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Résumé 

De nombreuses protéines issues de la voie sécrétoire sont synthétisées sous la forme de 

précurseurs clivés à un site de reconnaissance spécifique afin d’être activés. Ces clivages sont, entre 

autres, effectués le long de la voie sécrétoire et/ou à la surface cellulaire par les proprotéines 

convertases (PCs). Ces dernières sont tout d’abord synthétisées sous forme de zymogène (pro) et 

par la suite clivées auto-catalytiquement dans le réticulum endoplasmique (RE). Cependant, le 

prodomaine reste attaché à la PC jusqu’à atteindre la destination intracellulaire adéquate où les PCs 

se séparent (PC7) ou bien subissent un second clivage pour se libérer du pro-segment (Furine). PC7 

est le plus ancien et hautement conservé membre de la famille des PCs. Récemment, des tests sur le 

comportement de souris dépourvues de PC7 (KO PC7) ont montré que ces souris étaient en santé. 

Cependant, elles présentent un phénotype anxiolytique puisqu’elles sont moins stressées que les 

souris de type sauvage (WT). Au contraire des souris, la perte du gène PCSK7 chez le xénope et le 

poisson zèbre est létale. Finalement, l’action de protéase de PC7 sur les substrats est redondante 

avec d’autres PCs, à l’exception du récepteur humain de la transferrine 1 (hTfR1) qui est uniquement 

clivé par PC7 en une forme soluble (shTfR1). 

Afin de comprendre la biologie cellulaire de PC7, nous nous sommes concentrés sur son 

trafic cellulaire. Pour commencer nous avons délété son domaine transmembranaire (TM) et la 

queue cytosolique (CT) résultant d’une drastique réduction de l’activité de clivage de PC7 sur hTfR1 

et appuyant ainsi l’importance de la localisation membranaire de PC7 via son activité TMCT. Les 

CT chez l’humain et le xénope ne montrent que 35 % d’homologie mais, ces deux espèces clivent 

hTfR1. Nous nous sommes donc concentrés sur le rôle des acides aminés (aa) conservés entre ces 

espèces en utilisant des mutagénèses dirigées contre ces aa. Les analyses de localisation 

subcellulaire par immunofluorescence ainsi que des résultats d’immuno-buvardage de type Western 

blot de PC7 et de ses mutants E719,721 et L725 de la CT ont mis en évidence l’importance de ces résidus 

pour l’activité de clivage de PC7 sur hTfR1. Une perte de L725 engendre une relocalisation majeure 

de PC7 à la surface cellulaire et résulte d’une perte drastique de son activité clivage tout comme la 

perte de charge de E719,721. Ainsi, nous avons démontré qu’un motif ExExxxL725 présent dans la CT 

régulait l’efficacité de clivage de PC7 sur hTfR1 dans les endosomes en affectant le transport 

subcellulaire de PC7 et/ou son recyclage au Trans-Golgi (TGN). Des études de résonance 
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magnétique nucléaire (NMR) sur une séquence peptidique de 14 aa reproduisant la séquence 

composée du motif ExExxxL ou de son mutant ont révélé que les trois résidus étaient exposés sur 

un même plan. Le mutant montre, quant à lui, une courbure au niveau de ce motif. L’analyse de 

possibles partenaires au motif ExExxxL nous a permis d’identifier la protéine adaptatrice 2 (AP-2) 

comme nouveau régulateur de transport et conséquemment d’activité de clivage de PC7.  

De récentes données en immunocytochimie montrèrent que PC7 mature semble se séparer 

de son pro-segment à la surface cellulaire. Cependant, aucune activité de clivage de PC7 n’a été 

montré à la surface. Il est possible que la forme mature et/ou le pro-segment soient liés en surface à 

des facteurs de régulation. Une éventualité est que la protéine Cab45 se liant au calcium et connue 

pour transporter les protéines du TGN à la surface, puisse intervenir dans l’activation/régulation de 

PC7. Plus précisément, Cab45 pourrait réguler le transport et/ou l’activité de PC7 en prévenant la 

séparation de PC7 de son pro-segment. Nos résultats préliminaires montrent qu’une surexpression 

de Cab45 réduit de près de 50% l’activité de PC7 sur hTfR1 sans affecter la localisation de hTfR1. 

 

Mots-clés : proprotéine convertase type 7 (PC7), proprotéine convertase subtilisine/kéxine 

type 7 (PCSK7), transferrine récepteur 1 (TfR1), queue cytosolique; protéine adaptatrice 2 

(AP-2), calcium-binding protein 45 (Cab45), clivage, trafic 
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Abstract 

Many secretory proteins are synthesized as precursors that are cleaved at specific sites to become 

activated. Most of these cleavages are achieved along the secretory pathway and/or at the cell surface 

by the proprotein convertases (PCs). The latter are first synthesized as zymogens (pro) that are 

subsequently auto-catalytically cleaved in the endoplasmic reticulum (ER). However, the 

prodomain and PC remain non-covalently associated until they reach specific intracellular 

organelles where they either separate (e.g., PC7) or undergo a second cleavage before separation 

(e.g., Furin). PC7 is the most ancient and highly conserved PC-family member. Recent behavioral 

tests show that PC7 KO mice are healthy and have a normal lifespan but exhibit an anxiolytic and 

novelty-seeking behaviors. In contrast, PC7 knockdown is lethal in lower species such as xenopus 

and zebrafish. PC7 uniquely sheds human transferrin receptor 1 (hTfR1) into soluble shTfR1. 

To elucidate the link between biological activities and physiological roles of PC7, we first 

concentrated on the cellular trafficking of PC7. Thus, we deleted the PC7 transmembrane domain 

(TM) and cytosolic tail (CT), resulting in a drastic reduction in the activity of PC7 on hTfR1, 

emphasizing the importance of the membrane localization of PC7 via its TMCT for activity. Since 

human and xenopus CTs are 35% identical and yet both proteins can shed hTfR1, we focused on 

the role of the conserved amino acids in the CT of human PC7 using deletions and site-directed 

mutagenesis. Immunocytochemical analysis of the subcellular localization of wild type (WT) and 

CT mutants, and Western blot analyses of L725 and E719,721 mutants, were used to assess the 

importance of these residues on the activity of PC7 on hTfR1. The data show that lack of the L725 

motif leads to a major re-localization of PC7 to the cell surface, resulting in a drastic loss of activity. 

The loss of the negative charge of E719,721 influences the subcellular endosomal localization of PC7, 

both mutants results in a reduction in the activity of PC7.  Finally, we demonstrate that an ExExxxL 

motif in the CT significantly regulates the efficacy of PC7 cleavage activity on hTfR1 in endosomes, 

likely by affecting the subcellular trafficking of active PC7 and/or its recycling to the TGN. Current 

NMR studies of a 14 aa peptide encompassing this sequence and its mutants point to a specific 

structural element in this motif. Analyses of possible partners to the ExExxxL motif led to the 

identification of AP-2as a new regulator of PC7 trafficking and hence cleavage activity.  
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Our recent immunocytochemical data revealed that mature PC7 seems to separate from its 

inhibitory prodomain at the cell surface. However, PC7 activity is not present at the cell surface. A 

possibility is that mature PC7 and/or its prosegment are bound to a cell surface to regulating factor. 

This led us to test the possibility that the calcium-dependant Cab45 known to release soluble cargo 

proteins from the TGN to the cell surface. No report appeared on a possible role of Cab45 on 

membrane-bound cargo proteins. Cab45 could regulate the traffic and/or activity of PC7 by 

preventing the separation of PC7 from its prosegment. Our recent data suggests that Cab45 

overexpression reduces by ~50% the activity of PC7 on hTfR1, without affecting the hTfR1 

trafficking.  

Keywords: proprotein convertase type 7 (PC7), proprotein convertase subtilisin/kexin type 7 

(PCSK7), transferrin receptor 1 (TfR1), cytosolic tail (CT), adaptor protein 2 (AP-2), calcium-

binding protein 45 (Cab45), cleavage, traffic 
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Ce travail de thèse a pour but d’étudier la régulation et la fonction de la proprotéine 

convertase 7 (PC7) en se focalisant sur la régulation de son transport et de son activité de clivage 

le long de la voie sécrétoire conventionnelle. Dans mon chapitre d’introduction je commencerai, 

dans un premier temps, par une description de la famille des proprotéines convertases, puis, 

dans un second temps, je me focaliserai sur l’ensemble de la littérature concernant PC7 et de 

son rôle en tant que protéase. La dernière partie de cette introduction résumera l’ensemble des 

connaissances essentielles en biologie cellulaire sur le transport protéique ainsi que les 

partenaires possibles de PC7 dans le but de démystifier la régulation et le trafic cellulaire de 

cette convertase. L’ensemble de cette introduction me permettra de poser une hypothèse et des 

objectifs. Je répondrai à ces objectifs en deux chapitres écrits sous forme d’articles (un article 

soumis dans Journal of Biological Chemistry et un article en préparation). Une conclusion et 

discussion sur l’ensemble de ce travail viendront clôturer ce manuscrit.
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1.1 Les proprotéines convertases 

 

La diversité humaine est possible grâce aux 20 000 gènes connus pour coder des 

protéines.  À la suite de leur biosynthèse protéique, les protéines subissent des modifications 

chimiques les rendant uniques dans leur rôle structural ou physiologique.  Plus de 200 

modifications post-traductionnelles (MPT), réversibles ou non, ont été identifiées et 

représentent une excellente stratégie pour accroitre cette diversité en donnant naissance à un 

nombre encore mal estimé d’environ 100 000 à plusieurs millions de protéines1; 2. L’ensemble 

de ces MPT remanie la structure et/ou la fonction de la protéine lors de différents processus 

cellulaires tels que le cycle cellulaire, le développement, la mort cellulaire ou la régulation 

cellulaire3. Parmi les MPT réversibles les plus connues citons, l’acétylation, la phosphorylation 

ou encore la méthylation. Les MPT plus drastiques du fait de leurs irréversibilités incluent entre 

autres la N-glycosylation, la sulfatation et la protéolyse. 

 

1.1.1 Généralités sur la famille des protéases 

 

La protéolyse est caractérisée par le clivage d’une protéine cible à un lien covalent 

prédéfini par l’intermédiaire d’une enzyme de type protéase pour donner naissance à deux 

segments distincts actifs ou non4. Ces évènements protéolytiques ont pour but de diriger la 

destinée des autres protéines en agissant sur différents processus tels que le contrôle cellulaire, 

la mort ou survie cellulaire, la défense immunitaire, l‘angiogenèse ou le développement4; 5.  

Actuellement, plus de 600 protéases6 sont répertoriées et connues sous le nom de 

dégradome4; 7. Des analyses génomiques comparatives entre l’humain, la souris et le chimpanzé 

ont montré une homologie de 82% entre le dégradome humain et murin tandis que le chimpanzé 

possède plus de 99% d’identité avec le dégradome humain4; 7. Ces analyses mettent en évidence 

la conservation des protéases dans les différentes espèces et suggèrent ainsi le rôle essentiel des 

protéases dans la régulation physiologique. 
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Initialement, les protéases étaient divisées en deux sous-groupes selon la localisation du 

site de clivage : les endopeptidases (cassure du lien covalent à l’intérieur du substrat) et les 

exopeptidases (cassure aux extrémités NH2 et COOH de la protéine ciblée)5.  Ce clivage 

correspond à une réaction chimique de type hydrolyse autorisant la cassure d’un lien covalent 

par une molécule d’eau8. Cependant, le mécanisme d’action de ces enzymes a mené à une 

nouvelle classification selon leur site catalytique donnant lieu à cinq familles distinctes chez les 

mammifères9; 10 : les métalloprotéases, les protéases à cystéine, les protéases aspartiques, et 

finalement les protéases à thréonine et de type sérine4; 6 (Figure 1.1): 

 

- Les métalloprotéases se caractérisent par la présence d’un ion métallique dans le site 

actif, divisant cette famille en deux sous-groupes selon le site de catalyse: les MMPs (métallo 

protéases matricielles) composées d’un ion de zinc sont impliquées dans la dégradation de la 

matrice extracellulaire et l’inflammation11;  les ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase) 

interviennent auprès des protéines transmembranaires et sécrétoires et régulent la migration et 

l’adhésion cellulaire12.  

 

- Les protéases à cystéine (cathepsines, caspases, papaïne) jouent principalement un rôle 

dans l’apoptose dans le cytosol et la dégradation lysosomale et sont dépendantes de la teneur en 

pH pour être actives13; 14.  

 

- Les protéases à thréonine ont au centre de leur triade catalytique une thréonine. Ce résidu 

nucléophile est essentiel pour la première étape de la catalyse puisqu’il attaque le substrat pour 

former un intermédiaire avant de procéder à la seconde étape, l’hydrolyse.15 

 

- Les aspartiques (rénine, cathepsines D et E) composent la famille des protéases la moins 

abondante16. L’activité de cette famille est favorisée par un environnement acide9, mais dans 

certains cas comme l’aspartyl protéase du VIH-1 (virus de l’immunodéficience humaine), un 

environnement neutre est utilisé. 
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Figure 1.1 Arbre phylogénétique simplifié de la famille des protéases. 

 Cette figure illustre les différents groupes de protéases classés selon les homologies de 

séquence catalytique. (Figure adaptée de Siezen et al., 199717 et Seidah et Chrétien, 199918). 

 

- La dernière famille, qui représente environ 1% de l’ensemble des protéines, est 

composée des protéases à sérine et se divise en deux principales sous-familles: les 

trypsines/chymotrypsines et les subtilases10. Ces deux sous-familles utilisent la même triade 

catalytique (une sérine (Ser), une histidine (His) et un résidu aspartique (Asp)17) mais 

diffèrent par la configuration de la structure secondaire du module catalytique. La sous-

famille des subtilases tire son nom de son homologie de séquence avec la triade catalytique 

de la subtilisine bactérienne Bacillus subtilis19. Plus de 200 subtilases sont actuellement 

répertoriées et divisées en six familles selon leurs homologies de séquence (les subtilisines, 

les thermitases, les protéinases K, les pyrolysines, les peptidases lantibiotiques et les 

protéases 

métallo sérine aspartique cystéine 

subtilases chymo/trypsines ADAMs MMPs 

thréonine 

kexine thermitase pyrolysine lantibiotique 
peptidase 

proteinase K subtilisines 

PC1/3, PC2,  
furine, PC5/6, 
PACE4, PC7 

(K/R)-Xn-(K/R)↓ 

SKI-1/S1P 
R/X(L/V/I)X-↓ 

PCSK9 
VFAQ↓ 

CLASSE 

FAMILLE 

SOUS-FAMILLE 

PC 
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kexines)17 (Figure 1.1). Les proprotéines convertases (PCs) sont un exemple de protéases à 

sérine, appartenant à la sous-famille des subtilases20.  

 

De nombreuses maladies sont associées à des altérations des protéases soit au niveau 

génétique (mutation ou épigénétique) ou par la dégradation du système protéolytique 

(inhibiteurs, substrats, facteurs de régulation)5. Ainsi, les protéases représentent actuellement un 

intérêt pharmaceutique car elles sont une cible thérapeutique avantageuse et peuvent également 

être utilisées comme biomarqueurs lors de diagnostiques5. Cependant cette approche peut être 

rapidement freinée puisqu’il est rare qu’une protéase ne cible qu’un seul substrat, il est donc 

difficile d’avoir une spécificité de substrat absolue, rendant l’étude des protéases complexe. 

Toutefois, la localisation des protéases ainsi que leurs environnements (co-facteurs, récepteurs, 

adaptateurs) vont faciliter cette spécificité de substrat.  

 

1.1.2 Structure et fonction des proprotéines convertases 

1.1.2.1 Découverte de la famille des proprotéines convertases 

 

Découverte entre 1990 et 200321-23, la famille des proprotéines convertases se compose 

de neuf membres : PC1/3, PC2, Furine, PC4, PACE4 (paired basic amino acid cleaving enzyme 

4), PC5/6, PC7, SKI-1/S1P (subtilisin kexin isoenzyme-1/site-1 protease) et PCSK9 

(proprotéine convertase subtilisine/kexine 9) (Figure 1.2). Cette famille est catégorisée dans les 

protéases à sérine de type subtilase puisqu’elle possède environ 23 à 28% d’identité, selon la 

PC, avec le module catalytique de la subtilisine (triade catalytique Ser-His-Asp)20.  

Les PCs clivent spécifiquement leurs substrats selon un motif de reconnaissance. Pour 

l’ensemble des sept premiers membres (PC1/3, PC2, Furine, PC4, PACE4, PC5/6, PC7), il 

existe une homologie de séquence (44-46%) avec le site catalytique de la Kexine 2 (Kex2p), 

une sérine protéase présente chez la levure et connue pour cliver une pro-hormone 

dépendamment du calcium (Ca2+)20; 21.  Tout comme la Kex2p, ces sept membres reconnaissent 

un motif de clivage composé d’acides aminés basiques: (K/R)-2(Xn)-(K/R)↓, où R est une 

arginine (Arg) , K une lysine (Lys), n = 0, 1, 2, 3 et X un acide aminé (aa) autre qu’une cystéine 
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(Cys) ou une Proline (Pro)24. En position 1 (P1), l’Arg est préférée à la Lys. L’ensemble des 

sept premières PCs est ainsi classé dans la famille des subtilases de type Kexine (Figure 1.1). 

Ces enzymes activent ou inactivent des facteurs de croissance, récepteurs, enzymes, hormones 

ou encore des protéines de type viral dans différents compartiments cellulaires (granules de 

sécrétion, appareil de Golgi, endosomes) à la surface cellulaire ou de façon extracellulaire 

(matrice extracellulaire)10. 

