chaperones moléculaires, repliement des protéines, calnexine, lectines,

réticulum endoplasmique, voie de sécrétion, expression hétérologue, génétique de levure.
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ABSTRACT

Folding within the endoplasmic reticulum (ER) is oflen considered as the rate

limiting step in secretion of newly synthesized proteins. Thus, ER molecular chaperones

and foldases have a major impact in the determination of the rate and yield of these

processes. Cainexin, an ER transmembrane chaperone, is implicated in the folding,

retention, and degradation of proteins that go through the secretory pathway. To gain a

more comprehensive understanding of the roles played by the different structural features

of calnexin in the secretory pathway, secretion capacities were assessed in fission yeast

strains expressing mutants of this chaperone.

In this work, we show that S. pombe cainexin acts as a classical chaperone and that

two viable mutants lacking a highly conserved domain do flot possess any chaperone

activity but are able to form stable complexes with the other important ER chaperone BiP.

This confirms that calnexin’s essential function lies outside its role as a chaperone and

suggests that it could be a scaffolding role.

We also identified mutants of cainexin that provoke important augmentations in the

secretion of a foreign cellulase and of endogenous proteins. Surprisingly, the quality

control efficiency in these strains was not drastically altered.

The specific role of cainexin in the secretion process is stiil poorly understood. Our

work suggests the existence of an overzealous quality control mechanism which impairs

the secretion of endogenous proteins in normal growth conditions. It would appear that this

constitutes the price to pay for being able to survive under intense stress conditions as yeast

are oflen found to meet in their natural habitat.

Keywords: Molecular chaperones, protein folding, cainexin, lectins, endoplasmic

reticulum, secretion pathway, heterologous expression, yeast genetics
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A. INTRODUCTION

1. Les premières étapes du processus de repliement et de sécrétion des protéines

1.1 Translocation

Le passage à travers la membrane du réticulum endoplasmique (RE) constitue le

premier obstacle que les protéines sécrétées ont à franchir au cours de leur voyage vers le

milieu extracellulaire (voir figure 1). Lors de la transiocation co-traductiotmelle (revue

dans [I]), le peptide signal hydrophobe (PS) situé à l’extrémité amino-terminale des

protéines en cours de traduction est d’abord reconnu par la particule de reconnaissance du

signal (PRS). Cette liaison du signal par la PRS provoque un arrêt provisoire de la

traduction. Le complexe traductionnel est alors ancré à la membrane du RE grâce à la

reconnaissance de la PRS par son récepteur (une protéine transmembranaire) et la chaîne

polypeptidique en cours d’élongation va se loger à l’intérieur du translocon adjacent, un

complexe multiprotéique qui forme un canal aqueux permettant l’entrée des protéines

nouvellement synthétisées dans le RE. Chez les mammifères, ce pore est composé de trois à

quatre hétérotrimères des protéines Sec6 I ct, Sec6 1f3 et Sec6 ly qui correspondent à Sec6 lp,

Sbhlp et Ssslp chez Saccharornyces cerevisiae. TRAM fait également partie du translocon

des mammifères et est nécessaire à l’intégration des protéines membranaires dans la double

couche lipidique [2]. Le translocon existe en deux états différents: une conformation

fermée inactive où le diamètre du pore est compris entre 9 et 25 À et une conformation

ouverte permettant aux chaînes polypeptidiques de pénétrer dans la lumière du RE. Dans

ce dernier cas, le diamètre du pore mesure de 40 à 60 Â. Des études microscopiques

effectuées par l’équipe du prix Nobel Gtinter Blobel ont montré que le site de sortie du

ribosome de la chaîne polypeptidique en élongation est aligné avec le pore du translocon,

ce qui oblige la nouvelle protéine à y pénétrer [3]. L’étanchéité du RE est maintenue par la

présence du ribosome du côté cis et celle de la chaperone moléculaire BiP du côté trans.

L’entrée des protéines dans la lumière du RE est également facilitée par BiP et d’autres

chaperones luminales de la famille des Hsp7O (voir section 2.2 A). Chez la levure
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S. cerevisiae (mais pas chez Schizosaccharomyces pombe) le mécanisme de translocation

post-traductioimelle est prédominant. Dans ce cas, les protéines sont d’abord traduites dans

le cytosol puis maintenues dans un état dénaturé par d’autres chaperones cytosoliques de la

famille des Hsp7O, ce qui leur permet de traverser le pore par la suite.

1.2 La voie de sécrétion, un résumé

Le réticulum endoplasmique, en plus d’être le principal site de synthèse des lipides

membranaires de la cellule ainsi que de constituer l’enveloppe du noyau (revue dans [4])

est également d’une grande importance dans le maintien de l’homéostasie du calcium

divalent (Ca2) de la cellule. Nous allons nous pencher particulièrement sur les

caractéristiques de cette organelle qui facilitent le repliement optimal d’une concentration

élevée de protéines nouvellement synthétisées. Premièrement, le milieu intraréticulaire est

plus oxydant que le cytosol ce qui facilite la formation de ponts disulfures stables entre les

résidus cystéines des protéines essentiels à l’acquisition d’une structure tridimensionnelle

stable (voir section 3.1). Le RE contient également une énorme quantité de chaperones

moléculaires qui veillent à ce que les protéines adoptent leurs structures tertiaires et

quaternaires natives le plus rapidement et le plus correctement possible (voir section 2).

Ces chaperones sont tellement nombreuses que les substrats sont en minorité dans le RE.

Les protéines bien repliées passent ensuite à travers les mailles du contrôle de qualité et

sont empaquetées dans des vésicules de type COPII pour être envoyées vers l’appareil de

Golgi. Dans le Golgi, d’autres modifications post-traductionnelles sont effectuées à mesure

que les protéines traversent les divers saccules (citernes) et lorsque celles-ci atteignent le

trans-Golgi, elles sont triées pour être envoyées vers leur destination finale par transport

vésiculaire (voir figure 2).

1.3 Modifications co-traductionnelles

Parmi les modifications co-traductionnelles que les protéines peuvent subir durant

leur passage à travers la voie de sécrétion, la première est le clivage du peptide signal par la



V
ésicules

de
sécrétion

F
igure

2
L

a
voie

de
sécrétion

ch
ez

les
eu

cary
o
tes

S
ource

:A
lexandre

M
aréchal

E
sp

ace
ex

tracellu
laire

N
oyau

C
y
to

so
l

A
ppareil

de
G

olgi

‘M
em

brane
plasm

ique

Suite
à

leur
transiocation

dans
1

e
R

E
R

,
les

protéines
destinées

à
la

sécrétion
sont

encapsulées
dans

des
vésicules

C
O

PII
qui

les
am

ènent
au

cis-G
olgi.

E
lles

passent
alors

par
les

diverses
citernes

de
l’appareil

pour
être

réencapsulées
et

dirigées
vers

la
m

em
brane

C
C



5

signal peptidase (un complexe de 4 protéines). Le clivage est assuré par la sous-unité

Seci lp du complexe, qui est en fait la seule composante de la signal peptidase essentielle à

la vie chez la levure [5]. Chez l’humain, ce n’est que tout récemment que la peptidase à

peptide signal a été identifiée [6]. Elle n’est pas homologue à celle de la levure et son

activité protéasique ressemble à celle de la prénélysine.

La formation de ponts disulfures natifs co- et post-traductionnellement entre certains

résidus cystéines des protéines nouvellement synthétisées est également une étape très

importante au cours de la maturation des polypeptides (voir section 3.1). La N-glycosylation

demeure cependant la modification co-traductionnelle la plus étudiée. Des estimations

indiquent que 70% des protéines qui passent par la voie de sécrétion sont N-glycosylées

(revue dans [7]). Cette modificationjoue un rôle primordial dans le repliement des protéines

(voir section 2.2A), dans le processus de dégradation des protéines mal repliées (voir

section 2.8A) ainsi que dans le ciblage de certaines protéines vers des organelles spécifiques

(e.g. lysosome). Dans le processus de N-glycosylation (voir figure 3), le complexe de

l’oligosaccharyl transférase (OT) (9 protéines dont 5 sont essentielles à la vie chez la

levure) transfère d’abord un tétradécasaccharide (GlcNAc2Man9Glc3) à partir d’un donneur

lipidique, le dolichol pyrophosphate, sur certaines chaînes latérales de résidus asparagines

faisant partie de sites consensus (Asn-Xxx-Ser/Thr où Xxx n’est pas un résidu Pro). Des

études ont montré que les séquences consensus devaient être sorties d’au moins 30 à 40 À

du pore avant de pouvoir être glycosylées [8] suggérant que le site actif de l’OT était situé

approximativement à cette distance de la membrane du RE. Il est à noter également que le

clivage du peptide signal constitue un prérequis à la N-glycosylation, l’interaction du P5

avec la membrane empêchant l’OT d’accéder aux sites consensus émergeants [9]. Comme

le montre la figure 3, la synthèse du précurseur commence sur la face cytosolique où 2

résidus de N-acétylglucosamine et 5 résidus mannoses sont ajoutés à un dolichol

pyrophosphate. Récemment, Rfilp la première protéine importante pour la translocation de

ce précurseur
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dans la lumière du RE a été découverte [10] Le mécanisme d’action de cette demeure

mystérieux mais on sait qu’il requiert de l’ATP pour que le transport actif des sucres à

travers la membrane hydrophobe s’effectue. Dans la lumière du RE, le reste des sucres sont

ajoutés un à un pour former l’oligosaccharide de base (« core ») qui est alors transféré sur

les glycoprotéines. Les sucres utilisés pour la synthèse luminale du reste de

l’oligosaccharide sont présents sous forme de précurseurs lipidés (eg

dolichylphosphomannose), une exception notable étant le UDP-glucose (voir section 2.1

A). Avant leur sortie du RE, les protéines sont dépouillées de tous leurs résidus glucoses

par les glucosidases I et II ainsi que d’un résidu maimose par une mannosidase du RE.

Suite au repliement correct de la glycoprotéine, elle est empaquetée dans une vésicule de

type COPII qui fusionne avec l’appareil de Golgi où d’autres mannosidases cliveront tous

les autres mannoses sauf trois. Chez les mammifères, les étapes de glycosylation terminales

consistent en l’addition de résidus N-acétylglucosamines, de galactoses et d’acide sialique.

Les sucres ajoutés sont d’abord transportés sous forme de précurseurs nucléotide-sucre

dans le Golgi grâce à des transporteurs spécifiques. De nombreuses possibilités de

glycosylations terminales sont possibles, il a même été observé que cette variabilité pouvait

avoir lieu entre deux molécules d’une même protéine ce qui fait de la N-glycosylation la

plus complexe des modifications co- et post-traductionnelles qu’une protéine peut subir.

2. Les chaperones moléculaires de la voie de sécrétion

Le RE contient des représentants de plusieurs familles de chaperones également

retrouvées dans le cytosol. Ainsi, des protéines de la famille des Hsp7O (DnaK) (section

2.2 A et B), des Hsp4O (cochaperones DnaJ) (section 2.2 C) et des Hsp9O (seulement chez

les mammifères) (section 2.3) font toutes partie du mécanisme de contrôle de qualité dans

le RE. La calnexine/calréticuline sur laquelle nous nous sommes penchés plus

particulièrement possède une activité de reconnaissance des oligosaccharides ce qui en fait

une chaperone très particulière. Le tableau I recense toutes les chaperones du RE connues

chez les mammifères et chez la levure $accharornyces cerevisiae.
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Familles de chaperones Levure Mammifères
ERdjl
ERdj2

ERdj3

E Rdj4

ERdj5

Hsp7O/DnaK B1P/Kar2p BiP

Lhslp Grpl7O
Hsp9O ---- Grp94

Calnexine/calréticuline Cnel p Cainexine

Calréticuline

ne21IIi[I!ll__

Enzymes de repliement Levure Mammifères
Protéines disulfides isomérases Pdilp ERp19

Mpdlp ERp46
Mpd2p ERp57

Euglp ERp72

Epslp P5/CaBPI

PDIR

PDIP
Peptidyl-prolyl isomérases Fpr2p FKBP1 3

Cyp2p FKBP65

Cyp5p CypB

Cyp7p CypC

Cyp8p Cyp4O

Scc3p Cyp33A

Cyp33B

Tableau I: Chaperones de la voie de sécrétion chez la levure et les mammifères

2.1 Calnexine/calréticuline

A. Fonctions

La cainexine a été identifiée pour la première fois dans la fraction microsomiale de

Hsp4O/DnaJ Sec63p
Jemlp
Scjlp

fibroblastes canins comme étant une phosphoprotéine membranaire pouvant lier le calcium
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[11]. Comme cette protéine possédait une importante homologie avec une autre protéine

soluble du RE, la calréticuline il a été suggéré que ces deux protéines jouaient des rôles

semblables dans la cellule. À cette époque, l’étendue des fonctions remplies par ces deux

protéines demeurait encore inconnue. L’année suivante, il a été démontré que p88, une

protéine précédemment identifiée comme une chaperone impliquée dans l’assemblage de

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité I murin [12] était en fait la calnexine.

Un homologue de ces deux protéines dont l’expression est restreinte aux testicules : la

calmégine existe également et est requise pour la fertilité des spermatozoïdes [13]. De

nombreuses études par la suite ont dévoilé que la calnexine/calréticuline grâce à une région

lectine, démontrait une certaine spécificité dans sa fonction chaperone pour les

glycoprotéines. Les travaux d’An Helenius s’appuyant sur l’utilisation d’inhibiteurs du

processus de glycosylation (revue dans [14]) ont permis d’établir que la calnexine a une

affinité pour les protéines monoglucosylées. Ces travaux ont permis de poursuivre la

construction, débutée par Heinrich [15], d’un pont conceptuel aujourd’hui solide entre la N

glycosylation et le processus de repliement des protéines ([16] et [17]).

Ce pont (le modèle d’Helenius) met en scène un cycle de déglucosylation

/reglucosylation qui finit par aboutir à des glycoprotéines correctement repliées qui peuvent

alors se diriger vers leur destination finale (voir Figure 4 côté gauche). Brièvement, les

protéines nouvellement-synthétisées sont glycosylées avec l’oligosaccharide de base

triglucosylé (Glucose3Maimose9N-acétylglucosamine2), suivent ensuite deux

déglucosylations successives effectuées par les glucosidases I et II. Le substrat

monoglucosylé peut alors être reconnu par la fonction lectine de la calnexine/calréticuline.