 SKI-1/S1P est le huitième membre de la famille des PCs. Cette protéase connue pour 

intervenir dans l’homéostasie du cholestérol et des acides gras25 appartient, par son homologie 

de séquence, à la famille des pyrolysines (Figure 1.1). Elle reconnait un motif hydrophobe de 

type R/X(L/V/I)X↓ où X représente un aa autre qu’une Cys ou une Pro26; 27, L est une leucine 

(Leu), I une isoleucine (Ile) et V une Valine (Val). SKI-1 active des facteurs de transcription tel 

que SREBP 1 et 2 (sterol regulatory element binding proteins 1 and 2)26.  

Le dernier membre des PCs, PCSK9, se classe dans la famille des subtilases associées à 

la protéinase K (Figure 1.1). PCSK9 joue un rôle essentiel dans l’homéostasie du cholestérol et 

des lipides28. En particulier, l’interaction entre PCSK9 et le récepteur du cholestérol, le LDLR 

(low-density lipoprotein receptor), permet le transport de ce récepteur aux endosomes puis aux 

lysosomes afin de le dégrader29; 30. Il s’agit dans ce cas d’une action non-enzymatique. Une autre 

spécificité de PCSK9 est qu’il n’ait d’autres substrats que lui-même. PCSK9 s’autoactive au 

niveau de son site de reconnaissance de clivage non basique de type VFAQ↓28; 31. 

 

1.1.2.2 Structure, activation et fonction 

 

Concernant leur structure, les proprotéines convertases sont constituées en N-terminal, 

d’un peptide signal (SP) , suivi d’un pro-segment (pro), d’un domaine catalytique et d’un P-

domaine10. Les régions C-terminales diffèrent et confèrent une identité unique à chacun de ces 

neuf membres (Figure 1.2).  

Suite à la transcription, les protéines nouvellement traduites vont rester, pour la plupart, 

dans le cytosol.  Cependant, le peptide signal présent en N-terminal des PCs va les adresser vers 

le réticulum endoplasmique (RE) dans le but de les aiguiller vers la voie sécrétoire32, dans un 
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compartiment où elles vont perdre le peptide signal33. Dans le RE, les PCs sont sous la forme 

de zymogène, c’est-à-dire une enzyme inactivée par la présence du pro-segment agissant comme 

auto-inhibiteur et chaperonne intra-moléculaire34. Un premier clivage auto-catalytique du pro 

se produit, celui-ci reste cependant toujours attaché et les PCs continuent leur chemin le long de 

la voie sécrétoire et régulée (appareil de Golgi, surface cellulaire, endosomes, granules de 

sécrétion) sous forme inactive34. Il est à noter que PC2 est la seule PC dont le pro-segment n’est 

pas clivé dans le RE, puisqu’elle possède sa propre chaperonne, la protéine 7B2, qui maintient 

PC2 sous sa forme inactive jusqu’aux granules de sécrétion immatures35; 36.  Le pro-segment, 

présent sur l’ensemble des PCs, a pour action de garder l’enzyme inactive lors de la synthèse et 

du repliement de la protéine mais également de prévenir de l’activation des PCs dans les 

mauvais compartiments cellulaires4.  

Un second clivage du pro est nécessaire à l’activation de la plupart de ces PCs, cependant 

ce clivage s’effectue dans des organelles différentes selon les PCs. Par exemple, pour la Furine, 

ce deuxième clivage se fait dans le Trans-Golgi (TGN)34; 37 alors que PACE4 et PC5 deviennent 

actives à la surface cellulaire par interaction avec l’heparan sulfate proteoglycan (HSPG)38; 39. 

SKI-1 s’active dans les compartiments cis- et medial du Golgi40. PC4 et PC7 ne subissent pas 

de second clivage du pro-segment mais se séparent de ce dernier afin de devenir actives41; 42. Le 

mécanisme d’action de PC7 est encore méconnu pour cette étape de séparation. Enfin PCSK9 

est différente des autres membres puisqu’elle reste toujours associée à son pro-segment. 

Finalement, c’est lors de leur transport le long de la voie sécrétoire que les PCs subissent 

différentes MPT, les rendant uniques et leur conférant des spécificités de fonction.  
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Figure 1.2 La famille des proprotéines convertases. 

Cette figure illustre l’ensemble des neuf membres de la famille des PCs. La légende 

indique les différentes structures composant chacune de ces enzymes (Figure adaptée de Prat et 

Seidah, 201210). 
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1.1.2.3 Localisation subcellulaire et tissulaire des PCs actives 

 

Lorsqu’elles sont sous forme active, les PCs vont cliver leurs substrats spécifiques dans 

des compartiments distincts (Tableau I)10. PC1 et PC2 sont présentes dans les granules de 

sécrétion de cellules endocrines et neurales37 dont le pH acide est favorable à leur activité. La 

Furine et PC7 ont une distribution tissulaire ubiquitaire43; 44 et sont localisées aussi bien à la 

surface cellulaire qu’au niveau des endosomes et du TGN43; 45. La forme soluble de PC5, PC5A, 

ainsi que sa forme membranaire, PC5B, et PACE4 localisent à la surface cellulaire en interaction 

avec les HSPG39. PC5B connait également le même type de recyclage que la Furine et PC7 

depuis les endosomes vers le TGN43; 45. PC4 se limite aux cellules germinales et sa localisation 

subcellulaire reste encore incertaine bien qu’une présence à la surface cellulaire soit suspectée10. 

Exprimée dans l’ensemble des tissus, SKI-1 est principalement présent dans le cis- et la région 

médiane du Golgi ainsi que dans les endosomes et lysosomes46. Finalement PCSK9, se situe 

principalement dans le foie, l’intestin grêle et les reins. 

 

Afin de stabiliser le domaine catalytique, les PCs possèdent une structure conservée 

d’environ 150 aa appelée P-domaine. Ce P-domaine est requis pour l’activité et le repliement 

de la PC3. Plus précisément, il régule les PCs en augmentant leur stabilité mais aussi leur 

dépendance au calcium et leur sensibilité au pH. De plus, ce domaine est composé d’un motif 

de reconnaissance à l’intégrine (RGD)37 qui semblerait faciliter l’interaction avec les intégrines, 

cependant cette hypothèse doit être investiguée20.   
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Tableau I. Les proprotéines convertases : Expression et localisation subcellulaire 

     (Adapté de Prat et Seidah,201210) 

 

Proprotéine convertase  distribution tissulaire localisation subcellulaire 

PC1 
neuroendocrine granules de secrétion acides 

PC2 

Furine ubiquitaire 
TGN, surface cellulaire, 

endosomes 

PC4 germinale surface cellulaire ? 

PC5 
cortex, intestin, reins, 

ovaires 
surface cellulaire, matrice 

extracellulaire 
PACE4 

muscles, cœur, 

pituitaire,intestin, 

cerebellum, reins 

PC7 ubiquitaire 
TGN, surface cellulaire, 

endosomes 

SKI-1 ubiquitaire cis- et medial Golgi 

PCSK9 foie, intestin, rein TGN, extracellulaire 

 

 

1.1.2.4 Les PCs : Entre spécificité et redondance de fonction  

 

Le Tableau I met en avant la redondance de localisation tissulaire mais aussi 

subcellulaire des PCs rendant ainsi possible le clivage d’un même substrat par plusieurs PCs au 

même motif de reconnaissance. Par exemple la Furine et PC7 clivent des substrats similaires 

tels que la pro-sortiline ou le pro-BDNF (bone derived neutrophile factor)47-50. Toutefois, 

certaines PCs ont une fonction opposée sur un même substrat, ainsi la Furine active la protéine 
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N-cadhérine tandis que PC5/6 l’inactive51. Il existe tout de même une spécificité de clivage tel 

que le récepteur de la transferrine 1 (TfR1) connu pour être uniquement clivé par PC7 ou encore 

l’hepcidine ayant comme seul activateur la Furine52. Cette spécificité est possible grâce aux 

localisations exclusives de ces PCs mais également grâce à leurs régions en C-terminal uniques.  

En C-terminal, la Furine, PC4, PC5B, PACE4, PC7 et SKI-1 sont composées d’un 

domaine transmembranaire (TM) et d’une queue cytosolique (CT), leur permettant d’être 

ancrées à la membrane. Des MPT telles que la N-glycosylation (Figure 1.2) ou encore la 

sulfatation, la O-glycosylation ou la palmitoylation de certaines PCs vont accentuer le caractère 

unique de chacune de ces protéases.  Une autre caractéristique spécifique peut être la région C-

terminale riche en His et Cys observée chez PCSK9 qui joue un rôle essentiel dans son activité 

extracellulaire en régulant son trafic intracellulaire53. 

 

1.1.2.5 Rôle physiologique et physiopathologique des proprotéines convertases 

 

Pour mieux comprendre la fonction physiologique des PCs, des approches in vivo ont 

été réalisées chez l’humain et la souris. Chez l’humain, les mutations naturelles furent étudiées 

tandis que le modèle murin a été utilisé pour déléter les différentes PCs54.  

Les souris dont la protéine PC1/3 est manquante ont des déficiences de croissance 

également connues sous le nom de nanisme10. Des problèmes d’obésité chez l’humain dus à la 

mutation S307L du gène PCSK1 sont également rapportés55; 56.  

Les souris dont le gène PCSK2 codant pour la protéine PC2 a été supprimé sont viables. 

Cependant, elles sont hypoglycémiques due à une déficience en glucagon et possèdent 

principalement des anomalies au niveau du système neuroendocrinien57. L’ensemble de ces 

caractéristiques présentent un phénotype proche de la maladie de Cushing58 et les souris 

décèdent généralement à l’âge de six semaines.  

Chez la souris, la délétion du gène FURINE cause une mort embryonnaire engendrée par 

de nombreux défauts cardiaques59. La suppression du gène PCSK6 codant pour PACE4 entraine 

des phénotypes similaires mais moins pénétrant que ceux observés lors de la suppression du 
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gène FURINE 60. Ces phénotypes analogues renforcent le fait que la Furine et PACE4 clivent 

des substrats identiques intervenant dans le développement telle que la protéine BMP10 (bone 

morphogenic protein)61.  

Il a été montré que l’inactivation de PC5 chez la souris se traduit par une malformation 

de l’axe antéro-postérieur, provoquant la mort des souris à la naissance62. Dans cette étude, le 

facteur de croissance et de différentiation GDF-11, qui a une fonction majeure dans le 

développement squelettique, a été identifié comme substrat de PC5, son inactivation participant 

ainsi au phénotype des souris dépourvues de PC5.   

La perte du gène PCSK4 codant pour PC4 génère des problèmes d’infertilité aux mâles. 

En effet, l’activité des spermatozoïdes est diminuée rendant l’étape de fertilisation des oocytes 

quasi impossible63.  

La suppression de SKI-1 chez la souris est létale très tôt durant le développement 

embryonnaire. Cette protéase est essentielle dans le processus de formation des os mais 

également dans la régulation des acides gras et du cholestérol10.  

Les souris déficientes en PC7 (PC7 -/- ou KO PC7) ou PCSK9 présentent des phénotypes 

non apparents physiquement. Le manque de PC7 entraine des changements comportementaux 

chez la souris dont une diminution de l’anxiété47. La perte de PCSK9 révèle une 

hypocholestérolémie chez les souris et les humains. De nombreuses mutations du gène PCSK9 

ont été étudiées chez l’humain et présentent des gains ou pertes de fonction de la protéine selon 

la mutation. Par exemple, la mutation gain de fonction D374Y du gène PCSK9 favorise 

l’hypercholestérolémie familiale64; 65. 

Ces études in vivo ont démontré que les PCs jouent un rôle essentiel dans les processus 

vitaux et que ces enzymes sont aussi reliées à différentes pathologies humaines telles que les 

maladies infectieuses, cardiovasculaires, neurodégénératives, inflammatoires ou encore les 

cancers66 (Figure 1.3). Ainsi les proprotéines convertases peuvent être considérées comme 

d’excellentes cibles thérapeutiques10. 
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Bien que la délétion de certains gènes codant pour les PCs soit létale, il est possible de 

cibler ces enzymes au niveau tissulaire ou cellulaire à l’aide d’inhibiteurs appropriés. Ainsi PC1 

et PC2 représentent deux cibles intéressantes jouant un rôle clé dans le diabète et l’obésité. PC4 

est un excellent candidat pour développer un contraceptif masculin10; 54. Furine et PACE4 

peuvent être inhibées pour combattre l’arthrite, mais aussi les invasions tumorales10; 67. Une 

approche visant à surexprimer le pro-segment de la Furine, connu pour inhiber la Furine, est 

actuellement envisagée. Des inhibiteurs contre la Furine donnent des résultats prometteurs pour 

contrer l’invasion du virus Chikungunya68.   

 Une suppression de SKI-1 limiterait les infections hépatiques et préviendrait de la perte 

musculaire reliée au vieillissement69; 70. PC7 est une potentielle cible thérapeutique pour gérer 

l’anxiété10.  

Finalement, il existe déjà des traitements ciblant PCSK9 afin de diminuer son activité et 

ainsi réduire la dégradation du LDLR71. Des anticorps monoclonaux humains connus sous le 

nom d’Evolocumab et Alirocumab ont démontré des résultats prometteurs sur les différentes 

cohortes de patients l’ayant utilisé72; 73. En effet, une diminution, très encourageante de près de 

50% des risques cardio-vasculaires a été observée à la suite de l’administration de ce traitement 

sur plus d’une année. Toutefois, ce traitement doit être administré par voie sous-cutanée aux 

deux semaines et de nouvelles études se focalisent donc sur des molécules plus petites : les anti-

sens et les anticorps monoclonaux à simple domaine, dans le but de créer des traitements moins 

onéreux et possiblement plus facile à administrer74-76.  
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Figure 1.3 Implication des proprotéines convertases dans les maladies. 

(Figure provenant de Seidah et al., 201771) 
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1.2 PC7, de son activation à sa fonction de sheddase 

1.2.1 Découverte de la proprotéine convertase 7  

 

Découverte en 1996 par homologie de séquence avec les PCs déjà établies, la proprotéine 

convertase 7 est connue sous plusieurs noms :  PC7, SPC7 (subtilisin-like proprotein convertase 

7), LPC (lymphoma proprotein convertase) ou PC8 (proprotéine convertase 8)44; 77-79. Une 

première équipe s’intéressant à une translocation entre les chromosomes 11 et 14 

t(11;14)(q23;32), observée dans le cas de lymphomes humains, a identifié ce gène sur le 

chromosome 11q2377, le nommant LPC. En parallèle, une seconde équipe effectua sur ce gène 

inconnu des études de transcription inversée sur de l’acide ribonucléique (ARN) issu de 

l’hypophyse du rat. À la suite d’un criblage, les résultats montrèrent des homologies de 

séquences avec les membres de la famille des proprotéines convertases aboutissant ainsi à la 

découverte d’un septième membre de la famille des PCs : PC7 codé par le gène PCSK744.  

Ces deux équipes analysèrent la distribution tissulaire des ARNs aux stades 

embryonnaires et post-natal du gène PCSK7 par transfert d’ARN de type Northern blot et 

hybridation in situ. Ils ont ainsi démontré que la répartition du gène PCSK7 est ubiquitaire que 

ce soit lors des différents stades embryonnaires79 ou post-natal (pancréas, thymus, prostate, 

testicules, ovaires, petit intestin, colon, cerveau, reins, thyroïde, poumons, rate, duodénum, 

cœur, foie)41; 44; 77; 80. Cette distribution semble similaire aux ARNs de FURINE et PACE4 

préalablement observés20. Cependant, il est à noter que son expression reste plus abondante dans 

les organes lymphatiques tels que dans le la rate, le thymus, les nodules lymphatiques mais 

également le colon, les reins, le duodénum et l’hippocampe41; 81.   
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Figure 1.4 Localisation du gène humain PCSK7 sur le chromosome 11. 

L’ensemble des gènes entourant PCSK7 est indiqué dans les différents rectangles noirs. 

Les flèches indiquent le sens de la transcription de ces gènes. (séquence de référence  

NC_000011.10, www.genecards.org) 

 

1.2.2 La structure du gène PCSK7 

 

Situé sur le chromosome 11, PCSK7 se situe à proximité d’un groupe de gènes codant 

pour des apolipoprotéines (Apo) impliquées dans la régulation des triglycérides et du cholestérol 

(APOA1/APOC3/APOA4/APOA5)82 (Figure 1.4). Le gène PCSK7 couvre 25 kilobases (kb)  et 

se compose de 16 exons 83. Plusieurs transcrits de tailles variables résultant du gène PCSK7 ont 

été répertoriés dans différents tissus: 3.4 kb, 4.3 kb et 6 kb. La forme la plus abondante, celle de 

4.3 kb, est observée dans les cellules cancéreuses tandis que la forme la plus conservée entre les 

espèces (humain, rat et souris) semble être de 3.4 kb84. Des possibilités de polyadénylation, des 

épissages alternatifs (par exemple la présence de l’intron 12), la possibilité de plusieurs sites 

promoteurs et une absence de TATA box expliquent la présence de ces trois formes84. Un fait 

étonnant est la duplication inversée de 3.3 kb (exons 13-16) de la région 3’ du gène à proximité 

APOA5 

APOA4 

APOC3 

APOA1 

PCSK7 

RNF214 

BACE1 SIK3 

TAGLN 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NC_000011.10&from=117204337&to=117232525&dopt=gb&strand=2
http://www.genecards.org/
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du point de cassure sur le chromosome 11. Cette région a été répertoriée comme instable et les 

réarrangements y sont fréquents83. Une étude génétique de 2018 rapporte que cette duplication 

ou bien la délétion de PCSK7 sont associées à une cardiopathie congénitale grave nommée 

(RVPAT) (retour veineux pulmonaire anormal total). Par ailleurs, à l’aide de la base de données 

STRING (search tool for the retrieval of interacting genes/proteins) qui permet d’effectuer des 

prédictions d’interactions protéiques, les auteurs indiquent que PCSK7 interagit directement 

avec VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor). On peut alors supposer que la 

duplication ou la délétion dans le gène PCSK7 pourraient moduler la régulation de VEGFR et 

ainsi participer au développement de la RVPAT. 

PCSK7 possède près de 50% d’homologie avec les gènes PACE4, PC5A et FURINE77.  

Malgré un haut degré de conservation dans les séquences génétiques des PCs, PCSK7 est tout 

de même assez divergent des autres membres de la famille des PCs. Des alignements de 

séquences des domaines catalytiques des membres de la famille des PCs en comparaison au 

domaine du gène KEXINE 2 (KEX2) soulignent une plus forte homologie de séquence entre 

PCSK7 et KEX2 comparativement aux autres PCs suggérant PC7 comme le membre le plus 

ancestral de cette famille44 (Figure 1.5). 
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Figure 1.5 Arbre phylogénétique des proprotéines convertases issues de la kexine. 

            (Dendogramme adapté de Seidah et al., 199644) 
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1.2.3 Étude d’association pangénomique (GWAS) et découverte de nouvelles 

associations avec PCSK7  

 

Des méta-analyses par association génétique (GWAS : genome-wide association 

studies) ont révélé qu’un ou plusieurs SNP (single nucleotide polymorphism) de PCSK7 étaient 

en lien étroit avec d’autres loci du génome humain impliqués dans des phénotypes pathologiques 

(Tableau II). Ces variants sont définis par la faible fréquence de la mutation qui n’excède 

généralement pas 0.1%. 

 

Tableau II. Association entre les variants de PCSK7 et la régulation du métabolisme  

 

 

Ainsi, une première étude démontre en 2011, qu’un taux élevé de la forme soluble du 

récepteur de la transferrine (TfR1) impliquée dans l’homéostasie fer, est associée à la présence 

du SNP rs236918 de PCSK785. Par la suite, il a été montré que la présence de ce SNP constitue 

un facteur de risque pour le développement de cirrhose du foie chez les patients présentant une 

hémochromatose héréditaire87; 88.  Il semblerait que ce variant régule la transcription de PCSK7 

puisqu’il est présent dans l’intron 9. Plus précisément rs236918 jouerait le rôle d’activateur au 

niveau de l’acétylation 27 de l’histone H387. Ce variant est aussi associé au risque de diabète de 

type 2 et à une résistance à l’insuline chez les personnes obèses ayant ingéré une diète grasse 

haute en carbohydrates sur plus de six mois86. Fait intéressant puisqu’une association entre 

SNP PCSK7 impact 

rs236918 

augmentation du niveau de la forme soluble du récepteur de transferrine dans le 

plasma85; lien avec la cirrhose et fibrose avancée; résistance à l'insuline et 

développement de diabète de type 286-88 

rs142953140 

Le mutant R504H régule l'homéostasie lipidique (augmentation de 30% du niveau de 

TG et diminution de 40% du niveau de HDL)82 

rs508487 dyslipidémie associée à une augmentation du niveau des TG et des sdLDL82; 89 

rs662799 lié à APOA5 et aux maladies coronaires89 
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PCSK7 et la différenciation des adipocytes a déjà été suggérée rendant ainsi ce lien plausible 

avec une résistance à l’insuline86,90. 

Une autre étude de type GWAS a été effectuée à partir de cohortes de jumeaux coréens. 

Cette étude montra l’implication du variant PCSK7 rs199890178 dans la régulation de 

triglycérides (TG)91. Ce résultat fut consolidé par une analyse quantitative de loci (eQTL : 

expression Quantative Trait Loci) établissant un lien entre ces variants, l’hypertriglycéridémie 

et la résistance à l’insuline 92. À partir d’une cohorte de 2994 volontaires sains japonais et d’une 

cohorte de validation de 6805 coréens, une autre étude a identifié six autres variants de PCSK7 

(rs508487, rs236911, rs2239011, rs3830008, rs2277287, rs522645) associés à des profils 

lipidiques soulignant une fois de plus un lien entre PCSK7 et les TG93. Cette étude montre en 

particulier une association significative entre les variants rs508487 et rs236911 et les taux de 

TG circulant82. 

Le SNP rs142953140 est associé à la mutation R504H qui est présente uniquement chez 

les individus américains d’origine africaine et à une fréquence de 1/500 chez cette 

population. R504H corrèle avec une augmentation de 40% du niveau HDL (high density 

lipoprotein) considéré comme le bon cholestérol et une diminution de 30% du niveau des 

triglycerides82. Ce variant démontre, une fois de plus, l’association d’un SNP PCSK7 avec la 

régulation de l’homéostasie lipidique cardio-vasculaire et la calcification vasculaire. Ce lien 

pourrait s’expliquer par la localisation du gène PCSK7 proche d’un groupe de gènes codant pour 

les apolipoprotéines (Figure 1.4) impliquées dans l’homéostasie lipidique82; 91. En effet, il est 

possible que, par leur proximité, ces gènes interviennent dans la régulation des TG. 

 

Toujours dans la régulation du métabolisme lipidique, le variant rs508487 situé dans la 

région intergénique de TAGLN et de PCSK7 (Figure 1.4), est associé entraine une augmentation 

du niveau des TG mais également des taux élevés de sdLDL (small dense low density 

lipoprotein). Il est maintenant établi que des taux élevés de sdLDL sont associés à une 

prédisposition aux maladies cardiovasculaires (MCV) telle que la dyslipidémie favorisant ainsi 

les MCV89; 94.  Chez des personnes atteintes d’athérosclérose, le niveau du sdLDL présent dans 

le plasma est plus élevé, ainsi des études de types GWAS sur ces patients ont montré la présence 

de nouvelles associations reliées à ce phénotype tel que le variant APOA5 rs662799 en lien avec 
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PCSK7. Ce variant est associé aux maladies coronariennes soulignant encore une fois 

l’implication de PCSK7 dans la régulation de métabolisme lipidique89.   

 

 

1.2.4 PC7 et l’évolution, les différences entre les espèces 

1.2.4.1 Les espèces non mammifères 

 

Les gènes codant pour les PCs sont des gènes orthologues. En effet, les neuf membres 

sont conservés dans de nombreuses espèces telles que le xénope, le poisson zèbre, la souris ou 

l’humain. Deux études sur Zebrafish Danio rerio et Xenopus laevis ont montré que la perte 

d’expression de PCSK7, à l’aide d’oligonucléotides antisens de type morpholino, résultait d’une 

létalité embryonnaire ou post-natale95. Dans ces deux espèces, PC7 est essentielle au 

développement des yeux (œil cyclope en absence de PCSK7) et du cerveau, mais aussi des 

plaques neurales chez Xenopus Laevis. Ces résultats suggèrent une implication de PC7 dans 

l’activation de protéines de types BMP permettant la mise en place des structures antérieures du 

cerveau. Des souris KO BMP7 ont montré des phénotypes similaires à ceux du xénope dépourvu 

de PC796. Étonnement les souris dépourvues de l’expression de PCSK7 sont viables, ne 

présentent pas de physiopathologie apparente et sont en santé. Cette différence entre espèces 

indique une possible redondance des PCs mammifères sur les substrats impliqués dans le 

développement (BMP4 et BMP7 chez les mammifères) comparativement au poisson zèbre et 

au xénope. De plus, PC7 tout comme la Furine régulent le facteur de croissance TGF- 

(transforming growth factor) impliqué dans le développement au stade larvaire pour favoriser 

différenciation et prolifération cellulaire. L’absence du stade larvaire chez les mammifères 

pourrait expliquer les différences phénotypiques observées entre les espèces97, mais il est aussi 

possible que PC7 soit peu impliqué dans le développement des mammifères comparativement 

aux espèces antérieures95; 98. Finalement, une comparaison des séquences codantes pour PC7 

humain, rat, souris et xénope met en évidence une certaine homologie, mais aussi de nombreuses 

différences entre les espèces qui pourraient appuyer les différences phénotypiques entre ces 

dernières (Tableau III). 
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D’autres sources de variabilité des protéases par le polymorphisme avec des variants 

menant par exemple à un épissage alternatif ou une polyadénylation sont également à prendre 

en considération pour examiner les différences entre les espèces4. 

 

Tableau III. Comparaison des séquences protéiques de PC7 chez différentes espèces 

Ce tableau relate en pourcentage les homologies de séquence du rat, de la souris et du xénope 

par rapport à l’humain (100%) sur l’ensemble de la protéine mais aussi en comparant 

uniquement le domaine transmembranaire (TM) ou la queue cytosolique (CT). 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.4.2 Les mammifères, impact de la perte de PC7 in vivo 

 

Les souris dépourvues du gène PCSK7 sont viables et ne présentent pas de 

phénopathologie apparente47. Des études ciblant le comportement des souris telles que la 

préférence sociale ou de nourriture à l’aide du test STFP (social transmission of food preference) 

n’ont montré aucune différence entre les souris de type sauvage (WT) et KO. De plus, aucune 

différence n’a été décelée au niveau de la motricité de la souris ou pour la dépression. Toutefois, 

des tests sur la mémoire utilisant la méthode NORM (novel object recognition memory) ont mis 

en évidence des problèmes de mémoire épisodique et spatiale chez la souris KO résultant d’un 

fonctionnement anormal dans l’hippocampe en absence de PC7. L’hippocampe joue un rôle 

 

 protéine totale TM CT 

rat 87,30% 85% 58% 

souris 91,80% 85% 46% 

xénope 72,50% 55% 35% 
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essentiel dans la mémoire et navigation spatiale, une lésion de l’hippocampe se témoigne par 

une augmentation de l’activité de la souris99; 100.   

 

L’utilisation du test de la peur conditionnelle a mis en évidence que les souris KO PC7 

sont moins anxieuses que les souris de type sauvage puisqu’elles montrent une déficience pour 

la mémoire émotionnelle, ou mémoire de la peur régulée par l’amygdale du cerveau. La 

mémoire épisodique et la mémoire émotionnelle sont toutes les deux régulées par la protéine 

BDNF présente sous forme de pro-BDNF qui est clivée par PC7 et la Furine. Ainsi, chez les 

souris KO PC7, une diminution de 40% du BDNF a été observée.  De plus, la diminution de la 

mémoire émotionnelle pourrait aussi s’expliquer par la diminution de la forme active de CCK 

(cholecystokinin) dans le cerveau. En effet, les souris KO PC7 montrent une diminution dans 

plusieurs zones du cerveau de ce neuropeptide qui joue un rôle dans l’anxiété, la rétention de la 

mémoire, l’apprentissage, la dépression, le relargage de dopamine et la perception de la 

douleur101-103. CCK connue sous forme de pro-CCK peut être activée dans la voie sécrétoire par 

les PCs. La présence de CCK augmente le niveau de BDNF donc même si un possible clivage 

direct de la part de PC7 sur CCK reste hypothétique, le lien entre les deux protéines est bien 

présent.  

 D’un point de vue métabolique, les profils lipidiques des souris WT et KO PC7 avec une 

diète de type chow (c’est-à-dire sans ajout de carbohydrates ou de nourriture grasse), ont été 

analysés et comparés. Aucun changement du niveau de cholestérol, des TG ou des lipides n’a 

été constaté que ce soit chez les souris mâles ou femelles49, fait étonnant puisque de nombreux 

variants de PCSK7 sont associés à une augmentation du niveau des TG ou en lien avec des 

MCV. Toutefois, aucune étude n’a montré si une diète de type Western (haute en carbohydrates 

donc riche en gras) pouvait influencer ces profils lipidiques. 
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1.2.5 Caractérisation de la proprotéine convertase 7 

1.2.5.1 Structure de la protéine PC7 

 

Comme les autres membres de la famille des proprotéines convertases, la protéine PC7 

humaine (hPC7) composée de 785 aa est constituée d’un peptide signal (36 aa), d’un pro-

segment (aa 37-141), une région catalytique (aa 142-427) formée de la triade catalytique 

(Asp187, His228 et Ser406
45; 78), un P-domaine (aa 427-619), et une région riche en histidine (aa 

620-667). Cette protéine membranaire de type I présente aussi en C-terminal un domaine 

transmembranaire hydrophobe (aa 668-688) et une queue cytosolique de 97 résidus (aa 689-

785)44.  L’ensemble de ces structures permet d’estimer la taille de la protéine PC7 humaine non 

active à ~102 kiloDaltons (kDa) et sa forme mature dépourvue du pro-segment à ~92kDa45 

(Figure 1.6). 

 

1.2.5.2 Autoclivage et activation de PC7 

 

 Les différents membres de la famille des PCs présentent une homologie de séquence de 

leur pro-segment de 30 à 67% avec une conservation absolue de 8 aa situés en C-terminal du 

pro-segment104. Plus précisément les alignements de séquence entre ces différents membres 

suggèrent que la fin du pro-segment de hPC7 (12.3 kDa) est localisée au site de clivage 

autocatalytique Arg-Arg-Ala-Lys-Arg104↓
41; 44  où la présence d’une Arg en P1 est essentielle 

pour l’obtention du premier clivage dans le RE104-106. En effet, l’Arg en P1 est très conservée 

entre les espèces et pour l’ensemble des protéases reliées à la Kexine renforcant l’idée que cet 

auto-clivage est essentiel pour la régulation de ces protéases107. De plus, cet auto-clivage est 

possible par la présence de la chaperonne BiP (binding immunoglobulin protein) dans le RE qui 

se lie à PC7 et assure son bon repliement33. Finalement, en plus du pro-segment, la triade 

catalytique est essentielle pour la sortie de PC7, en effet, une mutation de l’un de ces résidus 

empêche la sortie de PC7 et par conséquent la formation de sa forme maturée45. 
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Afin de mieux comprendre la fonction de ce pro-segment, des décapeptides codant pour 

des parties de cette pro-région ont été synthétisés104. L’utilisation d’un décapeptide, composé 

des 10 aa en amont du site d’auto-clivage, suffit à inhiber la protéine PC7 active indiquant, ainsi, 

le caractère essentiel de ces 10 résidus dans la fonction inhibitrice du pro-segment108. De plus, 

ce décapeptide peut, in vitro, inhiber d’autres PCs (PC5, Furine, PACE 4, Kexine), suggérant 

ainsi l’existence d’une réaction croisée entre les différents pro-segments des PCs et une 

redondance/conservation dans la régulation des PCs.  

Ce premier clivage, nécessaire dans le RE, reste cependant insuffisant pour l’activation 

de PC7109. Une deuxième étape consiste à se séparer de ce pro-segment afin d’obtenir une forme 

mature de PC7. L’utilisation de marquage radioactif de type pulse-chase sur PC7 a mis en 

évidence une forme sécrétée de pro-segment dans le milieu extracellulaire sous la forme d’un 

peptide de 102 aa41; ce n’est pas le cas pour la forme active qui n’est présente 

qu’intracellulairement. Le mécanisme d’action ainsi que la localisation de cette séparation 

restent, toutefois, méconnus. Il est possible que la séparation du pro-segment s’explique par 

l’action d’une carboxypeptidase110 basique pouvant reconnaitre le motif Lys-Arg141 ou encore 

HSPG déjà connu pour son implication dans l’activation de PC5 à la surface pourrait également 

réguler l’activation de PC739. Enfin, bien que plusieurs résultats montrent l’importance d’un pH 

neutre (6-7) pour le bon fonctionnement de cette protéine mature aucune étude n’a mis en 

évidence si le pH et le calcium jouent un rôle essentiel pour la séparation du pro-segment et 

subséquemment l’activation de ce zymogène81. 

 

1.2.5.3 Les modifications post-traductionnelles de PC7  

 

PC7 acquiert différentes MPT lors de son passage dans la voie de sécrétion. Ces 

modifications vont accentuer la spécificité fonctionnelle de PC7 : quatre N-glycosylations, deux 

cystéines palmitoylées et des sites de sulfatation. 
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La N-glycosylation : 

La N-glycosylation est une MPT qui commence dans le RE et se finalise dans l’appareil 

de Golgi. Elle consiste en l’ajout d’oligosaccharides sur un résidu asparagine (Asn) de la 

protéine lorsqu’un motif de reconnaissance de type Asn-X-Ser/Thr (Thr représente une 

thréonine) est présent. PC7 est sensible au traitement avec l’enzyme endoglycosydase H (endo-

H) connue pour clivée les sucres riches en mannoses dans le RE, suggérant ainsi la présence de 

N-glycosylation sur la PC45. L’analyse de la séquence protéique de PC7 prédit quatre sites 

potentiels de N-glycosylation aux positions Asn167, Asn175, Asn241 et Asn511 
44; 45. Cependant, 

aucune étude n’a mis en évidence de façon systématique ces 4 MPT. Des mutations dirigées sur 

les quatre Asn potentielles ainsi qu’un traitement endo-H valideraient les quatre sites. 

 

La palmitoylation : 

PC7 mature est composée deux sites de palmitoylation situés sur les cystéines 699 et 704 

(C699,C704)
41 de la CT.  La palmitoylation correspond l’ajout d’un acide palmitique hydrophobe 

lié à une chaine d’acide gras à groupe thiol (SH) de la cystéine. La présence de cette MPT 

réversible accroit l’hydrophobicité de la protéine et pourrait faciliter des interactions avec les 

phopsholipides45; 111; 112 et par conséquent, un meilleur ancrage à la membrane. Afin de 

comprendre l’importance de ces deux palmitoylations, des mutations des deux Cys en Ala 

couplées à la mutation d’un motif basique de la CT (HRSRKAK714) ont montré une perte de 

localisation de PC7 au TGN, suggérant l’importance de ce motif basique allié aux deux 

palmitoylations comme essentiels pour la régulation du transport de PC7 des endosomes vers le 

TGN112. (Cf 1.3.1.1 Importance du TMCT pour le transport et l’activité de clivage de PC7) 

Cependant, la perte de palmitoylation n’affecte en aucun cas le choix de trafic de la 

protéine entre les voies conventionnelles et non conventionnelles41 (Cf 1.3.1.2 La voie non 

conventionnelle). De plus, en présence de ces deux Cys mutées l’activité de clivage de PC7 sur 

ses substrats proEGF (epidermal growth factor) et TfR1 n’est pas entravée52; 113 (Cf 1.2.6 Les 

substrats de PC7). Toutefois, ces deux cystéines sont impliquées dans l’activation de la toxine 

bactérienne nommée anthrax toxine (ou maladie du charbon). L’entrée de cette bactérie par la 

voie endocytique est possible grâce à son interaction avec des récepteurs spécifiques ayant subi 
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des MPT. Dance cas, il s’agit de la Furine et de PC7 palmitoylées qui viennent cliver l’antigène 

protecteur de cette bactérie dans des microdomaines acides situés sous la membrane plasmique 

et favorisant l’endocytose. Dans cette étude, la palmitoylation des parties cytosoliques de PCs 

mais aussi de l’antigène protecteur de la bactérie est possible grâce à la palmitoyl-transférase 

ZDHHC5 connue pour réguler le transport endosomal. Plus précisément cette palmitoylation 

confère aux deux PCs une localisation morcelée dans la membrane plasmique114.  