Cette interaction, qui empêche les protéines mal-repliées de former des agrégats entre-elles,

cesse lorsque la glucosidase II vient cliver le dernier résidu glucose. Si la protéine est bien

repliée, elle peut poursuivre son chemin à travers la voie de sécrétion. Par contre, si la

protéine n’a pas acquis sa structure tridimensionnelle correcte, les résidus hydrophobes

exposés sont reconnus par l’UDP-glucose : glycoprotéine glucosyltransférase (UGGT), une
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enzyme de 170 kDa qui reglucosyle l’oligosaccharide, ce qui permet de nouveau sa

reconnaissance par la calnexine/calréticuline (revue dans [1$]).

Cette vision d’une calnexine agissant uniquement via sa fonction lectine a été

contestée par des publications démontrant qu’elle possède également une activité chaperone

classique. Le groupe de Williams en particulier a démontré in vivo et in vitro que la

calnexine était capable d’interagir avec plusieurs substrats non-glycosylés et ainsi de

faciliter leur repliement grâce à des interactions protéine-protéine (voir figure 4 partie

droite) ([19] et [20]). Le groupe du Dr. Rokeach a également rapporté que la calnexine de

S. pombe était capable d’interactions protéine-protéine indépendemment de la présence

d’oligosaccharides ([21] et [22]). Aujourd’hui, la vision dominante de la fonction

chaperone de la calnexine est qu’elle peut jouer les deux rôles mais que sa fonction lectine

lui confère un avantage certain sur les autres chaperones classiques en ce qui concerne le

contrôle de qualité du repliement des glycoprotéines.

Un indice de l’importance de la calnexine/calréticuline dans le mécanisme de contrôle de

qualité est qu’elle est essentielle à la vie chez la levure $chizosaccharomyces pombe

([23],[24]). La calnexine est également essentielle à la survie à long terme des mammiferes

[25]. En effet, des souris chez lesquelles on a délété la calnexine du génome ont un taux de

mortalité très élevé (50% meurent 2 jours ou moins après la naissance), sont plus petites

que des souris de type sauvage et ont de graves défauts dans le développement de leur

système nerveux. Des souris déficientes en calréticuline quant à elles meurent avant la

naissance suite à un défaut dans le développement cardiaque [26]. Ce phénomène apparaît

plutôt relié au rôle de Crtlp dans l’homéostasie du calcium car cette mort prématurée peut

être empêchée par l’expression de calcineurine dans les cellules cardiaques [27].

B. Structure

La calnexine est une protéine transmembranaire de type I d’environ 64 kDa. Elle

possède un domaine central riche en proline (domaine P) hautement conservé (hcd) qui
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comporte deux types de régions répétées en tandem. C’est ce domaine central qui est

également retrouvé chez l’homologue soluble de la calnexine la calréticuline (environ 46

kDa) (revue dans [28]). Par contre, la cairéticuline ne comporte que trois régions de chaque

type au lieu de quatre. Les régions de type I (I-DPD/EA-KPEDWDD/E) et de type II (G

W--P-I-NP-Y) sont importantes pour la liaison du calcium divalent (voir figure 5). En plus

de permettre au réticulum endoplasmique d’agir comme réservoir cellulaire du Ca2 ta

liaison du calcium par la calnexine/calréticuline lui fait subir des changements

conformationnels qui influencent sa capacité à lier des protéines en repliement [29]. Le

cofacteur Mg-ATP a des effets similaires sur la structure tridimensionnelle de la cainexine.

Le rôle de la queue cytosolique de la calnexine demeure quelque peu nébuleux. Elle

possède des sites de phosphorylation qui sont phosphorylés in vivo par la MAP kinase

ERK1. Lorsque ces sites sont phosphorylés, la calnexine interagit plus fortement avec les

ribosomes suggérant ainsi que la phosphorylation de cette chaperone lui conférerait une

position stratégique à proximité du transïocon, ce qui permettrait le repliement optimal d’un

plus grand nombre de protéines néo-synthétisées par exemple dans des conditions

mitogéniques [30]. Les conclusions de cet article ont été renforcées plus récemment

lorsqu’un autre groupe a démontré que chez Yarrowia lypolitica, la cainexine s’associait à

la composante du translocon sec6l f3 reliant ainsi encore plus fortement la translocation au

repliement des protéines nouvellement synthétisées [31].

La structure tridimensionnelle de la partie luminale de la calnexine/calréticuline a été

résolue par résonance magnétique nucléaire [32] ainsi que par diffraction de rayons X suite

à sa crystallographie [33]. Les résultats révèlent une structure composée de deux

domaines un long bras formé du domaine central replié sur lui-même (épingle-à-cheveux)

et une région globulaire formée des régions N et C terminales. Des études structure-
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fonction in vitro ont montré que le bras est nécessaire pour l’interaction avec ERp57, une

thiol oxydoréductase retrouvée dans le RE des mammifères (voir sections 2.2 B et 3.1),

tandis que le domaine globulaire est essentiel à l’activité lectine de la calnexine et comporte

également une grande partie de la fonction chaperone classique. Pour que la calnexine

puisse fonctionner de façon optimale, les deux régions sont cependant nécessaires [34].

2.2 BiP, membre de la famille des Usp7O

A. Fonctions

Deux chaperones de la famille Hsp7O localisées dans la lumière du RE sont connues

et BiP est la mieux caractérisée, l’autre Lhslp chez la levure/Grpl 70 chez les mammiferes

a été très peu étudiée et ses rôles précis demeurent flous. Jusqu’à présent, les travaux

pointent vers un rôle de Lhslp/Grpl7O dans la promotion de la translocation des protéines

nouvellement synthétisées [35]. De plus, contrairement à BiP, LHS] n’est pas un gène

essentiel chez $. cerevisiae, ce qui laisse supposer qu’il fait plutôt partie d’un mécanisme

de compensation utile surtout dans des situations de stress [36].

Le rôle principal de BiP est de permettre aux protéines d’acquérir leur structure

native en reconnaissant celles qui sont mal repliées et en se liant à leurs régions

hydrophobes exposées ce qui empêche leur agrégation intra et intermoléculaire (revue dans

[37]). Cependant, BiP rempli plusieurs autres fonctions dans la lumière du RE. Comme la

calnexine, Bip est capable de lier des molécules de Ca2 [38]. Il a également été démontré

que plusieurs molécules de BiP facilitaient la translocation des protéines nouvellement

synthétisées dans le RE en se liant de manière répétée aux régions émergeant du translocon,

imprimant ainsi un mouvement «entrant» sur les polypeptides nouvellement synthétisés

[39]. BiP sert aussi de sceau d’étanchéité du pore de translocation dans les premiers

instants du passage des nouvelles protéines ce qui préserve l’intégrité membranaire du RE

[40]. BiP joue un rôle de premier plan en tant que molécule-senseur dans la réponse aux
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protéines mal repliées (voir section 5.2) et est également impliqué dans le processus de

dégradation de celles-ci (voir section 5.1). Les multiples fonctions de BiP en font vraiment

une molécule clé de l’appareil de contrôle de qualité du RE.

B. Structure

BiP, comme les autres chaperones de la famille Hsp7O, a un poids moléculaire

d’environ 70 KDa et possède deux domaines distincts : un domaine N-terminal où se trouve

le site responsable de son activité ATPasique ainsi qu’un domaine C-terminal de liaison des

substrats qui reconnaît les régions hydrophobes exposées au milieu par les protéines

dénaturées (voir figure 6A). L’affinité du domaine C-terminal pour les polypeptides est

régulée par la liaison du domaine N-terminal à des cofacteurs nucléotidiques [41]. Lorsque

le domaine N-terminal est lié à une molécule d’ATP, BiP s’ouvre et peut ainsi lier les

substrats. Sa liaison aux substrats entraîne une augmentation de son activité ATPasique.

Suite au clivage enzymatique du dernier lien phosphodiester de l’ATP, l’affinité de BiP

pour les résidus hydrophobes augmente, la poche de liaison des substrats se referme sur sa

proie et ainsi, BiP empêche l’agrégation des protéines en cours de repliement. Lorsqu’une

molécule d’ATP remplace l’ADP + Pi, il y a réouverture de la poche et les substrats

peuvent s’échapper. Si ceux-ci sont correctement repliés, ils pourront poursuivre leur

chemin dans la voie de sécrétion, sinon, ils seront capturés à nouveau par BiP ou d’autres

chaperones (voir figure 6B). Ainsi, de nombreux cycles liaison-relâchement peuvent avoir

lieu avant que les substrats soient correctement repliés et ne présentent plus de surfaces

dénaturées auxquelles les chaperones moléculaires pourraient se lier. La localisation de BiP

au niveau du RE est assurée par un signal de 4 acides aminés à son extrémité C-terminale.

Ces 4 résidus sont KDEL chez les mammiferes, HDEL chez S. cerevisiae et ADEL chez S.

pombe. Lorsque des protéines portant des signaux de ce type atteignent l’appareil de Golgi,
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elles sont reconnues par un récepteur (Erd2p chez la levure) qui les ramène dans la lumière

du RE via des vésicules de type COPI.

C. Cochaperones de type DnaJ /Hsp4O et facteurs d’échange nucléotidiques

La durée de la liaison des chaperones de la famille Hsp7O à leurs substrats est reliée à

leur vitesse de transformation de l’ATP en ADP. L’activité ATPasique des Hsp7O dont le

niveau basal est peu élevé peut être stimulée par co-chaperones de la famille DnaJ/Hsp4O.

Chez la levure, trois de ces co-chaperones ont été localisées dans le RE $ Sec63p, Jemlp et

Scj lp. Il a été proposé que le complexe Sec63p (DnaJ membranaire) et de BiP (Hsp7O) soit

le moteur principal de la translocation des protéines nouvellement synthétisées en

permettant une hydrolyse rapide de l’ATP en ADP ce qui résulte en des cycles répétés de

liaison relâchement des peptides qui imposent une direction au mouvement brownien des

protéines dans le pore [42]. En appui à ce modèle, des mutations de BiP dans son domaine

ATPasique inhibent de façon dominante la translocation des protéines in vivo et in vitro.

Par contre, des mutations du domaine C-terminal de liaison des peptides sont sans effet sur

ce processus [43]. Jemlp et Scjlp quant à elles sont des «DnaJ» solubles de la lumière du

RE. Scj ip coopère avec BiP pour favoriser l’assemblage et le repliement correct des

protéines [44]. Jemlp coopère avec BiP/Kar2p pour rendre possible la fusion des deux

noyaux lors de l’accouplement (mating) chez la levure [45]. Ces deux co-chaperones sont

impliquées dans la dégradation de substrats mal repliés envoyés vers la dégradation [46]

tandis que Sec63p fait partie intégrante du pore de rétrotransiocation [47] (voir section

2.7A).

Chez les mammiferes, cinq différentes cochaperones de la famille DnaJ localisées

dans le réticulum endoplasmique (ERdj 1 à 5) ont été recensées jusqu’à présent. Toutes

s’avèrent capable d’interagir avec BiP de manière ATP-dépendante [48,49,50,5 1,52].

ERdj2 est une co-chaperone transmembranaire homologue de Sec63p chez la levure et

rempli apparemment les mêmes fonctions chez les mammifères [53]. ERdj3 est un
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homologue de Scj ïp qui coopère avec Bip pour le repliement et l’assemblage des protéines

dans la lumière du RE. ERdj 1,4 et 5 n’ont pas encore de fonctions démontrées, elles

pourraient aussi contrôler l’activité de BiP lors du repliement et du processus de

translocationlrétrotranslocation. La multiplicité des protéines de type DnaJ dans le RE des

mammifères souligne l’importance de leur action régulatrice sur BiP, il est possible qu’elles

agissent chacune dans des conditions particulières qui restent à découvrir.

L’activité chaperone des Hsp7O peut également être régulée par une autre classe de

protéines : les facteurs d’échange nucléotidiques. En 1991, le prototype de cette catégorie

de co-chaperone a été découvert. En effet, la protéine GrpE bactérienne est capable de

promouvoir l’échange d’ADP + Pi pour une molécule d’ATP dans le site actif de

chaperones de la famille hsp70 (DnaK) [54]. Jusqu’à tout récemment, aucun facteur

d’échange nucléotidique n’avait été trouvé dans le RE pouvant promouvoir l’activité de

BiP. En 2000, Slslp/Sillp a été proposée comme pouvant jouer ce rôle pour BiP, cette

protéine stimule en effet la liaison de BiP avec Sec63p d’une façon dose-dépendante [55]

ainsi que le processus de translocation post-traductionnelle [35]. Finalement, en 2002,

BAP, l’homologue de Slslp chez les mammifères a été identifié [56]. L’activité

d’échangeur nucléotidique de BAP a été démontrée contrairement à Slslp. Donc, de tels

régulateurs de l’activité de BiP semblent avoir été conservés évolutionnellement.

2.3 Grp94, membre de la famille des Hsp9O

A. fonctions

Cette chaperone de la famille des Hsp9O est retrouvée uniquement dans le RE des

mammifères [57]. C’est une protéine très abondante (la plus importante glycoprotéine du

RE en quantité) comptant pour 5 à 10 % de toutes les protéines luminales.

Comparativement aux autres chaperones moléculaires, ses rôles physiologiques ainsi que

ses mécanismes d’action demeurent mal compris. Comme la calnexine et BiP, elle s’avère
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capable de lier le calcium divalent, elle constitue même la principale responsable protéique

de la capacité de stockage du calcium dans le RE.

Jusqu’à présent, Grp94 n’a été retrouvée associée qu’à quelques substrats

comparativement aux autres chaperones du RE. Elle a été isolée en complexe avec des

chaînes d’immunoglobulines [5$], des protéines du CMH de classe II [59], de la

thyroglobuline [60] ainsi que quelques autres protéines. Cette faible variété de substrats

avec lesquelles Grp94 interagit n’a pas permis de découvrir un dénominateur structurel qui

aurait pu révéler une préférence de Grp94 pour une quelconque classe de substrats.

Cependant, une certaine spécificité pour les intermédiaires tardifs de repliement des

protéines pourrait indiquer que Grp94 soit une chaperone de «finition» qui viendrait

terminer les étapes de maturation des polypeptides [61].

Une autre fonction intéressante de Grp94 réside dans sa capacité à lier des peptides et

à son implication dans leur transport et leur maturation dans les cellules présentatrices

d’antigène. Ces capacités de liaison de peptides ont amené un groupe à injecter des

complexes Grp94 /peptides tumeur-spécifiques créé in vitro dans des souris ce qui a eu

pour effet de provoquer une réponse anti-tumorale [62]. Cela implique que les peptides liés

à Grp94 sont transférés à des molécules du MHC de classe T suite à l’endocytose des

complexes mais la voie d’entrée et le compartiment spécifique (le RE semble le meilleur

candidat) où se déroulent ces phénomènes demeurent inconnus. Des études récentes du

laboratoire du Dr. Michel Desjardins laissent penser que les phagosomes pourraient jouer

un rôle crucial dans ce processus [63].

B. Structure

Grp94, comme son nom l’indique a un poids moléculaire d’environ 94 kDa. Elle a

été découverte en 1977 en même temps que BiP (Grp7$) suite à son induction dans des

fibroblastes de poulet embryonnaires cultivés en absence de glucose [64]. C’est une

glyprotéine de 782 acides aminés après le clivage de son peptide signal de 21 résidus. Elle
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est glycosylée sur un seul de ses résidus asparagines (196). Sa partie amino-terminale est

homologue aux Hsp9O et est capable de se lier avec une faible affinité (ordre du

millimolaire) à des molécules d’ATP. L’activité ATPasique de Grp94 est également

beaucoup moins forte que les autres membres de la famille des Hsp9O et, contrairement aux

Hsp7O, son interaction avec ses substrats est ATP indépendante. Des études récentes de

crystallisation ont montré que le domaine C-terminal chargé de Grp94 se replie sur le

domaine N-terminal pour former une structure stable en forme de canne. Cela permet à la

partie N-terminale d’interagir avec le milieu de la protéine. Ces travaux ont également

démontré que la liaison de cofacteurs ou de ligands dans la partie amino-terminale

provoquaient des changements conformatioimels qui pourraient intervenir dans la liaison de

substrats par Grp94 [65]. La partie carboxy-terminale contient également un domaine de

dimérisation hydrophobe et des études ont montré que la majorité des molécules de Grp94

étaient retrouvées sous forme homodirnérique [66]. Cette chaperone possède également un

tétrapeptide KDEL à son extrémité C-terminale qui lui permet d’être retournée dans le RE

lorsqu’elle s’échappe jusqu’au Golgi. Une partie de Grp94 est cependant sécrétée dans le

milieu extracellulaire dans certains types cellulaires. Les régions de Grp94 lui permettant

d’interagir avec des substrats ne sont pas encore localisées spécifiquement. Un zipper à

leucine ainsi qu’une région KEKE ont été proposées comme pouvant être les médiateurs de

ces interactions.

3. Les enzymes de repliement

Dans la voie de sécrétion, on retrouve également des enzymes de repliement

(« foldases ») qui augmentent activement la vitesse et la qualité du repliement des

protéines. Les protéines disulfides isomérases (PDIs) sont responsables de la réduction,

l’oxydation et l’isomérisation des ponts disulfures (section 3.1) tandis que des peptidyl

prolyl isomérases (PPlases) catalysent l’isomérisation cis/trans des liens peptidyl-prolyl
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(section 3.2). Le tableau I recense tous les enzymes de repliement du RE connus chez les

mammifères et chez la levure Saccharomyces cerevisiae.

3.1 Protéines disulfides isomérases

Les ponts disulfures agissent comme des stabilisateurs de la conformation native des

protéines qui passent par la voie de sécrétion. Les protéines cytoplasmiques ne possèdent

pas de ponts disulfures stables étant donné le potentiel rédox très faible du cytosol (-230

mV) comparé à celui du RE (-172 mV). Les étapes au cours desquelles ces liens covalents

sont formés sont souvent considérées comme limitantes dans le processus de repliement

d’où l’importance pour la cellule de se doter d’enzymes catalyseurs de ces réactions : les

protéines disulfides isomérases. Le prototype de cette classe d’enzyme luminales est PDI,

découvert au début des années soixante (revue dans [671). C’est une protéine de 55 kDa

localisée dans la lumière du RE. Son activité dépend de 2 paires de cystéines présentes dans

des motifs de type Cys-Xxx-Xxx-Cys contenus dans un domaine homologue à la

thiorédoxine bactérienne (revue dans [68]). Plusieurs études in vitro ont depuis montré la

versatilité de cet enzyme qui est capable de réduire, d’oxyder et d’isomériser les ponts

disulfures des protéines en repliement. Il a également été montré que PDI peut agir comme

une chaperone dont l’activité dépend de son état rédox du moins pour la toxine du choléra.

Lorsqu’elle est présente sous forme thiol, elle interagit avec ses substrats et lorqu’elle est

oxydée, elle relâche ses substrats [69]. De nombreuses protéines semblables à PDI sont

également capable de favoriser la formation, l’isomérisation ou la réduction des ponts

disulfures des protéines nouvellement transloquées dans la voie de sécrétion. Chez les

mammifères, on retrouve évidemment PDI mais aussi ERp57 [70] qui interagit

spécifiquement avec des glycoprotéines (voir section 4), ERp72 [71], P5/CaBPY [72],

PDIR [73] et PDIP [74] dont l’expression est spécifique au pancréas. Tout récemment, de

nouvelles protéines semblables à PDI: ERpY9 et ERp46, ont été découvertes lors d’un

recensement du protéome du RE [75] mais la nature de leur activité n’a pas été explorée.
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Chez la levure, 5 homologues de PDI ont été découverts jusqu’à présent: Pdilp [76],

Mpdlp [77], Mpd2p [7$], Euglp [79] et Epslp [80]. De ces protéines, seule Pdilp est

essentielle à la viabilité de S. cerevisiae mais la surexpression d’un seul de ses homologues

permet de pallier au moins partiellement à la fonction de Pdilp.

Un problème central dans la formation de ponts disulfures dans l’environnement

oxydant de la lumière du RE est que ce phénomène entraîne la perte d’éléments oxydants,

un influx de ceux-ci est donc nécessaire afin de maintenir la balance oxydative de

l’organelle intacte [67]. Jusqu’à récemment, la source de ce potentiel redox demeurait mal

comprise; il était supposé qu’un transport sélectif de glutathione oxydé (GSSG) dans la

lumière maintenait les conditions idéales du RE pour la formation des ponts disulfures [81].

Cette hypothèse a été écartée lorsqu’un groupe a démontré que dans des levures déficientes

en glutathione synthase (GSHI), le processus de d’oxydation des ponts disulfures était

maintenu à peu près intact [$2]. De plus, il a été montré que la production de glutathione

oxydé est couplée à l’activité de Erolp, une oxydoréductase du RE, le glutathione du RE

occupe donc le rôle d’un agent réducteur. Des travaux récents ont aussi montré que le

glutathione réduit (GSH) était sélectivement importé dans des microsomes plutôt que le

glutathione oxydé (GSSG) ce qui conforte l’importance du tampon glutathione dans la

réduction des ponts disulfures [83]. Il fallait donc recourir à une nouvelle hypothèse pour

expliquer la formation de ponts disulfures dans le RE.

Erolp a été découverte au cours de deux études indépendantes chez la levure [84,85].

L’une utilisant des criblages génétiques pour des phénotypes de déficience dans le

processus de sécrétion et l’autre en criblant pour des souches ayant une sensibilité accrue

au dithiothréitol, un agent réducteur. Cette découverte a permis de révéler une partie du

mécanisme d’importation d’équivalents oxydants dans le RE. Erolp est une protéine

essentielle de la levure associée à la membrane par sa partie carboxy-terminale [86] et

capable de lier fortement une molécule de flavine adénine dinucléotide (FAD) [$7]. Cette

oxydoréductine est conservée à travers les espèces et on retrouve deux homologues chez les

mammiferes: EROI-LŒ et ERO1-Lf3 [$8,89]. Des essais in vitro ont démontré que les
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équivalents oxydatifs étaient passés de FAD à Erolp à Pdilp et aux substrats [87] (voir

figure 7). Ce mécanisme enzymatique d’oxydation des protéines nouvellement synthétisées

permettrait aux ponts disulfures non-natifs d’être facilement réduits et isomérisés, le milieu

du RE n’ayant pas besoin d’être fortement oxydatif pour que les ponts se forment. Un

article très récent démontre que les molécules de FAD synthétisées dans le cytosol

pénètrent dans la lumière du RE où elles peuvent promouvoir l’oxydation de Erolp qui

utilise l’oxygène moléculaire comme son accepteur final d’électron [90]. Ces résultats

permettent de coupler directement la consommation cellulaire d’oxygène et la formation de

ponts disulfures dans les protéines néo-synthétisées. Une nouvelle famille de protéines de la

lumière du RE, les sulfhydryls oxydases joueraient un rôle similaire à Ero lp chez la levure,

le premier représentant microsomial de cette classe est Erv2p [91]. Ainsi, l’idée qu’on se

faisait du mécanisme de formation des ponts disulfures et du maintien du potentiel rédox

intraluminal a subit passablement de bouleversements au cours des dix dernières années.

3.2 Peptidyl-prolyl isomérases

Les peptidyl-prolyl isomérases catalysent l’interconversion cis/trans des liens

peptidyl-prolyl (Xaa-Pro) sur des substrats protéiques (revue dans [92]) (voir figure 8).

Bien que l’activité PPIase ait été observée à de nombreuses reprises in vitro en utilisant par

exemple des peptides dont le clivage par la chymotiypsine a lieu seulement en forme trans,

cette activité n’a pas encore été observée in vivo [93]. Cependant, l’implication des PPlases

dans le repliement des protéines nouvellement synthétisées dans le RE a été suggérée pour

la première fois par le mauvais repliement du procollagène dans des cellules traitées avec

l’immunosuppresseur cyclosporine A [94]. En effet, la capacité de certaines PPlases

(immunophilines) de pouvoir se lier à des molécules de médicaments immunosuppresseurs

a amené leur division en deux classes selon qu’elles se lient préférentiellement à la

cyclosporine A (cyclophilines) ou à FK506 (FKBP). La liaison des immunophilines à ces
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médicaments inhibent leur fonction PPIase. Dans le RE des mammiferes, on retrouve 2

fKBPs soient FKBPI3 et FKBP65 tandis que chez la levure, on ne retrouve que

l’homologue de fKBP13 soit Fpr2p. Les mammifères possèdent 5 cyclophilines (CypB,

CypC, Cyp4O, Cyp33A et Cyp33B) dans leur RE soit le même nombre que chez la levure

(Cyp2p, Cyp5p, Cyp7p, Cyp$p et Scc3p) (revue dans [95]). D’autres évidences indirectes

sont venues s’ajouter depuis, par exemple, la cyclophiline B d’AspergiÏÏus figer est induite

dans des conditions où le contenu en protéines mal repliées du RE est élevé (UPR, voir

section 5.2) ce qui laisse penser qu’elle aurait un rôle à jouer dans le repliement correct de

ces polypeptides [96].

4. Chaperonosomes

Des complexes (chaperonosomes) entre la calnexine/calréticuline et d’autres

chaperones du réticulum endoplasmique ont été recensés à de nombreuses reprises dans la

littérature. La vision monolithique des chaperones agissant indépendamment les unes par

rapport aux autres est de plus en plus contestée. Par exemple, bien que leur rôle ne soit pas

très bien compris, des complexes stables calnexine/calréticuline/BiP ont été caractérisés

dans des cellules de tabac [97] ainsi que chez la levure Schizosaccharomyces pombe [21].

L’interaction entre le domaine en épingle-à-cheveux de la calnexine/calréticuline et

l’homologue de PDI, ERp57 permet à cette oxydoréductase d’exhiber une certaine

spécificité pour les glycoprotéines [98]. Un complexe similaire entre la protéine disulfide

isomérase et BiP a également été isolé [99], suggérant qu’une voie de repliement

calnexine/calréticuline/ERp57 serait empruntée par les glycoprotéines tandis que les

protéines non-glycosylées seraient prises en charge par le complexe BiP/PDL Un très grand

complexe foniié de BiP, GRP94, P5, PDI, ERdj3, CycB, ERp72, Grpl7O et UGGT a été

isolé avec des chaînes lourdes d’immunoglobulines en repliement [1001. Ce complexe

demeurait quasi intact en absence de substrat (ERdj3 n’était plus présent). L’absence de

calnexine/calréticuline dans ce complexe ainsi que des données concernant l’interaction
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temporelle de certains substrats d’abord avec BiP et ensuite avec la cainexine [101]

appuient l’hypothèse de chaperonosomes indépendants qui seraient sélectionnés selon la

nature et l’état de repliement des substrats.

5. Réponses aux stress protéiques du réticulum endoplasmique

Malgré le fait que la lumière du RE soit un environnement rempli de chaperones et

propice au repliement adéquat des polypeptides, l’énorme quantité de protéines néo

synthétisées que ce milieu reçoit résulte en une certaine quantité d’agrégats non-

fonctionnels dont le réticulum endoplasmique doit se débarrasser. Advenant une

accumulation trop grande de ces déchets, les cellules deviennent incapables de fonctionner

et finissent par mourir. Deux mécanismes permettant de contourner ces problèmes ont été

découverts à ce jour: la dégradation associée au réticulum endoplasmique (ERAD) et la

réponse aux protéines mal-repliées (UPR).

5.1 Dégradation associée au réticulum endoplasmique (ERAD)

Le récepteur des lymphocytes T a été la première protéine identifiée comme étant un

substrat de l’ERAD. Dans des cellules incapables de synthétiser un des constituants de ce

récepteur, les sous-unités restantes sont dégradées rapidement et ne parviennent jamais à

l’appareil de Golgi [102]. L’hypothèse principale ressortant de ces travaux était que la

dégradation de ces protéines mal repliées s’effectuait dans la lumière du RE mais il était

difficile de concilier la grande quantité de protéines synthétisées dans cette organelle avec

la présence de protéases actives. De nombreuses études ont permis de découvrir qu’en fait

le processus de dégradation se déroulait dans le cytosol et était médié par un complexe

protéasique: le protéasome (revue dans [103]). Afin de parvenir dans le cytosol, les

protéines mal repliées doivent être d’abord être rétrotransloquées à travers le pore (revue

dans [104]). Les mécanismes qui régulent l’ouverture du translocon pour laisser passer les
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protéines ciblées par l’ERAD demeurent mal connus. Ce mécanisme peut être découpé en

quatre étapes successives.