 

La sulfatation : 

La sulfatation se caractérise par l’ajout d’un groupe sulfate (SO4 
2-) sur les tyrosines, sérines 

ou thréonines. Le but d’une sulfatation est d’activer une enzyme ou de renforcer des 

interactions protéiques.  Un traitement au sulfate de sodium radioactif (Na2
35SO4) a montré 

que PC7 possédait des sites de sulfatation. L’utilisation de ce marquage radioactif couplé à un 

traitement au PGNase F (N-linked-glycopeptide-(N-acetyl-beta-D-glucosaminyl)-L-asparagine 

amidohydrolase) a mis en évidence une perte de la taille de PC7 comparativement à un PC7 

non traité41. Il est à noter que les protéines réagissent au traitement au PGNase F lorsqu’elles 

subissent des MPT dans l’appareil de Golgi. Avec ce traitement, un clivage est effectué au 

niveau de la N-acétylglucosamine qui s’est liée aux Asn.  Cette sulfatation se greffe à PC7 

dans ce compartiment. La perte de cette MTP est observée lorsque le domaine 

transmembranaire (TM) de PC7 est remplacé par celui de la Furine41, suggérant ainsi la 

sulfatation de PC7 dans son TM potentiellement aux trois résidus tyrosines (Tyr ou Y) 

localisés dans le TM aux positions Y681,Y682, Y687 de PC7 mais absentes chez la Furine. Les 

sulfatations pourraient être à l’origine de la régulation de la voie non conventionnelle. (Cf 

1.3.1.2 La voie non conventionnelle) 
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Figure 1.6 Maturation de PC7 et modifications post-traductionnelles le long de la 

voie sécrétoire. 

(Schéma adapté de la thèse de Luna Saavedra, 2013115) 
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Figure 1.7 Alignement de séquences des domaines transmembranaires (TM) des 

protéines humaines PC7 et Furine. 

Les tyrosines (Y) potentiellement sulfatées sont en rouges. Les aa montrant des 

différences majeures dans leur charge entre les deux PCs lors de l’alignement de séquence 

sont en gras. 

 

 

1.2.6 Les substrats de PC7 

 

Différents tests in vitro ont établi les conditions optimales pour l’activité de PC7. Ainsi 

un pH neutre entre 6-7 et la présence de calcium facilitent son activité de clivage sur ses 

différents substrats81. L’expression tissulaire ubiquitaire de PC7 suggère qu’elle peut, tout 

comme la Furine, être impliquée dans l’activation de précurseurs présents le long de la voie 

sécrétoire dans différents organes (cerveau, foie…) et lors de processus variés tels que le 

développement, l’inflammation, la neurodégénérescence, le métabolisme lipidique, 

l’homéostasie du fer ou encore dans les cas de cancers. La redondance d’activité entre les PCs 

rend difficile l’étude de la spécificité de substrat pour PC7.  

 

1.2.6.1 L’inflammation et la neurodégénérescence 

 

PC7 et la Furine sont deux protéines exprimées dans les cellules lymphocytaires CD4+. 

La glycoprotéine 160 (gp160) est une protéine membranaire, également présente dans les 

cellules lymphocytaires, composant l’enveloppe du VIH. Cette protéine clivée confère deux 

hPC7  LVLVGCFTVFWTVYYMLEVYL    688 

hfurine VVAGLSCAFIVLVFVTVFLVLQL   738    

TM 
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protéines gp41 et gp120 favorisant respectivement la liaison au virus ainsi que la fusion 

membranaire116. L’activation de ces cellules lymphocytaires avec l’interleukine-2 favorise 

l’activité enzymatique de PC7 et Furine qui, de ce fait, clivent gp160117-120.  Cependant, ce 

clivage semble être principalement effectué par la Furine et non par PC7 avec un chevauchement 

de clivage partiel par cette dernière121.  En plus de PC7 et de la Furine, les transcrits de PC5 et 

PACE4 sont également surexprimés chez les personnes atteintes du VIH. En plus d’être 

infectées par le HIV, certaines personnes développent une neurodégénérescence (HAND : HIV-

associated neurocognitive disorder)120. Chez ces patients HAND, la surexpression des transcrits 

IL-2, PC7, PC5, PACE4, Furine mais aussi de PAR-1 (proteinase-activated receptor 1) a été 

observée suggérant l’implication de PCs dans l’inflammation. PAR-1 est une protéine G couplée 

aux récepteurs120. La surexpression de PAR-1 mène à l’inhibition de plusieurs PCs 

membranaires telles que PC5B, Furine et PC7 donnant ainsi à PAR-1 un rôle d’inhibiteur naturel 

de PCs pour la première fois de l’histoire 120. En effet, l’activité de clivage de hTfr1 par PC7 

(Cf 1.2.6.6 L’homéostasie du fer) est partiellement diminuée en présence de PAR-1 (Figure 

1.8). PC7, PC5 ainsi que la Furine sont aussi impliquées dans l’activation d’autres virus tel que 

le virus syncitial respiratoire122. 

L’implication de PC7 dans le système immunitaire est renforcée par l’observation d’une 

surexpression de PCSK7 mais aussi de FURINE et PCSK5 dans les cellules régulatrices des 

cellules T (Tregs). Les Tregs contrôlent de nombreuses voies des systèmes inflammatoire et 

immunitaire. Plus précisément, Fop3, une protéine qui agit comme facteur de transcription, 

intervient dans le développement et la fonction des Tregs et bien que cette protéine possède un 

site de reconnaissance de clivage par les PCs elle n’est pas clivée par ces dernières, suggérant 

une action indirecte des PCs dans la voie de régulation des Tregs123.  
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Figure 1.8 Activité de clivage de PC7 sur hTfr1 en présence de PAR-1. 

(Cette figure est issue de Kim et al., 2015120) 

 

 

Les métalloprotéases ADAMS sont entre autres connues pour favoriser la formation de 

plaques amyloïdes via l’activation de la protéine APP- (amyloid precursor protein) chez les 

personnes atteintes de la maladie neurodégénérative Alzheimer. Chez ces patients, une 

surexpression de PC7 a été observée et suggérée comme activatrice de la protéine APP-. 

Cette activation indirecte par PC7 fut confirmée puisque cette enzyme, tout comme la Furine, 

clive la métalloprotéase ADAM10 (site de clivage RKKR)124-126. 

En plus du clivage de différents précurseurs, PC7 est impliquée en tant que protéine 

contrôle-qualité dans la stabilité du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Le rôle du 
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CMH est de présenter les antigènes aux lymphocytes T afin de les activer. Le contrôle qualité 

CMH est réalisé dans plusieurs compartiments et il semblerait que PC7 intervienne soit dans 

des vésicules proches de la membrane plasmique ou au niveau du TGN127. 

 

1.2.6.2 Le développement  

 

Les PCs ont une activité de clivage redondante sur des substrats intervenant dans le 

développement. Ainsi, la Furine, PACE4 et PC7 activent BMP 4 lors de la dentinogénèse. Il est 

également possible que ces PCs clivent les précurseurs du procollagène lors du développement 

des dents128. Le clivage d’un autre précurseur E-cadherine par les PCs (Furine, PACE4 et PC7) 

facilite, quant à lui, l’adhésion cellulaire lors la formation de blastocytes lors du 

développement129. 

IGF-1 (insulin-like growth factor) est une protéine essentielle au développement 

embryonnaire et à la croissance post-natale. L’absence de cette protéine cause une mort post-

natale et de nombreuses anomalies développementales. Cette protéine connue pour exister sous 

forme de proprotéine possède deux sites de clivage (KxxKxxR71xxRxxR77). PC7 ne clive qu’à 

la position Arg71 générant une protéine IGF-1 (1-70) tandis que la Furine, PC6B et PACE4 

peuvent cliver aux positions Arg71 et Arg77
130. Son récepteur IGF-1R intervenant également dans 

la mitogénèse et la tumorigénèse est quant à lui uniquement clivé par Furine et PC5A mais pas 

par PACE4 ni PC7131. 

.  

1.2.6.3 La prolifération cellulaire et vasculaire 

 

À la suite d’une lésion du nerf sciatique chez la souris, un changement d’expression de 

PC1, PC5, FURINE et PC7 mais aussi de BDNF et de NGF (nerve growth factor) a été observé 

dans les cellules de Schwanns 132.  Cette observation n’est pas surprenante puisque la Furine est 

connue pour couper pro-NGF en forme active et PC7 et la Furine clivent le pro-BDNF qui est 

impliqué dans le développement neuronal et la plasticité synaptique47. PC5 et PC7 sont surtout 
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surexprimées un jour après la lésion alors que PC1 est principalement présente dans les quatre 

à sept jours suivant la lésion indiquant des fonctions différentes et/ou une redondance entre 

certaines PCs.  En plus de leur présence dans les cellules de Schwanns lors de la lésion, PC7 et 

la Furine sont également présentes dans les tissus musculaires où elles co-localisent avec les 

macrophages133. Ces PCs favorisent ainsi l’activité de NGF dans le but d’activer la prolifération 

des cellules vasculaires de muscles lisses (CVML). La surexpression, in vivo, de PC7, de la 

Furine et de PC5 lors du remodelage des CVML, pourrait faire de ces enzymes d’excellents 

marqueurs de la prolifération vaculaire134. Cependant, NGF est également impliquée 

pathologies vasculaires telle que la formation de plaques d’athérosclérose. 

En ce qui concerne le pro-BDNF (35 kDa), son clivage produit une protéine active de 14 

kDa132. PC7 co-localise avec BDNF dans l’hippocampe et les amygdales qui sont connus pour 

réguler le stress (Cf 1.2.4.2 Les mammifères, impact de la perte de PC7 in vivo). Une 

diminution de l’anxiété peut être causée par la perte de production de BDNF actif. La sortiline 

mature (Cf 1.2.6.5 Le métabolisme lipidique), également clivée par PC7 et la Furine, intervient 

dans la régulation du BDNF puisqu’elle le protège de la dégradation135. 

En plus de l’activation de NGF, PC7 joue aussi un rôle important dans l’activation de 

facteurs de croissance tel que le proEGF principalement exprimé dans les glandes maxillaires, 

les reins et les glandes lacrymales. Cette protéine membranaire de type I intervient dans la 

différenciation, la prolifération et la survie cellulaire en interagissant avec le récepteur EGF 

(EGFR). Dans le rein, le processus de clivage est actuellement méconnu cependant une forme 

clivée de 115 kDa du proEGF a été observée intracellulairement. Parmi les neuf PCs, seule PC7 

clive proEGF dans les endosomes dépendant de la clathrine. Cependant, un siRNA (small 

interference RNA) dirigé contre PC7 ne supprime pas le clivage du proEGF suggérant 

l’intervention de d’autres protéases113. L ’utilisation d’inhibiteurs dirigés contre les protéases de 

type cystéine ou sérine n’inactive pas la fonction enzymatique de PC7 mais une diminution du 

clivage de proEGF, suggérant que le clivage du proEGF par PC7 est indirect. Bien que l’EGF 

soit une protéine membranaire de type I, sa forme soluble est également clivée, indiquant que 

son ancrage à la membrane n’est pas requis pour son clivage, toutefois la forme soluble de PC7 

ne peut cliver proEGF (Cf 1.3.1.1 Importance du TMCT pour le transport et l’activité de 

clivage de PC7).  
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1.2.6.4 Les cancers 

 

VEGF-C et VEGF-D sont deux protéines connues pour faciliter la croissance tumorale 

et l’angiogenèse. VEGF-C semble être clivée extracellulairement ou à la surface cellulaire par 

PC7, Furine et PC5 qui reconnaissent un motif dibasique RR. Ces mêmes PCs clivent également 

VEGF-D mais à des sites de clivage distincts donnant naissance à plusieurs protéines tronquées. 

Selon la protéine clivée les récepteurs VEGFR-2 ou 3, une interaction ligand/récepteur va être 

possible. L’expression de VEGF-C est détectée dans 50% des cancers ainsi un inhibiteur des 

PCs inhiberait leur activation et diminuerait la prolifération tumorale136; 137.  Un fait intéressant 

est qu’une étude génétique (base de données STRING) a montré que la duplication ou la délétion 

de PCSK7 semblait être en lien avec VEGFR-2 connu également sous le nom de KDR (Cf 1.2.2 

La structure du gène PCSK7). Cependant, cette approche génétique ne valide aucunement s’il 

s’agit d’un clivage direct de PC7 sur VEGFR-2. Ainsi, PC7 semble essentiel au développement 

de l’angiogenèse puisqu’elle régule à la fois les ligands et récepteurs de la famille des VEGF. 

L’introduction d’inhibiteurs de PC7 comme adjuvant dans le traitement des cancers pourrait 

permettre de diminuer la prolifération tumorale. 

 

 

 

1.2.6.5 Le métabolisme lipidique 

 

Les cellules 3T3-L1 sont un excellent outil pour comprendre la différenciation des 

adipocytes in vitro. Leur différenciation peut être induite à l’aide de protéines telles que l’IGFR 

(insuline growth factor receptor)138 et se caractérise par l’augmentation de l’expression de la 

Furine, PACE4 et PC7 et se voit abolit lorsque les cellules 3T3-L1 sont traitées avec un le 

decanoyl RVKR-chloromethylketone (dec-RVKR-CMK) connu pour inhiber les PCs.  La 

Furine, mais pas PC7, clive IGFR. Cependant, des tests de type GWAS montrent des liens entre 
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les adipocytes et des variants de PCSK7 (Cf 1.2.3 Étude d’association pangénomique 

(GWAS) et découverte de nouvelles associations avec PCSK7).  

La pro-sortiline est clivée par Furine et PC748; 49. Cette protéine intervient dans le trafic 

cellulaire, elle permet le transport de ligands depuis l’appareil de Golgi et la membrane 

plasmique vers le lysosome139. Génétiquement, des hauts niveaux de sortiline sont associés avec 

des niveaux réduits de LDL circulant (mauvais cholesterol), ainsi PC7 intervient dans la 

régulation du métabolisme via ces différents précurseurs clivés par PC7. Cette protéine interagit 

aussi avec une protéine du cerveau BDNF (Cf 1.2.6.3 La prolifération cellulaire et vasculaire) 

 

1.2.6.6 L’homéostasie du fer 

 

En 2011, une étude GWAS a montré que la surexpression de la transferrine dans le 

plasma humain corrélait avec un SNP de PCSK7 (Cf 1.2.3 Étude d’association pangénomique 

(GWAS) et découverte de nouvelles associations avec PCSK7)85. Ainsi le récepteur de la 

transferrine humaine (hTfR1) (85 kDa), glycoprotéine dimérique membranaire de type II 

présente dans le foie et le plasma, a été testé avec l’ensemble des sept premiers membres de la 

famille des PCs (Figure 1.9)52. Étonnamment, seul PC7 clive ce substrat, dans les endosomes, 

au site KTECER100, ce qui aboutit au relargage d’une forme soluble de 75 kDa dans le milieu 

extracellulaire (Figure 1.9). La lysine en position P6 et l’arginine en P1 sont deux résidus 

critiques au motif de clivage. En conséquence, ce clivage est observé chez le rat (KEECVR), 

mais absent chez la souris (KEECVK) où l’Arg en P1 n’est pas conservée52. Le clivage de 

hTfR1 peut être évité lorsque la O-glycosylation en aval du site de clivage est présente au site 

Thr104. Différents inhibiteurs des autres familles de protéases ont été testés afin de s’assurer de 

la spécificité de clivage par PC7. Ainsi, pour la première fois, PC7 a un unique substrat : 

hTfR1. Ce clivage s’effectue dans les endosomes précoces acides puisqu’un traitement au 

sucrose qui empêche l’interaction entre la clathrine et les protéines adaptatrices initiant 

l’endocytose140 inhibe l’activité de clivage de PC7 sur hTfR152. De plus, la présence du domaine 

transmembranaire et de la queue cytosolique de PC7 sont essentiels à son activité52 (Cf 1.3.1.1 

Importance du TMCT pour le transport et l’activité de clivage de PC7). Toutefois, le variant 
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R504H de PC7 n’affecte aucunement l’activité de clivage du substrat82. TfR1 possède un 

homologue, TfR2, qui bien que clivé, n’est pas une cible des proprotéines convertases et TfR2 

intervient dans des mécanismes indépendants de TfR1141.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.9 Clivage de hTfR1 par PC7 

                   (Cette figure est issue de l’article Guillemot et al., 201352) 

Afin de mieux comprendre la régulation ferrique, il faut savoir que le transport 

d’oxygène est possible dans le corps humain grâce au fer142.  De nombreuses protéines facilitent 

le transport du fer circulant dans l’ensemble du corps grâce à la transferrine. Le fer localise 

principalement au niveau des sites fonctionnels (érythrocytes et hémoglobine), cependant le fer 
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en excès doit être stocké dans le foie sous forme de ferritine143. L’ensemble du réseau ferrique 

est régulé par l’hormone hepcidine (clivée par la Furine) et son récepteur la ferroportine144. Afin 

de transporter le fer, ce dernier est chargé sur la transferrine qui s’attache aux récepteurs de 

transferrine. Ainsi, en manque de fer, la transferrine est peu chargée en fer 143. Au contraire, en 

présence d’un excès de fer circulant, l’hepcidine est activée par la Furine afin de limiter le fer 

circulant dans le sang en entrainant la dégradation de la ferroportine et hTfR1 est inhibé par le 

clivage de PC7. À l’inverse, une surexpression de hTfR1 permet de combler une carence en fer 

et dans ce cas l’hepcidine est inhibée (Figure 1.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 Figure 1.10 La régulation de l’homéostasie du fer par PC7 et la Furine. 

 (Cette figure est adaptée du schéma final de l’article de Guillemot et al., 201352) 
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1.3 Le trafic cellulaire de PC7 et ses possibles acteurs 

1.3.1 Localisation subcellulaire et transport de PC7 

 

Afin de comprendre la biologie cellulaire de PC7, les différentes localisations de cette 

enzyme ont été mises en évidence par fractionnement cellulaire ou immunofluorescence à l’aide 

de marqueurs spécifiques d’organelles41; 145. Tout comme l’ensemble des PCs, PC7 localise dans 

le RE sous forme de zymogène afin de contrôler le bon repliement de l’enzyme. Contrairement 

au pro-segment, la forme mature de PC7 n’est pas sécrétée, la rétention de cette protéine peut 

s’expliquer par la présence du domaine transmembranaire (Figure 1.6). 

PC7 poursuit son chemin le long de la voie sécrétoire, on le retrouve ainsi faiblement 

localisé à la surface cellulaire. Plusieurs études suggèrent que PC7 est également sous la 

membrane, dans les endosomes précoces41; 127. Cependant, cette localisation reste incertaine car 

plusieurs études ont mentionné qu’il s’agissait d’un compartiment inconnu juxtaposé à la 

membrane114. L’internalisation de PC7 depuis la membrane plasmique est médiée par les 

vésicules dépendantes de la clathrine. PC7 co-localise avec les endosomes précoces (marqueur 

early endosome 1 (EEA1))52, mais aussi les endosomes tardifs (marqueur mannose-6-phosphate 

récepteur (MPR)) (Cf 1.3.2 Les endosomes). Toutefois, comme la Furine, PC7 demeure 

principalement dans la région Trans du Golgi (marqueurs du TGN -adaptine et TGN38 

(protéine de 38 kDa présente dans le TGN) (Figure 1.11)41; 146. Un recyclage de PC7 depuis les 

endosomes vers le TGN est possible grâce aux informations présentes dans la CT de PC7112 (Cf 

1.3.1.1 Importance du TMCT pour le transport et l’activité de clivage de PC7).  Ce 

recyclage au TGN est bloqué par le nocodazole inhibant la maturation des endosomes tardifs 

par une dépolymérisation les microtubules, et empêchant ainsi le transport protéique depuis les 

endosomes précoces vers les endosomes tardifs147.  Ainsi, tout comme la Furine, PC7 recycle 

via les endosomes tardifs. Toutefois ces deux protéines se dirigent dans des compartiments 

différents au TGN112; 148. Contrairement à la Furine dont des oligosaccharides N-glycans sont 

sialylés, PC7 localise dans des compartiments du TGN déficients en sialyltransférase. 

Finalement, deux études ont montré que PC7 ne co-localisait pas avec les lysosomes41; 121.  
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Figure 1.11 Localisation subcellulaire et trafic de PC7 et de la Furine le long de la 

voie conventionnelle. 

Les flèches indiquent le transport de PC7 (vert) et de la Furine (rose) entre les organelles. 

Les motifs présents dans les CT aidant au trafic sont annotés au-dessus de chacune des flèches. 

 

 

TfR1 est un marqueur des endosomes, c’est dans cette organelle qu’il est clivé par PC749. 

Cependant, la localisation subcellulaire de l’activité de clivage de PC7 sur les autres substrats 

n’est pas aussi claire. Une analyse de 152 séquences de sites clivage de PCs a montré 95% de 

similitudes entre ces 152 motifs de reconnaissance, or toutes les PCs ne clivent pas les mêmes 

substrats. Ainsi, une équipe créa des biosenseurs nommés CLIP (cell-linked indicator of 

proteolysis) pour comprendre la distribution de l’activité des PCs, in vitro, et plus précisément 

de PC7 et de la Furine. Par cette approche, il a été mis en évidence que, dans les cellules de 
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mélanome B16F, la Furine et PC7 clivent proNotch-1 dans le TGN149. Pour la première fois, in 

vitro, un clivage de PC7 a été démontré dans le TGN. 

 

1.3.1.1 Importance du TMCT pour le transport et l’activité de clivage de PC7  

 

La localisation cellulaire de PC7 est contrôlée par des signaux présents en C-terminal 

dans son domaine transmembranaire et sa queue cytosolique145.  Le TM permet une rétention 

intracellulaire de la protéine. En effet, PC7 est résistant un traitement au carbonate de sodium 

(Na2CO3) utilisé pour extraire les protéines faiblement ou non liées à la membrane ce qui a 

permis de conclure que cette protéine est ancrée à la membrane81. 

La région cytosolique de PC7 régule l’internalisation endosomale grâce au motif Pro-

Leu-Cys726 (PLC) présent dans sa CT (Figure 1.11) mais ne semble aucunement réguler la 

localisation de PC7 dans le TGN. En effet, pro-Notch1 est toujours clivé même par un mutant 

PLC725-AAA chez la souris149. Présentement, aucun mécanisme n’explique l’importance de ce 

motif, à part l’internalisation endosomale, ni les partenaires potentiels pouvant s’y lier.  

Comme déjà énoncé précédemment, un motif basique dans la CT de PC7 

(HRSRKAK714) couplé aux deux cystéines (C699,704) palmitoylées favorise le recyclage de PC7 

depuis les endosomes précoces vers le TGN en passant par les endosomes tardifs. Une mutation 

du groupe basique seul ou associé aux deux Cys engendre une relocalisation de PC7 à la surface. 

Cependant, la mutation des deux Cys seules n’affecte aucunement la localisation de PC7 au 

TGN, elle amplifie uniquement le phénotype du groupe basique muté.  Étonnement, 

contrairement au motif basique, les deux Cys sont conservées au cours de l’évolution (Figure 

2.1). Il est possible que le groupe basique agisse chez l’humain comme site de liaison pour une 

protéine qui va diriger PC7 vers le TGN. En effet, un mécanisme similaire est déjà observé avec 

la Furine et son motif acide (motif EECPSDSEEDE où S est un site de phosphorylation)43 se 

liant à PACS-1 (phosphofurin acidic cluster sorting protein 1) afin de recycler la Furine à partir 

des endosomes au TGN43; 150.  
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L’absence du TMCT de PC7 génère une protéine soluble non active. En effet, les 

substrats hTfR1, gp160 ou encore pro-BDNF ne peuvent être clivés par la forme soluble de PC7 

(shPC7)52; 118.  Ce n’est pas le cas pour la Furine qui, dépourvue de son TMCT, clive tout de 

même gp160118. Ce résultat renforce la spécificité d’action de PC7 sur ses substrats 

dépendamment de sa région C-terminale transmembranaire. Ainsi, des informations essentielles 

dans le TMCT de PC7 régulent sa localisation et/ou son interaction avec d’autres protéines 

l’assistant dans son transport et/ou son activité de clivage. 

Afin d’approfondir la fonction du TMCT de PC7, un échange de ces domaines avec ceux 

de la Furine a démontré que PC7 a tendance à être plus sulfatée et emploie plus efficacement la 

voie conventionnelle41.  

 

1.3.1.2 La voie non conventionnelle 

 

À l’aide d’une méthode de marquage en surface par biotinylation, il est possible 

d’estimer le temps nécessaire à PC7 pour atteindre la surface cellulaire en utilisant la voie 

sécrétoire conventionnelle (c’est-à-dire en passant par l’appareil de Golgi), soit environ une 

heure41. Cependant, une portion de PC7 (environ 60%) peut atteindre la surface cellulaire en 10 

minutes via une voie non conventionnelle allant directement du RE à la surface cellulaire. En 

effet, malgré l’utilisation de la brefeldin A (BFA) inhibant le transport des protéines du RE vers 

l’appareil de Golgi on trouve tout de même l’enzyme PC7 en surface marquée à la biotine41. 

L’utilisation de cette deuxième voie ne permet pas la sécrétion du pro-segment dans le milieu 

ni la présence de MTP sur PC7. En effectuant un échange des domaines TMCT de la Furine et 

PC7, la Furine-TMCT PC7 peut atteindre la surface cellulaire via la voie non conventionnelle, ce 

qui n’est pas le cas pour la Furine de type sauvage ou pour PC7-TMCT Furine. Plus précisément, en 

échangeant uniquement les TM des deux protéines, PC7-TM Furine reste bloquée au RE sous forme 

de zymogène, tandis que la Furine-TM PC7 peut atteindre la surface cellulaire en empruntant la 

voie non conventionnelle. Ce résultat indique le caractère essentiel et unique du TM de PC7. En 

alignant les deux TM (Figure 1.7), on peut noter que les différences majeures sont pour PC7 au 

niveau des résidus: Trp678, Tyr681, Tyr682, Tyr687 et Glu685
41. Peu de mécanismes sont connus 
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en ce qui concerne les voies non conventionnelles, plusieurs possibilités seront abordées dans 

la partie discussion de ce manuscrit.  

 

1.3.2 Les endosomes  

1.3.2.1 L’endocytose 

 

L’endocytose correspond à l’invagination de molécules du milieu extracellulaire vers 

l’intérieur d’une cellule. Ce mécanisme peut impliquer des calvéoles, et être indépendant ou 

dépendant de la clathrine. Dans ce dernier cas, il se caractérise par la formation de dépressions 

tapissées d’un manteau de clathrine permettant l’invagination de la membrane plasmique afin 

d’autoriser l’internalisation de molécules extracellulaires. La protéine AP-2 va initier 

l’endocytose en mobilisant la clathrine et par le recrutement de protéines cargos151-153. Afin de 

stabiliser le puits nouvellement formé, la polymérisation d’actine va contribuer à la formation 

de la vésicule en fermant le puits. La scission de cette vésicule par la dynamine, enzyme 

appartenant à la famille des GTPases, donne naissance à une vésicule (Figure 1.12)154. 

Cependant, la dynamine n’est pas spécifique à l’endocytose puisqu’elle interagit également avec 

le cytosquelette et intervient dans d’autres voies vésiculaires telle que la fission des bourgeons 

permettant le transport rétrograde depuis les endosomes vers le Trans-Golgi155. Ainsi, il faut 

être vigilant quant à l’utilisation d’inhibiteurs dirigés contre la dynamine (dynasore) puisqu’en 

plus de l’endocytose, d’autres mécanismes vont être bloqués tels que la formation de vésicules 

pour l’appareil de Golgi ou la régulation du cholestérol au niveau de la membrane plasmique156. 

Lorsque la vésicule est détachée de la membrane, le manteau de clathrine est désassemblé grâce 

à l’intervention de l’ATPase HSC 70 (heat shock cognate)151. Les vésicules nouvellement 

formées et dépourvues de leur manteau de clathrine vont pouvoir fusionner avec les endosomes 

précoces (early endosome (EE)). C’est par ce type de mécanisme endocytique que la transferrine 

et son récepteur sont absorbés157. 
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1.3.2.2 La famille des endosomes 

 

À la suite de l’endocytose, les vésicules nouvellement formées vont fusionner avec les 

EE dans le but de relarguer leur contenu provenant du milieu extracellulaire. Les EE sont des 

vésicules de petite taille situées à proximité de la membrane plasmique pour une période de 10 

à 15 minutes. Ces EE, dont le pH varie entre 5.9 et 6.8, vont trier et diriger le contenu vésiculaire 

aux bons destinataires par différents chemins intracellulaires158. Si les protéines cargos sont 

destinées à être dégradées, elles sont retenues dans la paroi vacuolaire des EE. Dans ce cas, il 

peut y avoir la formation de vésicules intra-luminales afin d’arrêter tout lien avec les voies 

intracellulaires et autoriser le relargage du mauvais contenu à l’extérieur de la cellule159. Ces 

vésicules intra-luminales tout comme les EE peuvent aussi envoyer les protéines aux lysosomes, 

pour dégradation, en passant par les endosomes tardifs (late endosome (LE)).  

Les endosomes tardifs, également connus sous le nom de corps vésiculaires à cause de 

leur taille et compositions variables, sont facilement identifiables par leur membrane hautement 

négativement chargée147; 160. Ces vésicules se forment par des fusions de type ‘kiss-and-run’. 

Les LE, dont le pH varie entre 6 et 4.9, ont un rôle de médiateur pour transporter des protéines 

à leur destination finale : les lysosomes composés de nombreuses hydrolases et d’un pH très 

acide158.  L’ensemble de ces vésicules forme un mécanisme continu avec une évolution depuis 

les EE vers les lysosomes en passant par les LE (Figure 1.12). Ce processus est possible par 

une acidification des vésicules, mais aussi par des changements de fusion vésiculaire, ou encore 

de la composition des membranes159. 

Les EE n’adressent pas uniquement des protéines à la dégradation. En effet, certaines 

protéines utilisent la voie rétrograde caractérisée par un transport de protéines des EE vers le 

TGN en passant ou non par les endosomes de recyclage ayant un pH d’environ 6.4161. Les 

endosomes de recyclage stockent les protéines et les trient afin de les envoyer vers la destination 

adéquate162. Cette voie favorise le recyclage de protéines préalablement passées dans le TGN 

pour atteindre la membrane (voie antérograde), à revenir à cette organelle pour être de nouveau 

utilisée. PC7 semble utiliser cette voie grâce à son motif basique couplé aux deux Cys 

palmitoylées112. D’autres protéines telles que la Furine, le MPR ou encore le transporteur de 
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glucose (GLUT4)163 empruntent également ce chemin. Plusieurs protéines dont AP-1 ou encore 

le rétromère et GGA3 (Golgi-associated γ-ear-containing ARF binding protein 3) participent à 

la régulation de ce transport rétrograde (Cf 1.3.4.2 Le rétromère et les protéines GGA). En 

plus de participer au transport rétrograde, les endosomes de recyclage peuvent revenir à la 

membrane plasmique. L’ensemble de ces vésicules sont entre autres régulées par les SNARE 

(soluble NSF attachment protein receptor)163. Il est à noter que TfR1 est une protéine 

empruntant ces endosomes afin d’être transportée entre les EE, le TGN et la surface cellulaire163. 

 

1.3.2.3 La régulation du transport vésiculaire 

 

La régulation spatio-temporelle du transport vésiculaire est possible grâce à 

l’intervention des protéines Rab appartenant à la famille des GTPases et à la superfamille des 

Ras. Ces protéines sont exprimées ubiquitairement, certaines ont été caractérisées par leur 

implication dans le transport vésiculaire, mais la plupart ont encore une fonction inconnue. Les 

Rab fonctionnent de façon cyclique sous deux formes : une forme active à la membrane en lien 

avec le GTP (guanine triphosphate) et une forme inactive dans le cytosol associée au GDP 

(guanine diphosphate). Ces protéines inactives et solubles dans le cytosol sont d’abord insérées 

dans les membranes cellulaires/vésiculaires via la MPT géranylgéranylation avant de devenir 

actives164. Le maintien de la forme inactive des Rab est contrôlé par l’enzyme GDI (GDP 

dissociation inhibitor). Suite à la relocalisation membranaire, le GDF (GDI displacement factor) 

chasse le GDI et permet ainsi au facteur d’échange GEF (guanine nucleotide exchange factor) 

d’initier l’échange du GDP en GTP afin d’activer la protéine Rab151. La présence du GTP initie 

le recrutement d’effecteurs (phosphate inositol, SNARE, protéines d’arrimage pour l’adressage 

de vésicules…)158 en lien avec le Rab actif. 
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Figure 1.12 : L’endocytose et le trafic endosomal 

Ce schéma représente les différentes étapes de l’endocytose menant à la formation 

d’endosomes précoces. La clathrine est représentée en orange. Les différentes Rab intervenant 

dans le trafic endosomal sont annotées au-dessus des flèches. (Adapté de Kaksonen et al., 2018 

et Roosen et al., 2016165; 166)  
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Les Rab représentent une famille d’une soixantaine de protéines167, parmi elles, Rab5 

qui est connue pour localiser préférentiellement dans les EE tandis que Rab7 et Rab9 se situent 

aux LE et Rab9 et Rab11 aux endosomes de recyclage (Figure 1.12)161. Rab7 et Rab9 sont 

impliquées dans le recyclage de protéines depuis les LE au TGN168. Il est ainsi possible de 

trouver différentes Rab dans une même membrane toutefois, chacune de ces protéines semble 

avoir une fonction spécifique et possède une localisation unique dans des microdomaines 

membranaires169.  La maturation des EE en LE est possible grâce à la présence de Rab7 et à 

l’inactivation de Rab5 qui est médiée par l’hydrolyse du GTP en GDP catalysée par une enzyme 

GAP (GTPase activating protein)158.  

 

1.3.3 La Furine et PC7, entre spécificité et redondance 

 

Bien que la Furine et PC7 ne présentent une homologie de séquence que de 31,2%, elles 

possèdent une grande redondance dans leur fonction de sheddase puisqu’elles clivent un grand 

nombre de substrats identiques (ADAM10, Notch1, IGF-1…)130; 149; 170. Ces deux PCs sont 

toutes les deux localisées dans le TGN où elles ne se chevauchent que partiellement127; 145 (Cf 

1.3.1 Localisation subcellulaire et transport de PC7: sialylation), la Furine y est toutefois 

plus abondante. La Furine est présente de façon plus spartiate à la surface cellulaire et dans les 

endosomes précoces et tardifs comparativement à PC7112; 145; 171. Cependant son activité, 

mesurée à l’aide des biosenseurs CLIP, est trois fois plus enrichie dans les endosomes que dans 

le TGN où elle est recyclée149; 172. Une différence majeure entre ces deux PCs est que la Furine 

peut cliver des substrats à la surface cellulaire, ce n’est pas le cas pour PC745. 