La reconnaissance du substrat: Les déterminants structurels régissant la

dégradation des protéines non-glycosylés ne sont pas encore bien caractérisés mais

récemment, de nouveaux travaux sont venus éclairer le sort réservé aux glycoprotéines

irrémédiablement mal-repliées (voir figure 9A). Les cellules eucaryotes sont en effet

capable d’évaluer le temps que ces protéines passent dans le RE grâce à une enzyme

minuterie l’a-mannosidase [105]. Ce mécanisme de marquage des glycoprotéines

irrémédiablement mal repliées est fortement lié au cycle de l’UDP-glucose: glycoprotéine

glugosyltransférase. Comme expliqué précédemment (voir section 2.1 A et figures 4 et 9),

les glycoprotéines nouvellement transloquées dans le RE sont glycosylées avec

l’oligosaccharide de base Glc3Man9GlcNac2 et leurs deux glucoses terminaux sont clivés

rapidement par les glucosidases I et II ce qui permet ensuite l’interaction des substrats avec

la région lectine de la calnexine/calréticullne qui prévient leur agrégation. La glucosidase

II vient alors cliver le dernier glucose et les substrats possédant l’oligosaccharide

Man9GlcNac2 peuvent alors être reconnus par l’UGGT qui les reglucosylera s’ils sont mal

repliés et permettra de nouveau leur interaction avec la calnexine/calréticuline. Si les

substrats sont bien repliés, ils seront reconnus par d’autres lectines membranaires : V1P36

et ERGIC53 capables de voyager du RE à l’appareil de Golgi et vice-versa. Il a été suggéré

que ERGIC53 pouvait prendre part aux étapes qui permettent aux glycoprotéines de quitter

le RE pour se diriger vers le compartiment intermédiaire tandis que V1P36 pennettrait aux

glycoprotéines de traverser le Golgi et de continuer leur progression à travers le reste de la

voie de sécrétion (revue dans [106]). Par contre, si les substrats demeurent trop longtemps

dans la lumière du RE, l’Œ-mannosidase, une enzyme à action lente comparativement à

l’UGGT et aux glucosidases finira par cliver un résidu mannose terminal pour donner

naissance à des oligosaccharides Man8GlcNac2 qui peuvent être reconnus par une lectine

membranaire récemment découverte : EDEM chez les mammifères [107] ou Html p chez la

levure [10$]. Il a été démontré que EDEM interagit avec la calnexine via leurs domaines
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transmembranaires et qu’ainsi elle est capable d’extraire plus facilement les substrats du

cycle de l’UGGT pour les envoyer vers la dégradation [109]. Une surexpression de cette

lectine corrèle également avec une augmentation du processus d’ERAD dans les cellules

[110, 111]. La manière dont cette lectine prépare les substrats pour leur rétrotranslocation

n’a cependant pas été élucidée.

Jusqu’à présent, les évidences présentées pour une implication de certaines

chaperones de la voie de sécrétion dans le processus de l’ERAD sont plutôt

circonstancielles. La dégradation de CPY* dans une souche de levure exprimant une forme

de PDI mutante est beaucoup plus lente que dans des cellules sauvages et des microsomes

isolés de cette souche sont incapables de dégrader une forme non-glycosylée du facteur de

conjugaison alpha [100]. Le fait que la délétion de l’homologue membranaire de PDI Epslp

inhibe la dégradation d’une pompe à protons AlPasique ainsi que des interactions

génétiques avec d’autres composants de J’ERAD suggèrent que Epslp jouerait un rôle

important dans la reconnaissance des protéines irrémédiablement mal repliées [112]. BiP

joue également un rôle dans la dégradation de protéines solubles du RE comme le démontre

l’inhibition de ce phénomène suite à la mutation de cette chaperone [113]. Ces mutants

ainsi que des souches dans lesquelles les cochaperones Jemlp et Scjlp ont été délétées

accumulent les protéines luminales sous forme d’agrégats stable ce qui laisser croire qu’en

temps normal, BiP pourrait maintenir les substrats de l’ERAD dans un état soluble

compatible avec leur rétrotranslocation éventuelle. La calnexine a quant à elle été

impliquée dans la dégradation in vitro du facteur alpha non-glycosylé [114].

Le passage des protéines à travers ta membrane: L’implication du transiocon

Sec6lp dans le processus de rétrotransiocation de protéines irrémédiablement mal repliées

vers le cytosol est bien documentée. Des substrats de l’ERAD ont été immunoprécipités

avec le pore [115, 116] et des souches de levure mutantes pour Sec6lp sont déficientes

pour la dégradation de certaines protéines [117, 118]. Cependant, la manière dont ces

substrats pénètrent dans le pore demeure incrnmue. Des articles récents ont soulevé la
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possibilité que certaines protéines membranaires mal repliées n’avaient pas besoin de

repasser par le pore pour être dégradées, le protéasome étant en effet capable de couper les

fragments qui dépassent du côté cytosolique de la membrane, il a été proposé que le reste

de ces protéines soit dégradé par des protéases luminales (e.g signal peptidase) [119].

Polyubiquitylatiou des substrats: Le portrait actuel que nous possédons de ce

processus provient surtout d’études de mutants chez la levure dans lesquels la dégradation

de protéines modèles est inhibée. En particulier, CPY’, une forme mutante de l’enzyme

luminale carboxypeptidase Y ciblée pour l’ERAD, a été très utilisée par le groupe de Wolf

[120] tandis que la protéine membranaire hydroxyméthylglutaryl CoA-réductase (HMGR)

qui est dégradée lorsque les stérols et leurs dérivés sont abondants dans les cellules a été

utilisée par le groupe de Hampton [121]. La plupart des substrats rétrotransloqués sont

d’abord marqués avec des molécules d’ubiquitines suite à l’action d’une machinerie

enzymatique localisée à la surface cytoplasmique de la membrane du RE (voir figure 9A et

B). Le processus d’ubiquitylation débute par l’activation ATP-dépendante d’une molécule

d’ubiquitine par une enzyme activatrice de la classe El. La ligation de l’ubiquitine au

substrat est ensuite réalisée par un complexe d’enzymes de classe E2 (enzyme de

conjugaison de l’ubiquitine) et E3 (ubiquitine-ligase, responsable de la reconnaissance du

substrat) (revue dans [122]). Les molécules d’ubiquitine (76 acides aminés) sont attachées

à des résidus lysines des protéines ciblées pour la dégradation (G76 avec résidu K du

substrat) [123]. Des polymères d’ubiquitine sont formés par une liaison (K4$-G76) entre

les différents résidus et un minimum de 4 molécules d’ubiquitine sont requis pour que la

reconnaissance des substrats par le protéasome ait lieu [1241. Une seule enzyme

d’activation de l’ubiquitine, El, a été caractérisée chez les mammifères (El) et trois sont

connues chez les levures: ubalp et uba2p et uba3p. Ubc6p (MmUbc6 chez les

mammifères), une protéine membranaire du RE, Ubc7p chez la levure (MmUbc7), une

protéine cytoplasmique recrutée à la membrane du RE par Cuelp (gp78 possède un

domaine homologue à Cuelp chez les mammifères) et Ubclp (pas d’homologue) sont les
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trois enzymes de conjugaison de l’ubiquitine (E2) connues impliquées dans l’ERAD.

Der3/Hrdlp (gp7$ chez les mammifères) est l’ubiquitine ligase membranaire (E3) qui

coopère avec Ubclp et Ubc7p afin de marquer les substrats. Un partenaire important de

Der3/Hrdlp est la protéine membranaire Hrd3p qui jouerait un rôle dans la signalisation

entre les composantes luminales de l’ERAD et la machinerie d’ubiquitylation cytosolique.

Cette protéine est essentielle à la dégradation de substrats solubles et membranaires.

L’ubiquitylation est requise pour qu’une rétrotranslocation adéquate des substrats ait

lieu [125,126]. Jusqu’à récemment, 2 rôles étaient proposé pour les polymères d’ubiquitine

soient un rôle analogue à celui de BiP dans la translocation (assurer la directionnalité du

mouvement brownien des protéines dans le pore) ou un rôle de signal de reconnaissance

pour une autre protéine qui viendrait favoriser la rétrotranslocation. Le groupe de Rapoport

a récemment démontré que l’ubiquitine ne serait pas un «ratchet» moléculaire mais il

propose qu’elle serait plutôt reconnue par l’ATPase cdc48p (p97) et son cofacteur Ufdl

Np14 [1271, ce qui fournirait un moteur pour ta rétrotranslocation [12$].

Dégradation par le protéasome: Une fois parvenus dans le cytosol, les substrats

polyubiquitinés sont reconnus par des protéasomes (revue dans [129]) faisant partie de la

sous-population localisée à la surface du RE. 11 s’agit d’un complexe de 26S formé d’une

partie centrale de 20S qui est responsable de l’activité protéolytique et d’une partie

régulatrice de 19S qui est responsable de la reconnaissance, de la liaison et de la

dénaturation des substrats. Une fois reconnus, les substrats sont désubiquitylés alors qu’ils

commencent à pénétrer dans la sous-unité catalytique du protéasome. Les polymères

d’ubiquitine sont ensuite redivisés en monomères qui peuvent reparticiper à la dégradation

d’autres substrats. Les substrats quant à eux sont dégradés par les trois sites actifs différents

du protéasome 26S. Ainsi, la cellule parvient à se débarasser d’agrégats protéiques qui

pourraient gêner son fonctionnement optimal.

5.2 Réponse aux protéines mal-repliées (UPR)
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Le processus de l’ERAD n’est pas suffisant pour garantir la viabilité cellulaire en

condition de stress protéique intense. Dans une situtation où la quantité d’agrégats

intraluminaux est vraiment importante, la réponse aux protéines mal repliées (UPR)

s’allume et constitue un agent de protection important pour la cellule (revue dans [130]).

Chez les levures, cette réponse augmente la transcription de nombreux gènes encodant des

protéines impliquées dans le processus de contrôle de qualité et de dégradation des

protéines nouvellement synthétisées. Les mammifères ont également une réponse

homologue à celle de la levure mais ils peuvent également compter sur une inhibition

générale de la traduction qui diminue la pression exercée sur la voie de sécrétion.

Vers la fin des années $0, il a été démontré qu’un couplage avait lieu entre la

présence de protéines mal repliées dans la lumière du RE et l’induction de protéines de la

famille des Grp ce qui suggérait l’existence d’un système de communication RE/noyau

[131). Des études chez la levure ont depuis, permis d’identifier et de caractériser les

différentes composantes de cette voie de signalisation. Cette voie est activée lorsqu’un

grand nombre de protéines mal repliées forcent la chaperone moléculaire BiP à relâcher la

protéine transmembranaire de type I Irelp pour aller empêcher l’agrégation des protéines

mal repliées (voir figure 10). Ce relâchement favorise l’oligomérisation de Irelp qui permet

à son domaine kinase de provoquer la transphosphorylation de Irelp. Cette modification

active une fonction endonucléase située dans la partie nucléaire de Irelp. Irelp catalyse

l’épissage non-conventionnel de molécules d’ARN messager de Haclp, un facteur de

transcription. Cet épissage suivi d’une religation par la tRNA ligase Rlglp permet une

traduction efficace de Haclp qui peut alors aller transactiver l’expression de gènes

contenant un élement UPRE dans leur promoteur. Parmi ces gènes, on retrouve entre autres

des chaperones moléculaires et des protéines impliquées dans le processus de l’ERAD.

Chez les métazoens, on retrouve deux homologues fonctionnels de Irelp (IRE la et f3) mais

la cible de son activité endonucléasique demeurait inconnue jusqu’à tout récemment.

Dernièrement, le groupe de David Ron a montré que chez le nématode C. eÏegans, l’ARN

messager de XBFI pouvait être clivé par IRE1 et qu’une mutation dans XBP] ou IREJ
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provoquait une abolition du UPR. Le groupe de Mon a quant à lui montré que l’homologue

de XBP] présent chez les mammiferes était régulé par IRE1 et que son épissage le rendait

actif transcriptionnellement [132]. ATf-6, un second facteur de transcription capable de lier

les boîtes UPRE en amont des gènes est également retrouvé chez les mammifères [133].

Cette protéine transmembranaire de type II possède un domaine de liaison à l’ADN ainsi

qu’un domaine de transactivation du côté cytosolique. Cette partie de ATf 6 peut être

libérée par clivage protéolytique (protéases sites I et II), ce qui permet son entrée dans le

noyau et l’augmentation de la transcription de ses gènes cibles dont XBP].

Lorsque le RE des mammifères est soumis à un stress, on assiste à une

phosphorylation transitoire de la sous-unité alpha du facteur d’initiation de la traduction

e1F2 ce qui provoque une atténuation de la traduction (revue dans [134]). Le laboratoire de

David Ron a identifié une protéine transmembranaire de type I, PERK, dont la partie

luminale est semblable à la région d’interaction avec BiP de Irelp et dont la partie

cytosolique est homologue à une kinase de eIF2a [135]. Des études fonctionnelles de

PERK ont permis de démontrer que cette kinase est sensible aux mêmes stimuli que IRE 1

et qu’elle phosphoryle effectivement eIF2Œ ce qui rend impossible la formation du

complexe ternaire d’initiation de la traduction CAP-dépendante. Un stress important sur le

RE des mammifères résulte donc en une diminution de la traduction globale mais en une

augmentation de la transcription de gènes impliqués dans le contrôle de qualité. Il a été

démontré que certains de ces gènes dont celui encodant BiP possèdent des sites d’entrée du

ribosome, ce qui permet leur expression dans des conditions où la traduction CAP

dépendante est inhibée et donc de contourner la baisse globale de synthèse protéique

lorsque le UPR est allumé.

Des études récentes ont révélé une forme de communication entre le UPR et l’ERAD.

En effet, de nombreuses composantes de la machinerie de dégradation du RE voient leur

expression augmenter lorsque le UPR est déclenché. De plus, la délétion des enzymes de la
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classe E2, Ubc7p et Ubclp provoque la stabilisation de protéines destinées à la dégradation

et le déclenchement de l’UPR [136]. Donc il semblerait qu’en conditions normales,

l’activité basale de l’ERAD est suffisante pour éliminer les agrégats protéiques issus du

métabolisme cellulaire mais en conditions de stress, l’UPR se déclenche et augmente la

capacité de dégradation de l’ERAD ce qui a pour effet d’éliminer le surplus de protéines

mal repliées. Le système de contrôle de qualité du réticulum endoplasmique comporte donc

au moins les mécanismes d’ERAD et de UPR qui communiquent entre eux pour assurer un

maximum de stabilité au processus de repliement intraluminal.

B. PROJET DE RECHERCHE

Le mécanisme de contrôle de qualité de la voie de sécrétion de la levure

$chizosaccharomyces pombe est plus près de celui des mammifères que celui de l’autre

levure modèle Saccharomyces cerevisiae ce qui en fait un meilleur modèle d’étude dans ce

champ de recherche. Le laboratoire du Dr. Rokeach a précédemment montré que bien que

la calnexine de la levure Schizosaceharornyces pombe était essentielle à la viabilité, son

domaine central conservé ne l’était pas [137]. Cette situation avait été présagée lorsque

d’autres travaux de notre laboratoire ont montré que la calnexine de S. pombe interagit avec

des protéines indépendemment de leur état de glycosylation ([21] et [22]). Plusieurs

questions se posaient alors : est-ce que les mutants de la calnexine ne possédant pas de

domaine central sont des chaperones moléculaires fonctionnelles? Si ces mutants ne sont

pas fonctionnels, quelle est la fonction essentielle de la calnexine? Quels sont les effets sur

la voie de sécrétion de mutations effectuées sur une chaperone centrale du mécanisme de

contrôle de qualité du RE? Au cours de ma maîtrise, j’ai tenté de répondre à ces

interrogations et les réponses parfois complètes, parfois partielles sont contenues dans le

manuscrit qui suit.
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Short Titie: Celis Iackïng the chaperone function of cainexin secrete active proteins

Keywords: Cainexin, Endoplasmic Reticulum, Molecular Chaperone, Protein Folding,

Secretion, Yeast Genetics

Abbreviations : CelIp, cellulase I from Aspergillus aculeatus ; cnx1, gene encoding wild

type cainexin in S. pombe; Cnxlp, calnexin from L pombe; ER, endoplasmic reticulum;

ERAD, ER-associated degradation; HSA, human serum albumin; sNEP, soluble neprilysin.

SYNOPSIS

Folding of newly-synthesized proteins within the endoplasmic reticulum

(ER) is a rate-limiting step in protein secretion. Thus, ER molecular chaperones and

foldases have a major impact in determining the rate and yield of these crucial cellular

processes. Calnexin is a key ER chaperone implicated in the folding, retention, and

targeting for degradation of proteins that go tbrough the secretory pathway. Cainexin

molecules contain a highly conserved central domain (hcd) that lias been proposed to be

involved in the interaction with folding substrates and other chaperones. To gain a better

understanding of the roles played by calnexin in the secretory pathway, we examined the

efficiency of fission yeast strains expressing calnexin mutants to secrete different model

proteins. Remarkably, calnexin hcd-deletion mutants, which exhibit defective chaperone

activity in vitro, confer viability and cause a considerable increase in the secretion of

heterologous cellulase and of endogenous proteins. Surprisingly the quality control

efficiency, measured as the activity/amount ratio of secreted model protein, was not

severely reduced in these calnexin hcd-deletion mutant strains. Our resuits suggest that

calnexin’s essential function does not reside in its role in the folding or in the retention of

misfolded proteins. These observations point to the existence of an overzealous quality

control mechanisrn in the ER of S. pombe that might reduce the secretion efficiency of

endogenous proteins.
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INTRODUCTION

Secreted and membrane proteins enter the secretory pathway at the level of the

endoplasmic reticulum (ER) [1]. Upon entering the ER, a larger number of newly

synthesized proteins undergo covalent modifications such as N-glycosylation and disulfide

bond formation, and most ofthe proteins acquire their final structure. Because ofthe high

concentration of newly-synthesized and resident proteins in the ER (attaining about 100

mg/ml), folding in this compartment is a major mechanistic challenge for the ceil.

Nevertheless, the ER constitutes a cellular compartment optimized for the efficient and

accurate folding of secretory proteins. To this effect, the ER contains a battery of

molecular chaperones and foldases that cooperate to increase the successful acquisition of

the tertiary and quatemary structures of proteins (reviewed in [2,3]). In addition, a quai ity

control system of protein folding ensures that only coirectly folded polypeptides and

assembled multimeric proteins exit the ER to continue on the secretion pathway (reviewed

in [4,5]). On the other hand, proteins that are irremediably misfolded are targeted to the

cytosol to be degraded by the proteasome [6J, a process that lias been named ERAD, for

ER-associated degradation (reviewed in [7,8]).

Membrane-bound calnexin and its soluble homologue calreticulin are molecutar

chaperones acting as key components ofER quality control process. for instance, calnexin

has been implicated in the ER-retention of misfolded mutant molecules in a vast number of

hereditary protein-folding diseases such as cystic fibrosis, juvenile emphysema, and

coagulation disorders (reviewed in [9]). Both calnexin [10] and calreticuiin [11] were

shown to interact with newly-synthesized glycoproteins via their monoglucosylated glycan

moieties. Nevertheless, cainexin and caireticulin were also reported to interact in vitro and

in vivo via peptide-peptide contacts, as classical chaperones such as BiP and GRP94 do

[12,13].

The lurnenal portion of the cainexin molecule shares with calreticulin a highly

conserved central domain (hcd), also known as the “P-domain”, containing two tandemly
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repeated motifs I-DPD/EA-KPEDWDD/E and G-W--P-I-NP-Y. NMR [14] and

crystallographic [15] studies on caireticulin and cainexin revealed that the 3D structure of

these chaperones is highly asymmetrical and composed of two distinct domains : j) a

globular core formed by the N- and C- termini; ii) a long, extended protrusion formed by

the highly conserved central domain (hcd). Several reports have established in vitro and in

vivo the importance of the various domains of mammalian calnexin!calreticulin for

oligosaccharide recognition and binding, peptidic substrate interactions as well as

cooperation with the thiol-oxidoreductase ERp57. For instance, in vitro experiments have

shown that the lectin- and peptide-binding regions of cainexin are mainly localized in the

globular domain, while the extended hairpin domain was found to be required for

interaction with ERp57, both regions being required for optimal activity of the chaperone

[l6]. Another example of calnexin/calreticulin structure-ftmction studies exarnined in vivo

the role oftheir ER sub-localization on selectivity of substrates [17]. This study reported

that when caireticulin was fused to the transmembrane domain of cainexin, its spectrum of

substrates shified to become very similar to those interacting with calnexin. This suggests

that these paralogues partition via their different sub-localizations the spectrum of

substrates in the ER.

Pointing to a crucial cellular role, calnexin (Cnxlp) was shown to be essential for

viability in the fission yeast Schizosaceharomyces pombe [18,19]. Interestingly, neither S.

pombe nor S. cerevisiae possess a calreticulin-encoding gene, suggesting that the

membrane-bound lectin chaperone is sufficient to ensure glycoprotein folding.

Nevertheless, Cnelp, the calnexin molecule in S. cerevisiae is not required for viability

[20]. In studies to assess the substrate specificity of cainexin in the fission yeast, our

laboratory observed that calnexinlCnxlp can interact in vivo with the glycoproteins acid

phosphatase and sNEP in the absence of glucose trimming and reglucosylation [21, 22].

These observations indicated that calnexin/Cnxlp could bind folding polypeptides in a

lectin!oligosaccharide independent fashion. Supporting this notion, we reported that cnx]

mutants lacking the highly conserved central region and the N-terminal domain (Ahcdcnx]



42

and inini_cnxl), including the region putative!y implicated in direct glycan contacts, are

viable in spite of calnexinlCnxl p being essential in the fission yeast [23]. Consequently

this suggested that, at least in the ER of S. pombe, enough glycoproteins may fold in the

absence ofthe cainexin-lectin activity to sustain life under standard growth conditions.

Since protein folding is rate limiting for the exit ofproteins ftom ER, changes in the

expression levels of key ER chaperones are expected to have detectable effects on

secretion. When considering chaperone function, the rate of protein exit from the ER can

be schematically regarded as the resultant of two “opposite forces”, protein folding that

favours secretion, and protein retention for quality control that slows-down secretion [4,24].

Therefore, affecting the levels of chaperones such as BiP and cainexin may have contrary

results, depending on the chaperone and the particular substrate studied. Such a

phenomenon lias been reported for BiP, cainexin and other chaperones (reviewed in [25]).

A lower level of BiP chaperone in the ER of Saccharomyces cerevisiae !ed to a diminution

in the secreted quantity of three heterologous proteins: human granulocyte colony

stimulating factor, S. pombe acid phosphatase, and bovine pancreatic trypsin inhibitor [26].

In the same vein, another study reported that in A. niger overexpression of cainexin resulted

in a four to five fold increase in extracellular levels of P. chiysosporiurn manganese

peroxidase [27]. In contrast, a stable overexpression of BiP in CR0 ceils resulted in a

diminished secretion of both von-Willebrand factor and a mutant form of the coagulation

factor VIII [28].

Here we present evidence that fission yeast catnexin!Cnxlp acts as a bona fide

chaperone in vitro, while hcd-deleted mutants are flot functional in the same assay; thus

strongly indicating that the essential function ofcalnexinlCnxlp in the ER of S. pombe does

flot reside in its chaperone activity. The relative importance ofvarious domains ofcalnexin

on the secretion process was directly eva!uated in a ca!reticulin-!ess background using cnx]

mutants. It was found that the overal! secretion of proteins was substantially increased in

cells devoid of calnexin’s chaperone function. Surprisingly, this did flot significant!y alter

the ER quality control efficiency measured as the activity/amount of secreted mode!
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proteins. Our observations suggest that the stringency of the L pombe quality control

mechanism might reduce the secretion efficiency of certain endogenous proteins.
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EXPERIMENTAL

S. pombe strains and media

S. pombe (1f, his3-D], ade6-M2]6, ura4-D]8, leul-32, Acnx]..his3) expressing full-length

cnx1, Agly_cnxl, tumenal cnxl, lumadel cnx], Ahcdcnx] and mini cnx] on pREP41

were used throughout this study [23]. S. pombe strains constitutively producing HA-tagged

cellulase I from Aspergillus acuÏeatus were constructed by genomic integration of the

encoding gene under the control of the adh] promoter, both derived from the plasmid

pP 1 Tel (kind gifi from Thomas Sandal) at the leu] locus. Minimal medium (EMM) was

prepared as described [29]. S. pombe transformations were performed by PEG/Li acetate

procedure [29].

Plasmids

Plasmids pSPCA322O (wild-type cnx]), pSPCA3222 (Ahcdcnxl,), pSPCA7ÎO2

(mini cnxl,), pSPCA322 1 (lumcnx]), pSPCA7O95 (lumadelcnxl), and psNEP7O 19

(producing the secreted fonu of NEP/neprilysin) are derivatives of the pREP4 1 and pREP2

vectors [30], and were constructed in our laboratoiy as described previously [21-23].

Plasmid pSPCA3262 (Agly_cnx]) was constructed by site-directed mutagenesis using the

Altered Sites II in vitro Mutagenesis System and the pALTER-1 vector (Promega),

according to manufacturer’s recommendations. The sequences eneoding HSA were

amplffied by PCR using the plasmid pHiL-D2 HSA [31] as a template (a kind gifi from Dr.

Bhagavan), with the following primers: 5’AAAACTCGAGATGAAGTGGGTAACC3’ and

5’ AAAAGCGGCCGCTTAAGCCTAAGG CAGC3’. following amplification, this HSA

expression cassette was inserted into the XhoI and NotI (underlined) sites of the S. pombe

expression vector pSLF 172, to create plasmid pSLF 172 HSA. Expression from this plasmid

is under the control of the thiamine-repressible promoter nînt]. The HSA produced with

this construet contains 3 copies ofthe HA epitope at its C-terminal.
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Purification of proteins for in vitro aggregation assays

The coding sequences of Bip and soluble Cnxlp (sCnxlp) were amplified by PCR and

cloned in pH6EX3 [32] to create fusion proteins with hexa-histidine tags. The primers used

for BiP amplification were: (A) 5’-GGA TCC AGT GGT GAI GAI AAC ICI ACA G-3’

and (B) 5’-GGA 1CC ITA AAG TIC AIC GGC CIC AIC ATC-3’. Primers used for

cnxl amplification were (C) 5’-GGA 1CC GAT CCI GAA 1CC GAA CAA GAA-3’ and

(D) 5’-CGG GAI CCI TAA AGC ICG ICA GCC CCA AIT TCA GGA GIC ICG

ATG-3’. Underlined bases correspond to the BarnHI restriction site. b obtain GSI fusion

proteins, the ER soluble Ahcd_Cnxlp (sAhcd_Cnxlp) and soluble mini_Cnxlp

(smini_Cnxlp) coding sequences were cloned in pGEX-2T (Amersham-Pharmacia). For

sAhcd_cnx] amplification, primers (C) and (D) and plasmid pSPCA3222 (Ahcd cnx]) were

used. For smini cnx] amplification, primers (D) and (E) 5 ‘-GGAT CCA TGG AAA AGC

AAT CAA IGC-3’ were employed. In order to produce the recombinant proteins, the

expression plasmids were transformed into the E. cou AP4OI strain (lon::mini tetk, ara,

Alac-pro, natA, argE am, riJR, thi I, [P, p AB, Z M 15]). Proteins were purified

from a I L culture of cells at 0D554 0.7, induced for 3 hours at 37°C with 0.4 mM IPIG.