Tout comme PC7, la Furine est une protéine transmembranaire pourvue d’une CT de 

56 aa. Cette CT est composée de plusieurs motifs régulant sa localisation subcellulaire. Depuis 

la surface cette protéine est endocytée dépendamment de la clathrine grâce à un motif 

contenant une tyrosine (YKGL765) étendu à un motif di-leucine (LI760) et une phénylalanine 

(Phe790)173; 174. La tyrosine va se lier à la protéine adaptatrice 2 (AP-2) et permettre le 

déplacement rétroactif de la Furine depuis la membrane vers les endosomes172; 175. Tel que 

mentionné précédemment, (Cf 1.3.1 Localisation subcellulaire et transport de PC7), un 
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motif acide dans sa CT est phosphorylé par la caséine kinase II afin de réguler le recyclage de 

la Furine des endosomes au TGN176-180. Ce motif va être reconnu par PACS-1 qui va se lier à 

la protéine adaptatrice 1 (AP-1) afin d’effectuer le transport rétrograde de la Furine150; 181. En 

l’absence de la caséine kinase II la phosphorylation est inexistante et la Furine est relocalisée 

par AP-1 dans des granules de sécrétion depuis la voie sécrétoire vers la voie régulée182. 

(Figure 1.11). PC7 est dépourvue de ces motifs et sites de phosphorylation, cependant 

contrairement à la Furine elle est palmitoylée45. Présentement, aucun partenaire de régulation 

de PC7 n’est connu et seul le motif basique et la triade PLC furent découverts pour réguler le 

trafic de PC7112; 146.  

 

L’inversion des TMCT de PC7 et la Furine démontre que le TM de PC7 est essentiel 

pour s’orienter vers la voie non conventionnelle (Cf 1.3.1.2 La voie non conventionnelle). Pour 

ce qui est de la voie conventionnelle, la spécifité de substrat de PC7 sur hTfr1 est à la fois 

dépendante de ses régions catalytique et C-terminale. En effet, PC7-CT Furine clive partiellement 

hTfrR1 comparativement à PC7, tandis que les chimères PC7-TMCT Furine, Furine-TMCT PC7 ou 

Furine-CT PC7 ne le clivent pas52. Ces résultats appuient le fait que le TMCT de PC7 est essentiel 

à sa fonction. Au contraire de PC7, la Furine qui peut être sécrétée dans le milieu, peut cliver 

ses précurseurs même sous la forme soluble24. 

 

1.3.4 Les possibles partenaires de régulation de PC7 

1.3.4.1 Les protéines adaptatrices 

 

Les protéines adaptatrices (AP) sont une famille de 5 protéines toutes composées de 4 

sous unités : deux larges sous-unités et), une sous unité medium () et 

une petite sous unité () respectivement pour les AP1-5183.  Les sous-unités μ et σ sont au 

centre du complexe et sont impliquées dans la reconnaissance de motifs des protéines cibles. 

Les AP se lient grâce à la reconnaissance de courtes séquences spécifiques d’aa à la CT de 

protéines cargo afin de les relocaliser (Tableau IV). Les protéines adaptatrices interviennent 

dans la régulation du transport protéique membranaire le long de la voie sécrétoire et dans les 
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compartiments endocytiques dans le but de maintenir des fonctions physiologiques. Seules les 

trois premières AP sont associées à la clathrine183.  Deux principaux motifs sont reconnus par 

ces trois premiers membres: le motif tyrosine YXXØ et le motif di-leucine [DE]XXX[LI] (où 

X est un aa et Ø un aa hydrophobe) (Tableau IV) ou encore le motif NPYX184.  Par exemple, 

le motif tyrosine est associé au signal de la CT de hTfR1 permettant ainsi de le transporter dans 

les endosomes. En ce qui concerne AP-4, elle interagit, entre autres, avec la protéine APP 

impliquée dans la maladie d’Alzheimer via le motif YKFFE. Enfin, le dernier membre de la 

famille, AP-5 est encore peu défini en ce qui concerne ses motifs de reconnaissance, il intervient 

dans la régulation de l’homéostasie lysosomale183; 185. 

La protéine adaptatrice 1 est présente à la fois aux endosomes et au TGN, elle se lie 

aux protéines Arf1 (ADP-ribosylation factor) et PI4P (phosphatidylinositol (4,5) -biphosphate) 

qui l’amènent au TGN. AP-1 intervient dans la biogenèse de granules de sécrétion, et le 

transport bidirectionnel entre le TGN et les endosomes de recyclage186. Une mutation de la 

sous unité β entraine une accumulation de MPR dans les EE puisqu’il ne peut plus être 

recyclée au TGN 187, tandis qu’une mutation de la sous-unité sigma de la protéine adaptatrice 

1 cause un retard mental lié au chromosome X188. 

 AP-2 est recrutée à la membrane plasmique par PIP2 ou par la protéine Arf6. Ce 

recrutement entraine un changement de conformation de la protéine adaptatrice facilitant son 

accès aux motifs de reconnaissance di-leucine et tyrosine186. Ainsi, AP-2 se lie à CD4 via le 

motif di-leucine et favorise une internalisation endocytaire rapide de CD4189. 

Chez la souris la délétion de gènes codant pour AP-1 ou AP-2 est létale. Chez l’homme 

plusieurs mutations d’importance clinique ont été rapportées. Ainsi, une mutation de AP-1 est 

associée au syndrome de Fried qui se caractérise par le développement d’un retard mental et 

un dysmorphisme facial183. 
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Tableau IV. Motifs de reconnaissance de protéines cargo et trafic intracellulaire 

                             (Ce Tableau est adapté de Park et al., 2014183) 

 

 

 

1.3.4.2 Le rétromère et les protéines GGA  

Chez les mammifères, le rétromère est un hétéropentamére composé d’un dimère 

BAR-SNX (Bin- Amphiphysin-Rvs)-(sorting nexin)190 essentiel au remodelage de la membrane 

pour y favoriser le recrutement du rétromère190, et d’un trimère Vps26-29-35 (vacuolar 

protein sorting). Ce complexe régule le transport rétrograde des endosomes au Trans-Golgi de 

nombreuses protéines telles que la sortiline ou MPR191. Les sous-unités du rétromère ont 

différents rôles dans le transport rétrograde, ainsi le dimère SNX se lie aux membranes des 

endosomes précoces192 tandis que le trimère  se lie  à un motif de reconnaissance aux CT de 

protéines. Par exemple, ce complexe reconnait le motif YSVL de la CT de la sortiline 191 alors 

qu’AP-1 permet le transport de la sortiline aux endosomes193. Le rétromère régule aussi le 

transport de la bactérie Shiga toxine des endosomes au TGN194; 195. Le dimère SNX est 

nécessaire mais pas suffisant au recrutement du trimère. En effet, l’intervention de Rab7 

palmitoylée est essentielle au bon fonctionnement du rétromère196; 197. Une mutation de Rab7-

GTP va perturber le trafic de MPR qui se retrouvera bloqué dans le TGN au golgi196; 198. En ce 

qui concerne le trimère, VPS35 sert de structure de base pour les sous-unités VPS26 et 29. 

Protéine localisation 

signal de 

reconnaissance fonctions 

AP-1 TGN/endosomes 

YXXØ ou 

[DE]XXXL[LI] 

associée à la clathrine, transport entre le TGN et les 

endosomes 

AP-2 membrane plasmique 

YXXØ ou 

[DE]XXXL[LI] 

associée à la clathrine, transport de la membrane aux 

endosomes 

AP-3 endosomes 

YXXØ ou 

[DE]XXXL[LI] en lien avec les lysosomes 

AP-4 TGN YX [FYL][FL]E polarisation cellulaire 

AP-5 endosomes tardifs nd homeostasie lysosomale 

GGA 

endosomes précoces et 

TGN DXXLL transport du TGN aux endosomes 

Rétromère endosomes et TGN YSVL motif de reconnaissance de la sortiline 

AP-2 endosomes NPXY associée à la clathrine 
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Finalement, d’un point de vue phénotypique, un dysfonctionnement du retromère favorise le 

développement de maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et 

d’Alzheimer199. 

 

En plus des APs et du rétromère, les protéines GGAs (-ear containing ADP-

ribosylation factor-binding protein) sont une autre famille protéique capable d’interagir avec 

des motifs de protéines cargo dans le but de les relocaliser du TGN aux des vésicules 

dépendantes de la clathrine200. Les GGAs sont constituées d’un domaine VHS (Vps27p, HRS, 

STAM) capable de reconnaitre les motifs acidiques di-leucine (DXXLL) tel que le motif du 

MPR : EESEERDDHLLPM201. Ce domaine VHS interagit aussi avec la protéine BACE1 

(beta-site APP cleaving enzyme 1) impliquée dans la protéolyse de APP et la formation de 

plaques neurales. Cette interaction régule le transport de BACE1 entre les endosomes et les 

lysosomes192; 202. 

 

1.3.4.3 D’autres exemples de motifs associés au transport protéique 

 

Les protéines transmembranaires possèdent des motifs de reconnaissance dans leur CT 

permettant de réguler le transport à leur destination finale. Le Tableau IV met en avant une liste 

de protéines régulant transport intracellulaire de protéines cargos via leur motif de 

reconnaissance186; 203. En plus des protéines citées précédemment, d’autres motifs interviennent 

dans la régulation de ce transport protéique. Par exemple un motif di-leucine (LL) est présent 

dans la CT de la protéine Mnk (Menkes). Cette protéine est impliquée dans le transport du cuivre 

et cycle entre le TGN et la membrane plasmique et ce motif lui permet d’être internalisée depuis 

la membrane plasmique vers les endosomes204. Actuellement, la protéine régulant ce trafic via 

la reconnaissance du motif di-leucine n’a pas encore été caractérisée bien que les protéines AP 

soient suggérées pour ce mécanisme204. De plus, ce motif n’est pas suffisant pour la localisation 

dans l’appareil de Golgi204, c’est une information critique présente dans son TM qui lui permet 

rester dans le TGN205.  
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Un deuxième exemple est celui de la protéine SMAP2 appartenant à la famille des Arf 

GTPase. Cette protéine localise au TGN grâce à la présence du motif basique KYEKKK206. 

Deux autres motifs LLGLD et DLL reconnus par AP-1 contribuent à l’interaction de SMAP2 

avec la clathrine, protéine également présente dans les EE207. 

Finalement, un dernier exemple est celui de PC5B qui possède un motif acide YGLL 

couplé à un motif di-leucine (LL) se liant à PACS-1 dans le but de la re-localiser dans le TGN150; 

181; 208. En plus du transport vers le TGN, un second motif YEKL favorise l’internalisation 

endosomale de PC5B208. 

 

1.3.4.4 Cab45 (calcium-binding protein 45) 

 

Actuellement, aucun mécanisme de régulation n’explique le transport de PC7 du TGN à 

la membrane plasmique, ainsi une possibilité serait que Cab45 se lie à PC7 pour l’amener à 

sortir du TGN et l’envoyer à la surface cellulaire. De plus, l’activation et l’activité des PCs sont 

régulées par le calcium suggérant un lien avec une protéine se liant au calcium (exemple Cab45). 

Codée par le gène sdf4 (stromal cell derived factor 4), la protéine Sdf4/Cab45209 est une 

glycoprotéine de 45 kDa dont la surexpression a été observée dans les tissus adipeux210. Cab45 

appartient à la famille des CREC (Cab45, reticulocalbin, ERC-45, calumenin) c’est-à-dire une 

famille protéique ayant un motif d’au moins 6 répétitions de type main-EF composé d’une 

structure hélice-boucle-hélice. Ce motif en forme de main est connu pour se lier au calcium 

conférant à cette famille une caractéristique de dépendance au Ca2+ 211. Le motif HEEF en C-

terminal de Cab45 semblerait servir de signal de rétention au Trans-Golgi. 

Trois variants de la protéine Cab45 ont été répertoriés. La forme la plus répandue et 

étudiée correspond à la protéine Cab45-G (Cab45-Golgi). Cab45-G est composée d’un peptide 

signal en N-terminal et de 6 répétitions du motif EF. Comme son nom l’indique, cette protéine 

localise dans l’appareil de Golgi au niveau du Trans-Golgi210. Le second variant, Cab45-C 

(Cab45-cytosol) est exprimée dans le cytosol. Ce variant est dépourvu d’un peptide signal et ne 

peut emprunter la voie secrétoire212. Cab45-C localise dans les cellules du pancréas, où il 
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régulerait l’exocytose de zymogènes212. La troisième forme, Cab45-S (Cab-45 Sécrétée) a un 

peptide signal en N-terminal mais ne possède pas les répétitions du motif EF212 et est donc 

présente sous forme sécrétée.  

Le motif EF en lien avec le calcium est essentiel à la régulation de la concentration de 

Ca2+ dans le Trans-Golgi. La présence de Ca2+ médie l’oligomérisation de Cab45 nécessaire à 

la séquestration puis la sortie de protéines cargo de l’appareil de Golgi (Figure 1.13)213; 214. 

Ainsi, Cab45 N-glycosylée dans le TGN trie et oriente les protéines cargos à leur destination 

finale184 et les ions calcium régulent la signalisation et la fonction de transport et de stockage 

Cab45. La présence de Ca2+ et SPCA1 (secretory pathway calcium ATPase1) favorisent la 

rétention de Cab45 dans les membranes du TGN215. PC7 est présent à la fois au TGN et à la 

membrane plasmique il est donc possible que Cab45 régule PC7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.13 : Sortie de protéines cargos du Trans-Golgi par Cab45 

Cab45-G est une protéine soluble dans le TGN qui s’oligomérise en présence de calcium. 

Cette protéine oligomérique peut ainsi se lier à différentes protéines cargos pour les sortir du 

TGN. Généralement elles sont envoyées à la membrane plasmique213. (Cette figure est adaptée 

de Crevenna et al, 2016213). 
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Hypothèse et objectifs:  

Bien que la fonction de sheddase de PC7 soit majoritairement comprise et que sa 

localisation cellulaire soit connue (Trans-Golgi, endosomes et surface cellulaire) de nombreux 

points restent encore à élucider sur la biologie cellulaire de PC7. Le but de ce travail de thèse 

est de caractériser la biologie cellulaire de PC7. Plus précisément, quelles informations 

essentielles dans la queue cytosolique de PC7 régulent sa biologie cellulaire? 

 

Hypothèse : Des motifs conservés entre les espèces sont reconnus par des partenaires 

protéiques et régulent le transport et l’activité enzymatique de PC7. 

 

Afin de répondre à cette hypothèse j’ai divisé mon travail en trois principaux objectifs :  

1- Comprendre l’importance de la queue cytosolique de PC7 dans la régulation de son 

transport et de son activité de clivage en découvrant de nouveaux motifs présents 

dans la CT. 

2- Identifier des partenaires protéiques aidant au transport et à l’activité de sheddase de 

PC7. 

3- Comprendre où et comment PC7 se sépare de son pro-segment.  
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Chapitre 2 : Le motif ExExxxL de la 

queue cytosolique de la proprotéine 

convertase secrétoire humaine 7 régule 

son transport et son activité de clivage  

(article soumis dans  

Journal of Biological Chemistry  

le 12 avril 2019) 
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2.1 Résumé 

De nombreuses protéines sécrétoires sont clivées à des sites spécifiques pour être 

activées. Les proprotéines convertases (PC) forment une famille de 9 sérines protéases 

sécrétoires analogues à la subtilisine, dont 7 clivent au niveau de motifs composés de résidus 

basiques dans le TGN, les granules et/ou à la surface des cellules/endosomes. Le septième 

membre, appelé PC7, est une protéine transmembranaire (TM) de type I avec une queue 

cytosolique (CT) de 97 résidus. Seule PC7 clive le récepteur 1 de la transferrine humaine 

(hTfR1) en hTfR1 soluble (shTfR1) dans les endosomes. Pour mieux comprendre les rôles 

physiologiques de PC7, nous nous sommes concentrés sur la relation entre le trafic de PC7 

réglementé par le CT et sa capacité à éliminer hTfR1. La délétion du TMCT confère une 

protéine soluble et la perte de l'activité de sheddase de PC7 sur hTfR1. Des analyses 

approfondies de délétions CT et de mutagenèse nous ont amené à zoomer sur trois résidus du 

CT, à savoir E719,721 et L725, qui font partie d'un nouveau motif, ExExxxL725, essentiel à 

l'activité de PC7 sur hTfR1. Les études de résonance magnétique nucléaire (RMN) de deux 

peptides de 14-mer imitant cette région de la CT ainsi que son homologue muté en Ala ont 

révélé que les trois résidus étaient exposés du même côté de la molécule. L’ensemble de ces 

résultats a conduit à l'identification de AP-2, protéine adaptatrice reconnaissant le motif 

ExExxxL725. Ainsi, AP-2 constitue un nouveau régulateur potentiel de l'activité de trafic et de 

clivage de PC7. L'immunocytochimie de la localisation subcellulaire de PC7 et de ses mutants 

Ala de L725 et E719,721 a démontré que L725 améliore la localisation de PC7 dans les endosomes 

précoces et, conjointement avec E719,721, augmente l'activité endosomale de PC7 sur hTfR1. 

2.2 Contribution 

Conceptualisation: N.G. Seidah. P. Schu pour l’idée de la protéine AP-2. 

Réalisation des expériences : L. Durand. Conception de certains mutants : J. Guillemot et A. 

Evagelidis. Co-IP : S. Duval. NMR : V. Dianati et R. Day 

Analyse de résultats : L.Durand sauf pour le NMR : V. Dianati et E. Sikorska.  

Écriture du manuscrit : L. Durand et N. G. Seidah 

Supervision: N. G. Seidah 
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2.3.1 Abstract 

Many secretory proteins are cleaved at specific sites to be activated. The proprotein 

convertases (PCs) form a family of 9 secretory subtilisin-like serine proteases, seven of which 

cleave at specific basic residues within the TGN, granules and/or at the cell surface/endosomes. 

The seventh member, known as PC7, is a type-I transmembrane (TM) protein with 97 residues 

cytosolic tail (CT). PC7 uniquely sheds human transferrin receptor 1 (hTfR1) into soluble 

shTfR1 in endosomes. To better understand the physiological roles of PC7, we focused on the 

relationship between the CT-regulated trafficking of PC7 to its ability to shed hTfR1. Deletion 

mailto:seidahn@ircm.qc.ca
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of the TMCT, resulted in a soluble protein and the loss of shedding activity of PC7 on hTfR1. 

Extensive CT-deletions and mutagenesis analyses led us to zoom on three residues in the CT, 

namely E719,721 and L725 that are part of a novel motif ExExxxL725, which is critical for PC7 

activity on hTfR1. NMR studies of two 14-mer peptides mimicking this region of the CT and 

its Ala mutant revealed that the three exposed residues are on the same side of the molecule. 

This led to the identification of AP-2 as an adaptor protein that recognizes the ExExxxL725 motif 

and is thus a potential new regulator of PC7 trafficking and cleavage activity. 

Immunocytochemistry of the subcellular localization of PC7 and its Ala-mutants of L725 and 

E719,721 demonstrated that L725 enhances the localization of PC7 in early endosomes, and 

together with E719,721 they increase the endosomal activity of PC7 on hTfR1. 

 

Keywords: proprotein convertase type 7 (PC7); proprotein convertase subtilisin/kexin type 7 

(PCSK7); transferrin receptor 1 (TfR1); cytosolic tail (CT); adaptor protein 2 (AP-2) 

 

2.3.2 Introduction 

Many secretory proteins are synthesized as precursors that are subsequently activated or 

inactivated by limited proteolysis at specific sites10; 51. Most of these cleavages are achieved 

along the secretory pathway and/or at the cell surface by the proprotein convertases (PCs), serine 

proteases related to subtilisin/kexin (PCSKs)10. The 9-members of the mammalian PC-family 

are subdivided into three groups: (i) the first seven basic amino acid (aa)-specific PCs include 

the soluble PC1/3, PC2, PC4, PC5/6-A, PACE4 and the type-1 membrane-bound PC5/6-B, 

Furin and PC7. These proteases cleave their substrates at basic aa within the general motif 

(K/R)-2(Xn)-(K/R), where Xn = 0, 1, 2, 3 spacers aa10; (ii) the type-I transmembrane protease 

SKI-1/S1P activates a number of membrane-bound transcription factors such as the sterol 

regulatory element binding proteins 1 and 2 and the activating transcription factor 610; 25; 216; (iii) 

the soluble PCSK9  is the last member of the family that is implicated in low density lipoprotein 

(LDL)-cholesterol regulation via its ability to enhance the degradation of the hepatic LDL 

receptor217. All PCs are first synthesized as inactive zymogens (pro) that, except for PC2, are 

subsequently auto-catalytically cleaved in the endoplasmic reticulum (ER) at the C-terminus of 
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the inhibitory prodomain (Pro). The resulting non-covalent heterodimeric complex (Pro-

Catalytic) then exits the ER and traffics either to the cis/medial Golgi (SKI-1) or trans Golgi 

network (TGN)/secretory granules/endosomes where most PCs are activated upon sorting to 

their final destination. Zymogen activation of the basic-aa specific PCs occurs by either 

separation of the catalytic subunit from the inhibitory prodomain (e.g., for PC4, PC7) or 

following a second autocatalytic cleavage within the prodomain thereby liberating this segment 

from the active protease (e.g., for furin)218. PC7 is the most ancient and highly conserved 

secretory protease of the basic aa-specific PC-family members44. Recent behavioral tests 

showed that PC7 knockout (KO) mice are healthy and have a normal lifespan but exhibit 

anxiolytic and novelty-seeking behaviors47; 219. In contrast, PC7 knockdown is lethal in non-

mammalian species such as Xenopus98, and Zebrafish95. Although mammalian PC7 may exert 

redundant cleavage activities with some PCs such as Furin149, it uniquely sheds human 

transferrin receptor 1 (hTfR1) into soluble shTfR152. It may also participate in the 

cleavage/activation of pro-epidermal growth factor (proEGF)113. Cell biology studies revealed 

that the cytosolic tail (CT; human aa 689-785; Fig. 2.1 A) of PC7 likely contains critical motifs 

for its sorting to endosomes, wherein it is presumably activated, and cleaves hTfR1 and 

proEGF41; 52; 113. These could be either early or recycling endosomes, from which hTfR1 

recycles back to the plasma membrane via a fast (early endosomes)220 or a slow (recycling 

endosomes) route221. In that context, it was also shown that the aa motif  PLC726 in the CT of 

PC7 is essential for its endosomal internalization from the cell surface146, but whether it also 

regulates the shedding of hTfR1 by PC7 was not studied. In addition, the same group later 

showed that a cluster of five basic aa (HRSRKAK714) close to two reversibly Cys-palmitoylated 

residues (C699,704) in the CT of PC7 are essential for the TGN localization and endocytic 

trafficking of PC7112. Like Furin, PC7 is mostly localized to the TGN and may recycle to it from 

the cell surface, through endosomes41; 45; 146; 149. However, the site of activation where the 

prodomain of PC7 separates from the catalytic domain, and hence where PC7 gets activated and 

subsequently cleaves its substrates is not defined but thought to occur in acidic early 

endosomes41; 52. In that context, it was recently shown that palmitoylation of C699,704 in the CT 

of PC7 is critical for its processing of anthrax toxin by promoting their co-association in 

uncharacterized plasma membrane microdomains114. However, palmitoylation was not essential 

for other PC7-substrates such as hTfR152, E-cadherin and insulin-growth factor receptor 1114. In 
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this work, we present evidence that the shedding of hTfR1 by human PC7 depends on the 

integrity of a specific motif ExExxxL725 present in its CT, and that Leu in the PLC726 motif is 

the only critical aa. We also demonstrated that the PC7-mediated hTfR1 shedding is positively 

regulated by the cytosolic adaptor protein complex AP-2, as evidenced by overexpression and 

knockdown experiments of its μ-adaptin subunit.  

 

2.3.3 Results 

2.3.3.1 Critical CT-residues for the PC7-induced cleavage of hTfR1 

 

In order to better appreciate the critical aa in the CT of PC7 that may regulate its 

subcellular trafficking and hence its ability to shed hTfR1, we first aligned the transmembrane 

(TM) and CT segments of human (aa 668-785), rat, mouse and Xenopus laevis PC7 (Fig. 2.1 

A). While the TM is relatively well conserved between these species (85% aa identity to human 

for mouse and rat and 55% for Xenopus), the CT is less so with 58%, 46% and 35% aa identity 

between human, rat, mouse and Xenopus laevis PC7, respectively. To further delineate the 

critical aa in the CT, we generated chimeric constructs of human (hPC7) or Xenopus (xPC7) 

where their TMCT or CT were interchanged. Co-expression of C-terminally V5-tagged hTfR1-

V5 with native hPC7, rat PC7 (rPC7), xPC7 or four selected chimeras was achieved in HEK293 

cells (Fig. 2.1 B).  Western blot analysis of cell lysates and media were analyzed for hTfR1 

using a V5 polyclonal antibody (Ab)52, and in lysates for PC7 using an in house mammalian 

PC7 polyclonal antibody recognizing its catalytic subunit104. The data show that PC7 derived 

from all constructs was able to shed hTfR1-V5 into the medium (shTfR1-V5) to a similar extent 

as evidenced from the ratio of media levels of shTfR1 to cellular levels normalized to -actin 

(Fig. 2.1 B). This suggests that some common residues in the CT of these species may be critical 

for this processing. We also note that the zymogen processing of proPC7 into PC7 occurs, but 

seems somewhat less efficient in the xPC7, hPC7-xCT and hPC7-xTMCT chimeras. Since our 

antibody is specific for human, rat and mouse PC7, this may explain why it poorly recognizes 

xPC7. Finally, similar conclusions were also drawn from co-expression of the above constructs 
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with mouse pro-epidermal growth factor (mproEGF-V5)113 (supporting information Fig. S2.1 

A), suggesting that the conclusions are not substrate specific.  

We next generated a number of membrane-bound human PC7 constructs with 

successively shortened C-terminally truncated segments of its CT, as well a soluble form 

(shPC7) lacking the TMCT. These included the wild type (WT) sequence with a CT composed 

of 97 aa and truncated forms containing 88 (L774X), 67 (L753X), 29 (G717X) and ending at 

S689 (Q690X; CT) residues of the CT (Fig. 2.1 C). We then co-expressed hTfR1 with each of 

these constructs in HEK293 (Fig. 2.1 D) and hepatic HuH7 (supporting information Fig. S2.1 

B) cells. As previously shown52, soluble PC7 does not shed hTfR1, reinforcing the importance 

of membrane association of PC7 for such activity (Fig. 2.1 D; supporting information Fig. 

S2.1 B). The lack of either 98% of the CT (CT) or aa 717-785 (G717X) result in an ~80% (± 

4.1%) reduction of the PC7-shedding of hTfR1, whereas the lack of aa 753-785 (L753X) or aa 

774-785 (L774X) does not significantly affect such processing (Fig. 2.1 D; supporting 

information Fig. S2.1 B). We conclude that the most critical information regulating the activity 

of PC7 on hTfR1 resides in the segment comprising aa 717-752 in the CT (Fig. 2.1 C; ), with 

some remaining information in the membranous segment comprising aa 668-689 present in the 

CT construct.  

 

2.3.3.2 A new ExExxxL motif in the CT of human PC7 is important for its cleavage 

activity 

 

Alignment of human aa 717-753 with the equivalent sequences in the CT of rat, mouse 

and Xenopus PC7 revealed that the stretch ESxPL725 is absolutely conserved (Fig. 2.2 A). The 

human PLC726 motif was previously reported to regulate endosomal entry of PC7146, but the role 

of this sequence in regulating PC7 activity was not investigated. Accordingly, Ala replacement 

of PLC (PLC726-AAA) and PL (PL725-AA) resulted in ~60% (± 3.7%) and ~70% (± 8.5%) 

reduction of PC7 activity on hTfR1 (Fig. 2.2 B), suggesting that C726 is not critical. Indeed, it is 

replaced by Phe in Xenopus, and the C726F and C726A mutations do not significantly influence 

the PC7 activity (Fig. 2.2 C). Interestingly, while the P724A mutant exhibits similar activity to 
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WT PC7, the mutant L725A lost ~60% (± 3.7%) of the activity, similar to the PL725-AA and 

PLC726-AAA mutants (Fig. 2.2 C). Thus, L725 seems to be the only aa in the PLC motif that is 

critical for PC7 ability to shed hTfR1. 

We next focused on the possible presence of other critical aa preceding L725 in the 

sequence ELESVPL725.  Since Ala mutation of L720, S722, V723 or the sequence ESV723 did not 

affect the PC7 activity (supporting information Fig. S2.2 A), this suggests that they are not 

critical. Furthermore, individually the E721A or E719A mutations also did not significantly 

affect the PC7 activity (Fig. 2.2 C). Interestingly E719 is replaced by Ala in mouse and rat and 

Gly in Xenopus PC7 (Fig. 2.2 A), in line with a minor role of this aa residue. In contrast, the 

double E719A,E721A and the multiple E719A,E721A,PLC726-AAA or  E719A,E721A,L725A 

mutations reduced by  ≥ 50% (± 4.9-11.1%) the PC7 activity, similar to the L725A mutation 

(Figs. 2.2 B, C). As controls, our data showed that E733A, E735A did not affect PC7 activity 

(Fig. 2.2 B). Similar results and conclusions were reached from experiments in HuH7 and HeLa 

cells (supporting information Figs. S2.2 B, C). Overall, this suggests that ExExxxL725 is the 

critical motif in the CT of human PC7 that regulates its activity on hTfR1. Because mutations 

of the ExE721 or L725 result in similar reductions of activity, this may point to the ExExxxL725 as 

a binding motif recognized by a common putative cytosolic partner. 

 

2.3.3.3 NMR secondary structure prediction of the ExExxxL motif in the CT of human 

PC7  

 

Due to the theoretically higher mobility of a truncated peptide compared to the same 

sequence in the native protein, it is difficult to predict the native structure of a motif in the 

protein from a short peptide structure. However, sequence information of local motifs 

orchestrates the secondary structure and folding of proteins and give some idea on the native 

structure of the motif in the protein222; 223. Unavailability of a crystal structure of PC7 or its CT, 

led us to solve the structure of a chemically synthesized CT 14-mer peptide (aa 717-730) using 

solution NMR methods to investigate the structure of this part of the CT in human PC7.  The 

results revealed that the side chains of the key Glu and Leu residues in the ExExxxL725 motif 
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are laying on the same side of molecule, where a likely protein-protein interaction (PPI) could 

happen (Fig. 2.3). As anticipated for a short peptide, the two last aa at both ends have more 

mobility than the rest of the residues, which, however, finely converge in the ensemble. 

Furthermore, it was found that the peptide does not have a regular secondary structure element 

(α-helix, β-sheet or turns), confirming the role of this segment as part of an accessible loop, 

since non-regular secondary structures are found in half of all PPIs as deduced from a survey of 

protein databanks224. The data clearly show that the three key residues E719,721 and L725 lie on 

the same side of the molecule (Fig. 2.3 A) and hence are well poised to interact with a 

partner/adaptor protein, identified below. It was shown that removal of the side chains from 

these triad residues (i.e., Ala mutations of E719,721 and L725) resulted in a substantial reduction in 

the activity of PC7 on hTfR1, which is likely due to eliminated interactions of these residues 

with one or more cytosolic adaptor protein. In order to discover more structural elements of the 

motif, an Ala719,721,725  mutated 14-mer peptide was synthesized and the structure was solved by 

solution NMR. The data revealed that the mutations affected the backbone structure of the 

peptide (Fig. 2.3 B). Although the mutated peptide still has a coiled-coil structure, alignments 

of the two structures showed that the mutated peptide has more curvature compared to the native 

PC7-derived peptide (Fig. 2.3 C). Altered curvature causes a reorientation and repositioning of 

A725 compared to L725, demonstrating a significantly altered peptide structure. 

 

2.3.3.4 Subcellular localization of human PC7 and its CT mutants 

 

The intracellular localization of human PC7 and its CT mutants were best analyzed by 

fluorescence immunocytochemistry in HeLa cells, compared to HEK293 or HuH7 cells, since 

HeLa cells have a more visible subcellular distribution of organelles, including its Golgi 

architecture225. Furthermore, we reached similar conclusions regarding the effect of the PC7 

mutants on hTfR1 cleavage activity in HeLa cells (supporting information Fig. S2.2 B). 

Immunocytochemistry of C-terminally V5-tagged human PC7, its tagged-CT variant or 

mutants of the critical aa in the ExExxxL motif were analyzed in permeabilized HeLa cells 

(Figs. 2.4, 2.5). Because none of the PC7 antibodies we tested gave a specific strong signal on 
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immunocytochemistry, we used an Ab to the V5 tag. Accordingly, we visualized the localization 

of PC7 in these cells and defined its co-localization with a TGN marker Golgin-97 (Fig. 2.4) or 

an early endosomal marker EEA1 (Fig. 2.5). 

The data show that compared to WT PC7, the loss of the CT (CT) or the mutation 

L725A that decreased by ~80% the PC7 activity on hTfR1 (Figs. 2.2 B, C), also significantly 

reduced the PC7 localization in the TGN by ~70-75% (± 5.6-14.1%) (Fig. 2.4). In addition, the 

EEA1 co-localization of PC7-CT and PC7-L725A is reduced by ~80% (± 6%) and ~50% (± 

14.6%), respectively (Fig. 2.5). To unravel the preferred localization of PC7-L725A, we 

analyzed its cell surface localization by immunocytochemistry under non-permeabilizing 

conditions (Fig. 2.6). The data clearly show that the L725A mutant is ~2-fold (± 0.5) enriched 

at the cell surface and spread all along the plasma membrane, as compared to WT PC7 that 

seems to localize to discrete areas of the cell surface (Fig. 2.6). These results agree with those 

of a previous report using permeabilizing conditions on a CT-L725A-chimera that is also 

enriched at the cell surface146. 

Interestingly, the P724A mutant is ~50% (± 6.7%) less enriched in the TGN (supporting 

information Fig. S2.3 A) but is ~1.6-fold (± 0.25) more enriched at the cell surface (Fig. 2.6). 

The soluble PC7 is not endocytosed, and both PC7-WT and its P724A mutant similarly co-

localize with EEA1 (supporting information Fig. S2.3 B). These data agree with our 

observation of the similar hTfR1 shedding activity of PC7-WT or its P724A mutant (Fig. 2.2 

C). This suggests that PC7 is active if transported into early endosomes, and that it is comparably 

much less active in the TGN or the cell surface, as previously suggested52. Furthermore, our 

results using the full length PC7 agree with those of an earlier report where the mutant P724A 

in a Tac-CT-chimera is also enriched at the cell surface146.  

Notably, L725A (Fig. 2.4), PLC726-AAA, PL725-AA and P724A (supporting 

information Fig. S2.3 A) are ~75% (± 5.6%), ~50% (± 9.7%), ~90% (± 4.8%) and ~65% (± 

6.7%) less co-localized with Golgin-97, respectively. This suggests that the PL725 plays a major 

role for the localization of PC7 in the TGN. In addition, similar to L725A (Fig. 2.5), but different 

from P724A (supporting information Fig. S2.3 B), both PLC726-AAA and PL725-AA are 

~50% (± 3-9.8%) less co-localized with EEA1 (supporting information Fig. S2.3 B). These 
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data and those of Fig. 2.5 demonstrate that L725 is the critical residue in the PLC motif for the 

localization of PC7 in early endosomes, and hence for its activity on hTfR1 (Fig. 2.2).  