CeIls expressing Bip were lysed by repeated fteeze-thawing in buffer A (50 mÏVI Na2PO4,

300 mM NaC1, 10 mM imidazole, pH 8.0) containing 0.2 mM PMSF. Ihe lysates were

then treated with 10 jig/mL DNaseI for 15 minutes at 37°C. To purify the His6-tagged

proteins extracts were incubated overnight at 4 °C with Ni-NTA-agarose (Qiagen), and the

beads were washed twice with buffer B (50 mM Na2PO4, 500 mMNaC1, 20 mM imidazole.

10% glycerol, 0.1% Iween 20, pH 8.0), and twice with buffer C (50 mM Na2PO4, 1M

NaCI, 20 mM imidazole, 10% glycerol, 0.1% Tween 20, pH 8.0). Elution of bound proteins

was performed with 10 times the column’s volume of buffer D (50 mlvi Na2PO4, 300 mM

NaC1, 250 mM imidazole, pH 8.0). Purification of GSI-smini Cnxl p using glutathione

Sepharose® resin (Amersham-Pharmacia) was carried out following the manufacturer’s

recommendations. GSI- sAhcd_Cnxlp was purified following the manufacturer’s
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recommendations (Amersham Pharmacia), followed by a Q-Sepharose® chromatography

(as described below). sCnxlp-His6 was purified using nickeÏ-affinity column

chromatography using a different protocol. Briefly, ceHs expressing sCnxlp-His6 were

lysed in binding buffer (20 mM Tris-HC1 pH 8.0, 500 mM NaCY, 0.5 mM PMSF, 0.75%

Tween-20, 30 mM imidazole, 1 mM CaC12). The beads were washed three times with

washing buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 500 mM NaCI, JmM PMSf, 0.75% Tween-20,

30 mM imidazole, I mM CaCÏ2, 20% glycerol) using 1OX the volume of the co!umn.

Elution was done in the same buffer except that there was no glycerol and 200 mM

imidazole were added. Fractions containing the proteins were pooled and dialysed against

binding buffer for Q-Sepharose which consists of 20 mM Tris-HCI pH8.0, 200 mM NaC!.

0.5 mM PMSF, 0.75% Tween-20, 1 mlvi CaC12. Elution was made with a step gradient

ranging between 200 to 1000 mM NaC1. Concentrations ofproteins were determined by the

method ofBradford, using Bio-Rad Protein Assay®.

In vitro aggregation assays.

Aggregation assays using luciferase as mode! protein were carried out essentially as

described previous!y [33]. Briefly. !uciferase (J !.tM) was incubated alone or with

sminiCnxlp, sAhcd cnxlp, sCnxlp and BiP (1 1iM) in Buffer 1 (50 mM KCI, 25 mM

Tris-HC1 pH 7.8) for 5 min. at RT and then at 42°C for 10 min. Following which

centrifugation at 13,000 rpm in a table-top centrifuge for 10 min at 4°C was done to

separate aggregates (misfolded) from so!ub!e (folded) proteins. Fractions were loaded on

10% SDS-polyacrylamide gels (30:2.67 acrylamide/bisacrylamide) and hands were

visualized by Coomassie Blue Staining.

Endoglycosidase H digestions

Approximately 20 tg of protein from total ce!! extracts containing ce!lulase, so!uble

neprilysin (sNEP) and albumin were incubated for 10 minutes at 100°C in denaturing

buffer (0.5% SDS, 1% f3-mercaptoethanol). Sodium citrate was added to a fina!
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concentration of 50 mM and incubated with Ï unit of endoglycosidase H (New England

Biolabs) at 37°C for 1 hour. Reaction products were separated by SDS-PAGE (10% gel for

sNEP and 12% for the other model proteins), and subsequently detected by immunoblot

analysis.

Enzymatic assays

The enzymatic activity assays for sNEP were carried out as previously described [22]. In

the case ofcellulase (Cellp), the enzymatic assays were done essentially as described [34]

except that twice the amount of substrate was used. Briefly, 100 i1 of growth supernatant

from ci-ix] mutant cefls containing Cellp (0D595 1.0) were mixed in an Eppendorf tube with

100 pi of 0.1 M citrate pH 3.0 buffer and 100 pi of 0.8% AZCL-HE-Cellulose as a

substrate (Megazyme). The reactions were then incubated at 40°C during 4 hours. 500 p! of

water was added to stop the reaction. The activity of Cellp was expressed as the ratio

0D620 / 0D595 (ce!! density).

Immunoprecipitations and immunoblotting

Co-immunoprecipitations and immunobloffing were done as previously described except

that ceil extracts were spun at 13000 rpm in a table-top centrifuge for a total of 60 minutes

[21]. The mouse mAb 18B5 [22] was used for the detection of secreted NEP (sNEP), while

12CA5 mouse mAb was used to detect HA-tagged HSA and Cellp.
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RESULTS AND DISCUSSION

Viable catnexin/Cnxlp lied-mutants exhibit no chaperone function in vitro

Previously, we have shown that while cainexin is essential in the fission yeast S.

pombe, its highly conserved central domain (hcd) is not required for the viability of this

organism [23]. Therefore, it was ofinterest to investigate whether cainexin mutants lacking

the central domain exhibited at least a remnant of chaperone activity. To this end, we

produced in E. cou three different forms of calnexin/Cnxlp corresponding to viable

mutants of our previous studies [23]: the ER soluble domain of wild-type calnexin (referred

to as sCnxlp; Figure lA), the lumenal portion of cainexin deleted ofthe 329 amino acids of

the central conserved domain (referred to as sAhcd Cnxlp), and a construct consisting of

the 52 C- terminal amino acids in the ER (denoted as smini_Cnxlp; Figure lA). To assess

the potential chaperone function of these purified proteins, we measured their respective

ability to prevent thermal aggregation of the non-glycosylated model protein luciferase

from the firefly Photinus pyralis [33]. These assays were done in the presence or absence

of ATP, ADP and MgC12 to analyze the possible requirement of these factors for

calnexinlCnxlp chaperone activity. As shown in Figure lB, sCnxlp used in a 1:1 ratio

behaved as a classical chaperone preventing aggregation of about 60% of the luciferase,

while both the sAhcd_Cnxlp and smini_Cnxlp forms were devoid of chaperone function

when the assay was carried out without added factors. In the presence of ATP and MgC12

however, the sAhcd Cnxl p mutant was slightly more effective in preventing aggregation of

luciferase than rabbit IgG, which was used as a negative control (Figure lB). This increase

in the solubility of the substrate with sAhcd Cnxlp could be due to the occurrence of

conformational changes caused by the Mg-ATP complex, which might enable some

interaction of this mutant with misfolded luciferase. Such structural modifications have

been shown to occur for mammalian calnexin in vivo for [35,36] in vitro [37]. The

smini_Cnx 1 p construct exhibited no detectable chaperone activity under the conditions

used in our in vitro assays. These results suggest that the chaperone activity of
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calnexinlCnxl p is dispensable for celi viability, and therefore its essentiality may reside in

another function.

BiP and calnexiWcalreticulin are known to interact in a non-substrate fashion in vivo

in fission yeast and tobacco celis [21,38]. To examine a possible synergetic cooperation

between these two ER chaperones in vitro, we first tested the capacity of recombinant S.

pombe BiP to prevent aggregation. As shown in Figure I C, BiP prevented thermal

denaturation of luciferase and required ATP and Mg2 for optimal activity. BiP prevented

the aggregation of 40% of the substrate when used in an equimolar fashion, reaching 60%

of anti-aggregation when present in a 4:1 molar ratio. Thus, BiP required a 4-molar excess

with respect to the substrate in order to be as efficient as calnexin/Cnxlp at a 1:1 ratio

(figure IC). Therefore, in the case of luciferase, a non-glycosylated protein,

calnexin/Cnxlp is considerably more efficient than the classical chaperone BiP in

preventing aggregation. This is in contrast with previous resuits showing that mammalian

calnexin was less efficient than BiP in promoting the refolding of deglycosylated cL

mannosidase [39]. However, it is in agreement with the fact that mammalian cainexin is as

efficient as Bip in suppressing the thermal aggregation of the non-glycosylated substrate

citrate synthase [39]. Taken together, these observations further support the notion that

different substrate proteins have different chaperone requirements. Our study also provides

additional proofthat calnexinlCnxlp can indeed act as a classical chaperone in the foïding

of non-glycosylated proteins.

Next, wild-type and mutant calnexin/Cnxlp were tested for cooperativity with BiP,

using the sarne thermal-aggregation assay. No significant synergetic interaction between

the two chaperones was observed with or without cofactors. Nevertheless, the combination

of BiP with sCnxlp increased to about 80% the proportion of soluble substrate, as

compared to 40% and 68% for BiP and sCnxlp alone, respectively. When rabbit IgG was

added to cainexin and to BiP a 10% increase in the soluble fraction of luciferase was

observed in both cases, pointing to a crowding effect caused by the higher concentration of

proteins in the assay rather than actual chaperoning (figure 1D). Consequently, the
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calnexinlCnxlp mutants sthcd_Cnx1p and smini_Cnxlp were not able to enhance the

ability of BiP to prevent aggregation of luciferase, because the observed augmentation in

the prevention of aggregation was also obtained using rabbit IgG (data flot shown). These

resuits support the notion that in vivo, fission yeast expressing Ahcd Cnxlp or mini Cnxlp

are able to survive without the chaperone function of calnexinlCnx lp.

Secreted heterologous model proteins are accuratety glycosylated in fission yeast

cainexin mutants

To explore the role ofcalnexini’Cnxlp in the secretion process of fission yeast, several

eux] mutant strains were constructed (see Fig. lA), and the effect of these mutations was

tested on three heterologous mode! proteins. Because WT calnexin/Cnxlp is glycosylated

in S. pombe [18,19], while recombinant sCnxlp used in our in vitro assays is not, it was of

interest to assess whether this post-translational modification had an effect on protein

secretion. To this effect, the mutant zlgtycnx] was constructed in which the codon for

Asn4 18 was changed to a triplet encoding the neutral residue Ala. To study a possible

effect of the sub-localization of calnexin!Cnxlp within the ER, a soluble version was

constructed, lum cnxl, lacking the sequences encoding the transmembrane and cytosolic

domains. A second version of the latter mutant was also constructed, lumadel cnx], in

which the encoded IumADEL_Cnxlp contains the ADEL ER-retention signal of fission

yeast at its C-tenninus [40]. Mutants Ahcd_cnx] in which the region encoding central

conserved domain has been deleted, and mini enxl spanning the 52 lumenal amino acids of

the C-terminus linked to the transmembrane and cytosolic domains have been previously

described [23] (see also Figure lA). AI! mutants grew at rates similar to the wild type

cnx] at 30°C in minimal medium (not shown), indicating that they did flot severely affect

the fission yeast’s physiology under standard culture conditions.

The levels of the different calnexinlCnxlp was evaluated by Western blotting in the

mutant L pombe strains (Figure 2A). While WT, Agly cnxl, lum cnxl and lumadeÏenx]

strains contained similar amounts of calnexin, the Ahcdcnx] and mini cnxl strains
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contained a much iower quantity as shown by the exposure times required to obtain

equivalent signais. Because these mutants are heavily truncated forms of the wiid-type

calnexinlCnx ip, it vas possible that most of the diminution in the signal was caused by the

loss of epitopes recognized by the polycional antibodies used. To examine this possibility

we evaluated the quantity of calnexin!Cnxlp in strains expressing Wt_Cnxlp and

mini_Cnxlp fused to a c-myc epitope. When we used the monoclonal 9E10 antibody. we

obtained the same ratios of cainexin!Cnxlp as those observed using polyclonai antibodies

(data not shown). Thus, these particular mutants appear to be more susceptible to mRNA

or protein degradation. Therefore, in addition to a strongly diminished cainexin-chaperone

function in the Ahcd cnxl and mini cnxl strains these ceils aiso contain iower amounts of

catnexin!Cnxlp molecules.

To assess the impact of calnexin/Cnxl p mutations on giycoprotein secretion, two

glycosyiated enzymes, rabbit soluble neprilysin (5NEP) [22) and celiuiase (Ceilp) from

Aspergillus aculeatus, were expressed in ail strains. Moreover, to explore a possible effect

of calnexinlCnxlp on the secretion of non-glycosyiated proteins, human serum albumin

(HSA) was also used as model protein. A schematic representation of these three

heteroiogous modei proteins is presented in Figure 23. Because of the link between

glycoprotein folding and glycosylation (reviewed in [41)), and because the studied

glycoproteins are heterologous to fission yeast, the N-glycosyiation state of ah the model

proteins was first assessed by endoglycosidase H digestion. As shown in Figure 2C, sNEP

and Ceilp appeared as being correctly modified in vivo as demonstrated by the shifi in

migration of the proteins after endoH digestion. As expected, HSA which does not contain

any potential Asn-giycosylation acceptor site [42), was not glycosyiated (Figure 2C).

Hence, glycosylation of the model giycoproteins sNEP and Cel lp was not noticeably

affected in the cnxl mutant strains.

Increased secretion of fungal cellulase in strains lacking flic highly conserved domain

of calnexin/Cnxlp.
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The secretion efficiency in the cnxl mutant strains was evaluated by Western blotting

as the ratio of secreted/intracellular model proteins. As it is possible to see in Figure 3A,

no major variations in the secretion efficiency sNEP, HSA was observed among the WT,

rlgÏycnxl, lum_cnxl and Ïumadelcnxl strains. On the other hand, the mutants

hiinadelcnxl, Ahcd cnxl and mini cnxl secreted more cellulase than the WT, AgÏycnxl,

lumcnx] strains. This increase in secretion was greater for the Ahcd_cnx] strain (about 5-

fold compared to WT strain) than for the mini cnxl strain (about 4-fold compared to the

WT strain). Thus neither the glycosylation of calnexinlCnxlp nor its membrane anchoring

drastically affect the secretion of sNEP and HSA. However, the soluble form of

calnexinlCnxl p bearing an ER-retention signal exhibited a two-fold increase in cellulase

secretion, suggesting that for certain proteins ER-export may be affected by the physical

accessibility ofthis chaperone.

Several studies have reported that altering the levels of ER chaperones entails

divergent effects on the secretion of heterologous proteins [25]. On one hand,

overexpression of BiP or calnexin were shown to increase secretion of some heterologous

proteins [26,27,43]. On the other hand, overexpression of BiP entailed a reduction in the

secretion efficiency of von-Willebrand factor and a mutant form of the coagulation factor

VIII in CHO cells [2$]. Together, these studies suggest that for some proteins the rate

limiting step in their secretion is their accurate folding so an increase in secretion correlates

with an increase in the molecular chaperone content of the ER. In other cases, retention of

proteins by ER chaperones limits their overail secretion because they are able to fold

quicldy and efficiently. Based on these observations, one could speculate that in the case of

cellulase the rate-limiting step in its secretion might not lie in its folding but rather in its

retention by WT calnexinlCnxlp andlor calnexinlCnxlp associated factors. Whereas in the

case of HSA and sNEP, removal of the chaperone function of calnexin/Cnxl p slightly

reduced their secretion, presumably because folding might be the determining factor in

their secretion.
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Quality control of protein folding is not severely affected in strains lacking the hcd

region of calnexin/Cnxlp

Since mutants defective in the folding/retention functions of calnexinlCnxlp could

be affected in their mechanism of ER quality control, it was of interest to assess whether

the secreted proteins by these strains were as functional as those secreted by wild-type

celis. To this end, the efficiency of quality control was estimated by determining the ratio

of activity/quantity of secreted mode! enzymes cellulase and sNEP (figure 3B). No drastic

variations could be observed in the activity/quantity ratio of sNEP secreted by the cnx]

mutants as compared to that ofthe WT strain. Nevertheless, in the case ofcellulase a slight

reduction of activity/quantity ratio was observed, and this was roughly correlated with an

increase in secretion efficiency. for instance, in the case of Ahcdcnxl activity/quantity

ratio was approximately 0.5. That the quality control of protein folding was not severely

affected in cnxl mutants could be due to overlapping functions of the components of the

ER folding machinery. In addition, we observed an increased level of BiP in the Ïumcnx],

lumadetcnxl, zlhcd cnxl, and mini cnxl mutants compared to the WT and zlgly_cnxl

strain (Figure 2A, lower panel). An augmentation in BiP levels due to an active unfolded

protein response was also detected in caireticulin deficient fibroblasts [44]. Therefore, an

increased level of chaperones such as BiP, combined with the functional redundancy of

other factors involved in the folding, retention, and targeting to degradation of proteins

could be responsible for the maintenance of a functional quality-control machinery in the

ER ofthe eux] mutants studied.

The Ahcd_cnxl and mini cnxl mutants are affected in the retention of the

glycoprotein celinlase

It is believed that to exert their function, chaperones interact transiently with their

substrates, in binding-release cycles, freeing them definitely once the newly-synthesized

proteins have acquired their mature structure. Nevertheless, it has been observed that some

misfolded substrates can stably remain bound to chaperones awaiting release by other
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factors for their eventual correct folding or degradation [4]. To gain additional insight on

the cause of the divergence of protein secretion efficiency for the various heterologous

proteins, we evaluated the length of the interaction of WT Cnxlp, Ahcd Cnxlp, and

mini Cnxlp with the model proteins. The mutant strains zlglycnxl, tumcnxl,

lumadeÏcnxl were not further analyzed because their secretion efficiency was similar to

that of the WT. To perform this experiment, the ceils were first treated with the reducing

agent DTT to trigger the accumulation of misfolded nascent proteins in the ER, then they

were incubated with the transiational inhibitor cycloheximide, and samples were collected

at several time points to observe release ofthe model protein if the interaction is transient.

The interaction of calnexinlCnxlp with the substrates was evaluated by

immunoprecipitating the chaperone and subsequently blotting against the substrates.

Figure 4A shows that the interaction of cellulase with wild-type calnexin/Cnxlp was

constant for 180 minutes fol! owing cycloheximide treatment. In contrast, no co

immunoprecipitation of cellulase could be observed with the mutants Ahcd_Cnxlp and

mini_Cnxl p, which in vitro lack chaperone activity. We have previously shown that BiP

interacts with the last 52 residues ofthe lurnenal domain ofcalnexinlCnxlp, thus it also co

immunoprecipitates with Ahcd Cnxlp and mini_Cnxlp mutants [23]. As shown in the

right panel of Figure 4A, the presence of BiP in the immune-complexes attested that the

experimental conditions were appropriate for co-immunoprecipitation with Ahcd Cnxl p

and mini Cnxlp, confirming the lack of interaction ofcellulase with these mutants. Hence,

while wild type calnexin!Cnxlp retained at least a fraction of cellulase in the ER for the

time eva!uated, the hcd-deleted calnexin/Cnx lp mutants, which in vitro lack chaperone

activity, were unable of doing so. These observations would correlate the increase in

secretion of cellulase with an abrogated interaction ofthis mode! protein with the truncated

mutants of calnexin!Cnx p.

In the case of HSA, the amount co-precipitated with wild-type calnexinlCnxlp

lessened with time (Figure 4B). We have previously shown that the calnexin/Cnxlp

content in the ER was stable in the presence of 2mM cycloheximide even after an
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incubation period of 8 hours [21]. Moreover, the amount of BiP found in the immune

complex with wild-type remained constant, indicating that the reduction in HSA levels

observed was not due to experimentat flaw in the immunoprecipitation assay. Hence, it is

unlikely that the diminution over time in the quantity of substrate immunoprecipitated be

due to a decrease in the calnexinlCnxlp content of the cetis, rather these resuits indicate a

transient interaction of HSA with the wild-type chaperone. This is also supported by an

approximately constant amount of BiP in the immune complex (right panel of Figure 4B).

However, the amount of this mode! protein precipitated with the hcd-deleted

calnexin!Cnxlp mutants remained apparently constant during 180 minutes (Figure 4B).

Thus, while HSA appeared to bind and release from WT calnexinlCnxlp, this model

protein seemed retained by Ahcd Cnxlp and mini_Cnxlp. Interestingly, the secretion of

HSA was slightly diminished in cnx] mutant strains (F igure 3A), hinting to a possible

correlation between binding of this model protein to calnexinlCnxlp mutants and reduced

protein secretion. However, in the case of sNEP there is a diminution in the interaction

with the hcd-truncated calnexinlCnxlp mutants (Figure 4C), but no detectable increase in

secretion was observed (Figure 3A). This could be due to the interaction of sNEP with

other components of the folding or quality control machineries afler release from the hcd

deleted calnexinlCnxlp mutants. In this vein, it is possible to speculate that the residual

productive interaction observed between tmncated mutants of calnexinlCnx lp and sNEP,

occurs via BiP which is found in a stable association with calnexinlCnxlp as demonstrated

in the right panel of Figure 4 A, 3 and C. Such cooperative interactions among ER

chaperones have been well documented [21, 38, 45].

Increase in the overali secretion of endogenous proteins is increased in cnxl mutants

lacking the highly conserved domain

The resutts described thus far reveal that the hcd-deleted cnxl mutants affect

differently the secretion of the model proteins studied, the secretion of cellulase (36 KDa)

was significantly increased, while HSA (70 KDa) and sNEP (85 KDa) secretion was
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slightly reduced in the hcd-deleted eux] mutants. In thïs context, one could argue that

smaller proteins such as cellulase could fold more rapidly and be less dependent on the

chaperone function of calnexin!Cnx lp, and thus deletion of the hcd domain would in

general favour the secretion of srnall proteins. In the same vein, because they have more

domains larger proteins might have longer folding kinetics, and consequently their

chaperone requirements would be higher than for smaller proteins. In cases such as sNEP

and HSA, retention by wild-type calnexinlCnxlp would not constitute a limiting factor in

the secretion process. In order to test these assumptions and formulate more general

conclusions about the effects on secretion by the hcd-deleted mutant calnexin!Cnxlp, the

overali amount of secreted endogenous proteins in the spent medium was analyzed by SDS

PAGE followed by silver staining. As shown in Figure 5, the Ahed eux] and mini cnx]

mutant strains exhibited a considerable increase in the secretion of a number of endogenous

proteins. To verify that this significant increment of proteins in the spent medium of hcd

deleted mutants was due to actual secretion and flot to celi lysis, the extracellular lactate

dehydrogenase (LDH) activity for ail the strains vas measured. No LDH activity could be

detected in the spent medium of any strain (data not shown), confirming that the observed

increase in extracellular proteinaceous concentration was due to a general augmentation in

the secretion of endogenous proteins in the Ahcd_cnx] and mini_cnx] mutant strains.

Remarkably, the proteins over-secreted spanned a wide range of molecular masses (see

arrows), suggesting that at least in the case of endogenous proteins the benefit of deleting

the hcd region encoding the calnexinlCnxlp chaperone function on secretion does not

appear to be size-restricted.

Concluding remarks

in this study, we established that S. pombe cainexin acts as a classical chaperone in

vitro while mutants lacking the highly conserved central domain are devoid of this activity

under our specific conditions. Since hcd-deleted eux] mutants are viable, these

observations suggest that the essentiality of calnexinlCnxlp for viability is flot in its
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chaperone activity, but in another yet to be determined function. We have previously

shown that calnexinlCnxlp interacts with Bip independently of translation [21]. Ahcd

Cnxlp and mini Cnxlp are able to form stable complexes with BiP (Figure 4), thus

mapping the essential function of calnexin/Cnxlp and the site of interaction with BiP to the

last 52 residues of the lumenal domain of calnexin!Cnxlp. Therefore, it is tempting to

speculate that the essential function of calnexinlCnxl p in the fission yeast could be in the

binding of BiP, an&or the scaffolding of other ER folding/quality control components.

While the chaperone function and substrate specificity of calnexinlcalreticulin have

been intensively investigated in the past, the specific role of these chaperones in the

secretion process remains poorly understood. Recent papers studied the effects of

calnexin/calreticulin overexpression on the secretion efficiency of various heterologous

proteins in different organisms and obtained contradictory resuits [27,46,47]. Similarly, in

the present study with three model proteins, we observed that strains defective in the

calnexiniCnxlp chaperone function exhibited an important increase in the secretion of

fungal cellulase, whereas secretion of rabbit sNEP and HSA was not affected or slightly

reduced. While the molecular mass of the model proteins could be a factor in determining

the effect of these mutations on their secretion, it is noteworthy that the increase in

secretion of endogenous proteins in the hcd-deleted strains did not appear dependent on

their size. In this vein, it could be argued that S. pombe secreted proteins are less dependent

on the chaperone function of calnexinlCnxlp, having evolved to fold optimally in the

specific conditions of the ER of fission yeast. Hence, one could expect an increase in the

overail secretion of homologous proteins when the retention capabilities of catnexinlCnx lp

are diminished. In this context, it is interesting to consider that among our model proteins

studied here, cellulase is the only fungal protein and is also the only one showing an

increase in its secretion. On the other hand, mammalian proteins for which folding in the

ER of S. pombe is rate limiting might require additional chaperone content in order to

improve their secretion. Our studies may provide hints for future aftempts at secreting large

quantities ofheterologous proteins in fungal hosts.
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Figure 1: Absence of chaperone function in hcd-deleted calnexin/Cnxlp mutants.

A) Schematic representation of calnexin!Cnxlp constructions used in experiments in vitro

and in vivo. The highly conserved central domain (hcd) is indicated as the white box

containing the two sets of 4 tandemly repeated motifs (1: I-DPD/EA-KPEDWDD/E; 2:G-

W--P-I-NP-Y). SP denotes the signal peptide, the tree symbolizes glycosylation site, and

TM the transmembrane domain.

B, C, D) The chaperone activities ofWT and mutant calnexinlCnxlp as well as that ofBiP

were assessed in a thermal denaturation assay as previously described [33]. WT and

mutant calnexinlCnxlp (1tM), or C) BiP (1 and 4 jiM) or D) a combination of

calnexinlCnxlp (1 jiM) and/or BiP (1 iM) andlor IgG were incubated with Photinus pyralis

luciferase (1!IM) at 42°C for 10 minutes to provoke thermal denaturation of the substrate.

Aggregates were separated from soluble proteins by centrifugation, migrated on a 12%

SDS-polyacrylamide gel, stained with Coomassie Blue, and the band intensity was

quantified by densitometry. Reactions were carried out in presence or absence of the

following factors: ATP or ADP (5mM), and MgCI2 (5mM). The background solubility of

luciferase in the absence of chaperone was subtracted in each case. Results are expressed as

the percentage of soluble luciferase with respect to total input, and are the mean of 3

independent experiments.
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Figure 2: Quantification of cainexin and BiP and evaluation of the glycosylation state

of heterologous proteins in mutant and wild type cnxl S. pombe strains.

A) Evaluation ofthe intracellular amount ofcalnexinlCnxlp and BiP. Ce!! extracts (20

jig) were fractionated on a 12% SDS-polyacry!amide gel, and analyzed by immunob!otting

with polyc!onal antibodies against BiP and calnexinlCnxlp.

B) Schematic representation of secreted model proteins. SP: signal peptide, tree: potentiat

glycosylation sites.

C) Analysis of glycosy!ation of mode! proteins. Cel! extracts (20 fig) were either treated

or flot with endoglycosidase Hf as described in Experimenta!. Afler incubation, the

material was resolved by electrophoresis on 12% SDS-po!yacry!amide gels and

subsequent!y imrnunoblotted with the corresponding antibodies, as denoted.
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Figure 3: Secretion and quality control efficiencies ofcnxl mutants.

A) Secretion efficiency was calculated by dividing the amount of secreted proteins by the

total amount of produced proteins (intracellular + secreted). A volume of 3 mL of spent

medium from exponentially growing ceils (0.8 OD) expressing the secreted model proteins

was concentrated 30-fold using Microsep 10K Omega columns (PALL Life Sciences). The

concentrated supematant and 20 .tg of ce!! extracts were loaded on a 12% SDS-acrylamide

gel, and subsequently quantified by Western blotting to evaluate the intracellular and

extracellular levels ofthe mode! proteins.

B) Qua!ity control efficiency was eva!uated by dividing the activity of sNEP and cel!u!ase

(see Experimental Procedures) by the total amount of secreted model proteins. The

secretion and quality control efficiencies ofthe WT strain were arbitrarily set to 1.0.
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Figure 4: Interaction of calnexin/Cnxlp with gtycosylated ami non-gtycosylated

substrates.

Calnexin/Cnxlp association with A) Ccllp, B) HSA, and C) sNEP was evaluated after

treating exponentiafly growing celis (0.8 OD) with 10 mM DTT for 2 hours. Celis were

then washed twice and resuspended in ftesh medium containing 2mM cycloheximide.

Samples were removed at various time points and immunoprecipitations were performed

with anti-Cnxlp antibodies, and bound model proteins were detected by immunoblouing

using the appropriate antibodies as described in Experimentat.
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Figure 5: Secretion ofendogenous proteins in cnxl mutant strains

General secretion was evaluated by concentrating the supematants from exponentially

growing celis (0.8 OD) on Microsep 10K Omega columns (PALL Life Sciences). The

concentrated material (200-fold) was then separated on a 12% SDS-polyacrylamide gel,

colored with Coomassie Blue followed by silver nitrate staining. The arrows point to the

major proteins oversecreted in the hcd-deletion mutants.
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C. DISCUSSION

Depuis sa découverte, il y a 10 ans, la spécificité d’action de la calnexine ainsi que

les rôles de ses divers domaines dans sa fonction chaperone ont été caractérisés en

profondeur. Cependant, l’importance de cette chaperone dans la dynamique de la voie de

sécrétion demeure encore nébuleuse. L’utilisation d’un organisme modèle simple dont la

machinerie de repliement des glycoprotéines et des protéines non-glycosylées présentes

dans la voie de sécrétion est similaire à celle des mammifères nous a permis d’éclairer ce

sujet.

La cainexine, une lectine et une chaperone classique.

Dans ce travail, nous avons démontré que la cainexine de £ pombe était bien une

chaperone classique tel que suggéré précédemment [20] puisqu’elle est capable in vitro de

prévenir l’agrégation de la luciférase, une protéine modèle non-glycosylée. La calnexine

s’est même révélée plus efficace que BiP, une chaperone classique de la famille des Hsp7O

à activité ATPasique, dans l’acquittement de cette tâche. Il semblerait donc que in vitro, la

spécificité reconnue de la calnexine pour les glycoprotéines ne l’empêche pas de

reconnaître, d’interagir et d’empêcher l’agrégation de la luciférase. Ce nouveau substrat

d’ajoute à la courte liste des protéines non-glycosylées pour lesquelles il a été montré que la

calnexine est capable d’agir comme chaperone in vitro [19]. La luciférase, la citrate

synthase et la malate déshydrogénase sont les trois protéines non-glycosylées qui ont

jusqu’à permis de démontrer lors d’essais d’agrégation que la cainexine n’agit pas

seulement sur les glycoprotéines [19]. Il s’agit également du premier substrat non-glycosylé

pour lequel la calnexine s’est avérée être une meilleure chaperone que BiP. Notre apport

dans ce domaine revêt donc une importance certaine.

Cette double spécificité confère donc à la calnexine une importance plus grande

encore dans la machinerie de repliement du réticulum endoplasmique. Son affinité

reconnue pour les glycoprotéines lui permet de participer activement au processus

d’acquisition de la conformation optimale des 70 % des protéines qui traversent la voie de

sécrétion et qui sont N-glycosylées tandis que sa fonction chaperone classique pourrait être
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utile comme un appui supplémentaire aux autres chaperones dans les situations de stress

intense. La reconnaissance de tous les types de substrats présents dans le RE par la

calnexine permet donc aux cellules de survivre dans une fourchette plus large de

conditions. Par exemple, il a précédemment été démontré que contrairement à des levures

sauvages, les cellules exprimant la Mini_Cnxlp étaient incapables de survivre lorsque les

levures étaient exposées à une température de 39°C [137]. En conditions non-optimales de

croissance, les fonctions chaperone et lectine de la calnexine redeviennent donc

nécessaires aux organismes. Cette thermosensibilité pourrait permettre l’élaboration d’un

criblage génétique visant à identifier des protéines dont la surexpression permettrait une

survie à haute température avec une cainexine déficiente. De tels interactants génétiques

pourraient nous renseigner encore plus sur les mécanismes cellulaires d’adaptabilité des

cellules aux conditions de stress.

Nous avons également analysé le contenu en ARNm de deux autres chaperones

importantes soient BiP et PDI (résultats non-publiés). Nous avons constaté que dans des

souches exprimant des calnexines luminales ou dont le domaine central conservé a été

éliminé, ces chaperones sont surexprimées même en conditions de croissance normales.

Ces données viennent confirmer l’augmentation de BiP visualisée par Western Blot. Il

apparaît donc qu’une diminution de l’efficacité de l’activité chaperone ou encore une

mauvaise localisation (luminale vs membranaire) de la calnexine n’est pas sans

conséquences négatives pour les cellules puisque la réponse aux protéines mal repliées

(UPR) est allumée dans des souches exprimant des cainexines mutantes.

Quelle est la fonction essentielle de la calnexine?

Par ailleurs, malgré son double rôle lectine/chaperone classique et son importance

certaine pour l’adaptabilité des cellules, nos résultats suggèrent que le domaine central

conservé ainsi que la partie N-terminale de la calnexine ne sont pas essentiels à la viabilité

de $chizosaccharomyces pombe en conditions standards de croissance. Ceci pose un

problème très intéressant à savoir: quelle est la fonction essentielle de la calnexine? Nous
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amenons une piste intrigante car nous montrons que tous les mutants sont capables de

former un complexe stable avec BiP. Nous savons que des complexes BiP-calnexine ont été

découverts chez Schizosaccharomyces pombe [21] et dans des plants de tabac [97], une

fonction importante de ce complexe semble donc avoir été conservée dans certains

organismes. Cette interaction pourrait servir à localiser BiP à la membrane ou encore près

du pore de transiocation afin d’être dans une position lui permettant de reconnaître

rapidement les protéines néosynthétisées et de favoriser leur repliement. Cette dernière

hypothèse est renforcée par la découverte d’une interaction entre Sbhlp, une sous-unité du

translocon et la calnexine chez Yarrowia lypotitica [31]. Cette interaction ayant lieu entre

les parties luminales des deux protéines, il est ainsi possible d’expliquer d’autres résultats

non-publiés que nous avons obtenus. Nous avons en effet construit une version luminale de

la Mini_Cnxlp qui ne contient pas de domaine transmembranaire ni de queue cytosolique.

Contre toute attente, des souches exprimant cette protéine de 52 acides aminés se sont

avérées viables. Il est plausible que l’interaction entre la cainexine et l’appareil de

transiocation soit maintenue dans ces souches malgré l’absence d’une structure précise de

localisation membranaire étant donné que la région responsable de l’interaction chez Y.

lypolitica (acides aminés 460 à 473) est présente dans la construction luminale de

Mini_Cnxlp (formée des acides aminés 437 à 489). Cependant, une réponse précise à cette

question requiert davantage de travail que ce qui est présenté dans l’article. La purification

de complexes entre la calnexine et les autres chaperones/protéines du RE par la méthode du

TAP [13$] ou simplement par immunoprécipitation pourrait être envisagée. L’utilisation

du double-hybride pourrait également nous éclairer sur les autres fonctions potentielles de

cette chaperone.

Le rôle de la calnexine dans le processus de dégradation des protéines mal repliées

demeure aussi mal cerné et pourrait également faire partie de sa fonction essentielle. Les

études du processus de dégradation ont jusqu’à présent été réalisées en utilisant la levure S.

cerevisiae. L’approche génétique utilisant la levure S. pombe pourrait nous donner

davantage d’informations sur 1’ERAD tel qu’il se déroule dans la voie de sécrétion des
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mammifères. La combinaison des mutants de la cainexine que nous avons construits avec

des substrats ciblés pour la dégradation par le protéasome pourrait nous renseigner sur les

implications des différents domaines de la calnexine dans ce processus. Peu de publications

(11) sur la calnexine et son implication dans l’ERAD sont parues et nous sommes dans une

excellente position pour faire progresser la compréhension de ce phénomène.

La machinerie de repliement du RE et la sécrétion.

Nous avons montré que certaines protéines hétérologues et la plupart des protéines

endogènes pouvaient voir leur efficacité de sécrétion substantiellement augmentée dans des

cellulles dont la capacité de rétention par la calnexine de substrats mal repliés est fortement

diminuée. Les deux protéines glycosylées que nous avons étudiées (sNEP et Cellp) ont vu

la durée de leur interaction avec la calnexine diminuée lorsque celle-ci ne comportait pas la

région codant pour le domaine épingle à cheveux ainsi que pour la plus grande partie du

domaine globulaire responsable de l’activité lectine. Cependant, l’interaction entre la

calnexine et l’albumine de sérum humaine (HSA) non-glycosylée ne variait pas de façon

importante entre la chaperone sauvage et celles dont la fonction chaperone et lectine est

fortement perturbée. Ces interactions résiduelles dans le cas des protéines non-glycosylées

pourraient être médiées via d’autres chaperones classiques complexées à la calnexine, par

exemple BiP [97,98,137]. Toutes ces observations suggèrent que la capacité de contrôle de

qualité du RE en temps normal est plus importante que nécessaire, les cellules se seraient

donc dotées d’un « tampon de repliement)> qui leur donne le temps nécessaire pour fourbir

leurs défenses en temps de stress (activation de l’UPR et de l’ERAD). Le contrôle de

qualité pourrait donc être diminué afin d’augmenter la sécrétion de certaines protéines

intéressantes d’un point de vue bioteclmologique.

Les caractéristiques précises des protéines hétérologues pouvant bénificier d’une

diminution de la stringence du contrôle de qualité de la voie de sécrétion demeurent mal

comprises. Les déterminants structurels des protéines hétérologues permettant leur

sursécrétion dans des organismes dont la capacité globale de contrôle de qualité est quelque
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peu diminuée pourraient être étudiées facilement dans notre organisme modèle. Parmi les

trois protéines que nous avons fait sécréter par S. pombe, les deux possédant un poids

moléculaire élevé (sNEP et HSA) n’ont pas été sursécrétées. Nous avons attribué cela au

fait que des protéines plus grandes possèdent généralement plus de domaines et donc ont

une cinétique de repliement plus lente que celle de la cellulase. Pour pouvoir affirmer avec

certitude cette hypothèse, d’autres protéines hétérologues de tailles diverses devraient être

utilisées. Idéalement, nous pourrions utiliser des protéines dont la structure

tridimensionnelle est bien établie ce qui nous permettrait d’établir une éventuelle

corrélation entre te nombre de domaines et l’efficacité de sécrétion dans les souches

mutantes dont la cainexine est incapable d’effectuer sa fonction chaperone. Il est également

à mentionner que la cellulase que nous avons utilisée est issue d’un champignon

filamenteux qui est beaucoup plus rapproché évolutionnellement parlant de notre levure. Il

est probable que cette protéine se replie normalement dans des conditions semblables à

celles qui règnent à l’intérieur du RE de Schizosaccharomyces pombe. Cela expliquerait

que l’augmentation de sécrétion soit observée pour les protéines endogènes et pour la

cellulase d’Aspergilltts aculeatus.

Le contrôle de qualité et la biotechnologie.

Le mécanisme du contrôle de qualité dans le réticulum endoplasmique a fait l’objet

de beaucoup d’études et on commence à en deviner les limites. Les multiples facettes de ce

phénomène ne sont pas encore très bien comprises surtout en ce qui concerne la

dégradation associée au RE. Nos travaux semblent démontrer que le contrôle de qualité

limite la capacité totale de sécrétion des protéines endogènes. L’augmentation globale de la

sécrétion des protéines endogènes lorsque la calnexine perd sa fonction chaperone soutend

un rôle important de cette protéine pour la rétention des protéines dans le réticulum

endoplasmique afin de garantir leur bon repliement. Le fait que l’efficacité du contrôle de

qualité n’ait pas varié outre mesure dans les souches où la fonction chaperone de la

calnexine est abolie montre que ce mécanisme est très robuste et est capable de compenser
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une diminution de l’activité de la calnexine en surexprimant d’autres chaperones comme

BiP et PDI. L’utilité d’une telle robustesse est assurément très importante dans la

prévention des conséquences de stress intenses provoquant le mauvais repliement des

protéines. La stringence du mécanisme de contrôle de qualité pourrait être responsable de la

survie des cellules en conditions difficiles mais lorsqu’on pense en termes

biotechnologiques, où les conditions de croissance des microorganismes sont contrôlées, il

serait intéressant de diminuer l’intensité du contrôle de qualité afin d’augmenter l’efficacité

de sécrétion de certaines protéines importantes pour les industries pharmaceutiques et

alimentaires. La délétion ou la surexpression de certaines chaperones de la voie de sécrétion

ont été utilisées à de nombreuses reprises afin d’influencer la vitesse et la qualité de

production de certaines protéines (revue dans [140]), nos travaux proposent la mutation de

la calnexine comme nouvelle stratégie pour favoriser la sécrétion de certaines protéines

hétérologues. Une telle base de travail pourrait être transférée avec succès à d’autres

organismes très utilisés en biotechnologie comme la levure Pichia pastoris [139]

(production de l’ordre du g/L) ou encore les champignons filamenteux (production de

l’ordre des dizaines de g/L [140] ou même dans des cellules de mammifère.

Conclusions de mes travaux

Ainsi, les travaux que j ‘ai effectués au cours de ma maîtrise confirment que la

cainexine, en plus d’être une chaperone-lectine pour les protéines glycosylées peut se

comporter en chaperone classique in vitro. Mes travaux laissent également suggérer que la

fonction essentielle de la calnexine dans la levure Schizosaccharomyces pombe pourrait

être de jouer un rôle d’échaffaudage pour les autres chaperones et de permettre leur

positionnement stratégique près du pore de translocation. Mes études sur la sécrétion

pointent également sur un mécanisme de contrôle de qualité très puissant qui permet aux

cellules de se protéger contre d’éventuels stress mais qui par le fait même minimise la

capacité de sécrétion de ces cellules en conditions normales de croissance. Cette stringence

du contrôle de qualité pourrait être diminuée afin de favoriser la progression plus rapide de
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protéines d’intérêt dans la voie de sécrétion d’organismes intéressants du point de vue

biotechnologique.
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