Notably, the absence of E719,721 predominates over that of L725 in keeping PC7 in the 

TGN, since E719A,E721A  and E719A,E721A,L725A are similarly localized to the TGN as 

WT (Fig. 2.4). However, the reverse is true at the cell surface, where L725 predominates over 

E719,721 (Fig. 2.6). In contrast, both L725 and E719,721 are critical for the EEA1 localization of PC7, 

since their Ala mutants are ~40% (± 7.2-14.6%) less co-localized with EEA1 than WT PC7 

(Fig. 2.5), befitting their ~50% lower activity on hTfR1 (Fig. 2.2 C). These results suggest that 

E719,721 and L725 are critical for the efficient localization of PC7 in early endosomes, and hence 

for PC7 activity on hTfR1 (Fig. 2.2). In sum, we conclude that the motif ExExxxL725 modulates 

the efficient entry of PC7 into early endosomes and its cleavage activity on hTfR1. 

Finally, compared to WT PC7, the PC7-CT exhibits a much lower localization in early 

endosomes than the L725A and E719A,E721A,L725A mutants (Fig. 2.5), and yet the hTfR1 

shedding activities of the above mutants are ~2-fold (± 0.4) higher than that of PC7-CT (Fig. 

2.2). This suggests that the CT of PC7 contains motifs other than the ExExxxL725 that modulate 

its efficient entry into early endosomes from the cell surface, its activity and retrograde 

endocytic trafficking to the TGN via endosomes. Indeed, a basic aa cluster HRSRKALK714 and 

two palmitoylated C699,704 seem to be critical for this trafficking112. 

 

2.3.3.4 AP-2 is necessary for PC7 endosomal sorting and shedding activity on hTfR1 

 

Selective transport of transmembrane proteins to different intracellular organelles often 

involves the recognition of sorting signals in their CT by one or more members of a family of 

heterotetrameric adaptor protein (AP) complexes named AP-1 through AP-5, each composed of 

four subunits226. These cytosolic adaptor complexes mediate sorting of cargos from the TGN, 

cell surface, endosomes and lysosomes. AP-1 is a clathrin-associated complex that, in most cell 

types, mediates sorting between the TGN and endosomes, whereas AP-2 is involved in clathrin-
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dependent cell surface endocytosis in which cargo proteins are incorporated into vesicles 

destined for fusion with the early endosome227. 

Both AP-1 and AP-2 complexes usually recognize the motifs Yxx-(bulky hydrophobic 

aa) or [D/E]xxxL[L/I]227. Since two aa in the deduced critical motif ExExxxL725 in the CT of 

PC7 are absolutely conserved between species (Fig. 2.1 A) and resemble partially the 

[D/E]xxxL[L/I] motif recognized by AP-1 as well as AP-2, we investigated their possible 

involvement in the sorting and/or sheddase activity of PC7. The hPC7 ExExxxL725 sorting motif 

appears to belong to the family of sorting motifs recognized by the three σ1-adaptins of the 

various AP-1 complexes and by the σ2-adaptin subunit of the AP-2 complex228-230. In order to 

investigate the contribution of AP-1 and AP-2 to hPC7 sorting, and thus hTfR1 shedding, we 

decided to alter the expression levels of AP-1 and AP-2 via overexpression and knock-down of 

their μ1 and μ2 adaptin subunits, because the absence of μ-adaptin renders the remaining 

trimeric adaptin complex non-functional187; 231. Accordingly, we either overexpressed or 

silenced the  subunit of either AP-1 or AP-2 in HeLa and HEK293 cells (Figs. 2.7, 2.8). 

In view of the critical importance of the localization of PC7 in early endosomes for its 

activity on hTfR1, we first concentrated on the co-localization of PC7 and its mutants with 

EEA1 following overexpression of the  subunit of either AP-1 or AP-2 in HeLa cells (Fig. 

2.7). The data show that overexpression of the AP-2 subunit, but not that of AP-1, results in 

a significant ~1.3-fold (± 0.1) higher localization of WT PC7 with EEA1 in HeLa cells (Figs. 

2.7 A, B), as well as a ~1.6-fold (± 0.2) higher activity of PC7 on hTfR1 in HEK293 cells (Fig. 

2.8 A). In agreement, only siRNA treatment (88% efficacy) against AP-2 resulted in a 

significant ~30% (± 10%) reduction of PC7 activity, whereas siRNA against AP-1 (96% 

efficacy) had no significant effect (Fig. 2.8B). We conclude that AP-2 is implicated in the 

localization of WT PC7 in early endosomes and hence in the upregulation of its activity. This 

result was supported by the co-immunoprecipitation of PC7 and AP-2 in HEK293 cells 

overexpressing of AP-2-Flag and hPC7-V5, but not when the ExExxxL725 motif is mutated to 

AxAxxxA725 (Fig. 2.8C).  These results demonstrate a direct binding of AP-2 to the exposed 

ExExxxL725 motif in the CT. Note that only mature hPC7 co-immunoprecipitates with AP-2, 

supporting the fact that proPC7 is retained in the ER41. 
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We next investigated the effect of overexpression of AP-2 on the co-localization of the PC7 

mutants in the motif ExExxxL725 with EEA1. In all cases we found that overexpression of AP-

2 does not significantly affect the degree of co-localization of the PC7 mutants E719A,E721A 

(Fig. 2.7 C),  L725A (Fig. 2.7 D) or E719A,E721A,L725A (Fig. 2.7 E) with EEA1. These 

results support the notion that AP-2 interacts with the critical ExExxxL725 motif in the CT of 

PC7 and regulates its entry into early endosomes and hence its activity on hTfR1. Since the 

ExExxxL725 motif does not play a major role in the TGN localization of PC7 (Fig. 2.4), it was 

of interest to test the possible roles of AP-1 and AP-2 in this process. Our results showed that 

overexpression of AP-2but not AP-1, results in ~25% (± 8.3%) reduction in the TGN 

localization of WT PC7 or its E719A,E721A,L725A mutant (supporting information Fig. S2.4 

C). That altered PC7 TGN localisation induced by AP-2μ overexpression is independent of the 

identified ExExxxL725 sorting motif, suggests that an AP-2 effect on PC7 TGN localisation is 

not mediated by this interaction. Increased AP-2 levels may lead to altered trafficking of a yet 

unknown PC7 partner protein, which could influence PC7 trafficking kinetics. 

2.3.4 Discussion 

While PC7 is the most conserved member of the secretory basic-aa specific PC family44, 

very little is known about its physiological functions47, subcellular trafficking, activation and 

processing of specific substrates10; 41; 49; 112; 113; 146. The viability of PCSK7 KO mice and the 

absence of overt pathological phenotype(s) suggests that this widely expressed convertase is 

either redundant with other members of the family, such as Furin, or that its absence may 

actually be beneficial in adult mice47; 219. Indeed, epidemiological data suggested that PCSK7 

rare gain-of-function SNPs or overexpression may be associated with a higher triglyceride 

phenotype82, and biochemical data further provided a possible link between PC7 and 

cardiovascular diseases232; 233. In addition, gene duplication or deletion of PCSK7 are associated 

with a rare congenital heart anomaly known as total anomalous pulmonary venous connection, 

where pulmonary veins of the left atrium abnormally connect to the right atrium or systemic 

venous system234. These epidemiological data suggested that PC7 may play a critical role in the 

activation of the Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 (VEGFR-2)234. 
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In order to better understand the biology of the secretory membrane-bound PC7, herein 

we undertook an extensive analysis of the role of its CT in the regulation of its intracellular 

trafficking and ability to enhance the shedding of hTfR1, the only validated human specific 

substrate of PC752. 

Our extensive mutagenesis and deletion analyses of the CT led to the conclusion of the 

existence of a specific ExExxxL725 motif that modulates the steady-state concentration of PC7 

in early endosomes and its cleavage activity on hTfR1 (Figs. 2.1-2.5). This was further 

supported by NMR studies that demonstrated that in this exposed motif the E719,721 and L725 

reside on the same side of the molecule (Fig. 2.3), suggesting that they may interact with a 

specific cytosolic protein. The similarity of the conserved ExxxL part of the critical motif to the 

di-leucine based recognition sequences for AP-2 led us to demonstrate that AP-2 indeed 

enhances the subcellular trafficking of PC7 into early endosomes, where it may get activated 

and thus becomes apt to shed hTfR1 (Figs. 2.7, 2.8).  

It was suggested that in addition to Furin, mouse PC7-mediates the processing of 

proNotch-1 in the TGN, based on the fact that the mouse equivalent PLC725-AAA mutation in 

the CT did not affect such processing in mouse melanoma B16F1 cells  149. In contrast, we 

demonstrated that the TGN localization of human PC7 PLC726-AAA is ~50% lower than WT 

PC7 (supporting information Fig. S2.3 A). Thus, it would be informative if the results of 

proNotch-1 processing by human and mouse PC7 would be compared.  

The present results do not exclude the possibility that, aside from hTfR1 or proEGF 

cleavage, activated PC7 recycles back to the TGN from early endosomes and performs other 

cleavages therein112; 149. Indeed, it was shown that the human CT segment proximal to the TM 

(aa 689-714; Fig. 2.1 A) contains a non-conserved basic sequence HRSRKAK714, close to two 

reversibly Cys-palmitoylated conserved residues (C699,704), that are essential for the TGN 

localization and endocytic trafficking of human PC7112. 

Until recently, the importance of the Cys-palmitoylation in the regulation of the cleavage of 

physiological substrates of PC7 remained obscure. Indeed, it is dispensable in the processing of 

many of its substrates, such as hTfR152, mproEGF113, and the redundant cleavage of E-cadherin 

and IGF-1 by PC7 and furin114; 131. Interestingly, it was recently shown that the Cys-



 

70 

palmitoylation of PC7 and of the anthrax toxin protective antigen (PA) is performed by the same 

protein acyl transferase ZDHHC5114. These Cys-palmitoylations promote the association of both 

PC7 and PA with plasma membrane microdomains favoring subsequent cleavage of PA by 

PC7114. It is thus plausible that the Cys-palmitoylation of PC7 mediates the concentration of 

PC7 and some of its Cys-palmitoylated substrates in membrane microdomains.  

While autocatalytic cleavage of proPC7 to PC7 occurs in the ER41, the non-covalent 

inactive complex of the prodomain-PC7 exits the ER104, crosses the TGN and reaches the cell 

surface, either directly or via endosomes. Gradual acidification along the late secretory pathway 

may lead to the separation of active PC7 from its inhibitory prodomain52. 

The exact PC7 zymogen activation mechanism and the fate of the prodomain are still 

unresolved. In cells overexpressing vaccinia virus recombinants of the prodomain of PC7, this 

segment was secreted intact in the medium, but not that of furin104. However, under our 

transfection conditions we could not detect the prodomain derived from full-length PC7 in the 

medium. We presume that it separates from the main catalytic subunit before or after entry of 

the prodomain-PC7 complex into early endosomes from the cell surface, whereupon PC7 gets 

activated and sheds hTfR1. Future studies should address this critical question in detail, as it 

may lead to the identification of a specific mechanism and/or partners implicated in the 

activation of PC7.  

Finally, it should be mentioned that besides the conventional ER to TGN route, PC7 is 

the only convertase known to reach the cell surface by an alternative faster unconventional 

pathway directly from the ER to the cell surface41. The TM of PC7 (but not that of furin) seems 

to be critical for the ability of PC7 to traffic through this unconventional route41. We still do not 

know if zymogen activation of PC7 traversing this unconventional pathway takes place, or 

whether this is a source of readily available inactive PC7 for other functions that are independent 

of its catalytic activity, as proposed for the R504H mutant of PC7 in the regulation of 

triglycerides49; 232. In conclusion, the data presented in this work better defined the critical 

elements in the CT of PC7 that regulate its ability to traffic to early endosomes where it is able 

to shed hTfR1 and also cleaves mEGF. It emerged that the sheddase activity of PC7 critically 

depends on this sorting motif recognized by AP-2, but that additional proteins are taking part in 

the regulation of PC7 trafficking kinetics (Fig. 2.9).  
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2.3.5 Experimental procedures 

2.3.5.1 Plasmids  

 

All cDNA mutants hPC7, rPC7 and xPC7 were cloned, as reported, on pIRES-2-EGFP 

vector (Clontech)52. Some of them were subcloned at the C-terminal with a V5, Flag or HA tag. 

Human hTfR1-V5, mouse AP-1, mouse AP-2 and mouse proEGF-V5 were cloned as reported52; 

113. Table S1 (supporting information Table S2.1) recapitulates all oligonucleotides used in 

mutant constructions. 

2.3.5.2 Cell culture and transfections 

 

HuH7, HEK293 and HeLa cells lines were cultivated in Dulbeco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM; Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Invitrogen). 

Cells were incubated in a 6 wells plates (500,000 cells/well) at 37°C under 5% CO2. HeLa and 

HuH7 cells were transfected in equimolar quantity of plasmid with a final quantity of 2 µg of 

cDNA with polyplus reagent (Jetprime). HEK293 cells were transfected in equimolar quantity 

of plasmid with a final quantity of 1 µg of cDNA using polyplus reagent. Twenty hours after 

transfection, cells were washed in a serum-free medium and incubated for another 20h, 

whereupon the cells were collected and lysed with RIPA 1X in order to prepare protein for 

Western blot analysis. 
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2.3.5.2 SiRNA and quantitative RT-PCR 

 

Human AP-1μ, AP-2μ and scrambled siRNA (Dharmacon; siGENOME SMARTpool) 

were transfected with a final 50 nM concentration, using DhamaFECT1 transfection reagent 

(Dharmacon), as recommended by the manufacturer’s protocol.  

To verify the siRNA efficacy, quantitative RT-PCR were performed on HEK293 cells 

to measure AP-1 and AP-2 mRNA levels. Before quantification, total RNA extraction was 

performed using 1 mL Trizol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. 

To verify the RNA extraction quality, Superscript II reverse-transcriptase amplification was 

done, as recommended by Invitrogen. The quality of newly extracted RNA was visualized on a 

1% agarose gel. Real-time PCR was carried out using Viia7 System (Applied Biosystems). 

Reactions were run in duplicate in two independent experiments. Human TATA-box binding 

protein (TBP) gene was used as an internal control to normalize the variability in expression 

levels. The sets of primers were as follows: hAP1M1 forward: 

GAGATCGTGTGGTCCATCAAGTC and reverse: AAGTGGGCCCGCATCA; 

hAP2M1 forward: CAAGGCCAGCGAGAATGC and reverse: GCGCTGATCTGCGATTCC. 

TBP gene was used to normalize gene expression and quantify the variability of expression level 

of AP proteins in the presence of siRNA. Expressions were analyzed using the ΔCT method235. 

2.3.5.3 Western Blot analysis 

 

Cell lysates and media were separated on 8% SDS-PAGE gel. After migration, gels were 

transferred onto a nitrocellulose membrane (GE healthcare) overnight and blocked 1h at room 

temperature (RT) with 1:1 blocking buffer (Mandel): PBS 1X. Membranes were incubated 

overnight at 4°C in 1:1 blocking buffer (Mandel): PBS 1X solution with first antibody (Ab): 

anti-PC7 polyclonal Ab that recognizes the N-terminal prosegment and the active form 

(1:10,000), anti-V5 Ab (InVitrogen) (1:3,000), β-actin (Sigma) (1:3,000). Proteins were 

revealed with a secondary fluorescent anti-mouse Ab 680 (Mandel) (1:10,000) or anti-rabbit Ab 

800 (Mandel). Revelation of tagged proteins occurred on an Odyssey Li-Cor imaging machine 
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and quantification were performed with Image studio lite version 5.2 software. To verify the 

expression of AP-1-Flag and AP-2-Flag anti-Flag M2 HRP (1:3000) (Sigma-Aldrich) was 

used.  

2.5.3.4 Co-Immunoprecipitation 

 

HEK293 cells were plated in 100 mm2 plates and transfected the next day in equimolar 

quantity of plasmid with a final quantity of 4 µg of cDNA using Polyplus Reagent®. Forty-eight 

hours post transfections, cells were lysed in 0.5% CHAPS buffer (5M NaCl, 1M Tris pH 7.5, 

0.5% CHAPS) and protein concentration was calculated using Bradford Assay (Bio-Rad). 1 mg 

protein was incubated with anti-Flag M2 antibody (Sigma-Aldrich) for 2h prior to incubation 

with protein A/G PLUS-agarose (Santa-Cruz Technologies) for 1h. The samples were washed 

3 times with 0.5% CHAPS buffer. The immunoprecipitates were resolved on an 8% SDS-PAGE 

gel and revealed by a V5-HRP antibody (1:10000; Invitrogen).  

 

2.5.3.5 Peptide Synthesis 

 

Two 14-mer peptides were synthesized: WT PC7 GTELESVPLCSSKD, and its triple 

mutant GTALASVPACSSKD. The peptides were synthesized either on 2-chlorotritylchloride 

or TentaGel S RAM resin on an automated peptide synthesizer. The peptide chains elongation 

were carried out by standard Fmoc solid phase peptide synthesis. Fmoc protected aa were 

coupled using 5 equivalents of protected aa, 5 equivalents of HATU, and 15 equivalents of 

DIPEA in DMF. Fmoc group was removed with 20% piperidine in DMF. For synthesis on 2-

chlorotritylchloride resin, the first aa was loaded on the resin using 1.2 equivalents of aa, 4 

equivalents of DIPEA in DMF for 3h. The unreacted groups were capped with a mixture of 

DCM/MeOH/DIPEA 85:10:5 and N-terminal acetylation was achieved by a solution of 

DCM//DIPEA/Ac2O 85:10:5 for 1h. The global deprotection was achieved using the cocktail 

TFA/thioanisole/H2O/phenol/EDT 82.5:5:5:5:2.5 for 2h. After evaporation of 50% of cleaving 

cocktail, the crude peptide was triturated with diethyl ether (Et2O), centrifuged, and the 
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supernatant was discarded. The resulting solid was purified on a Waters preparative HPLC 

system (autosampler 2707, quaternary gradient module 2535, UV detector 2489 (λ = 214 and 

230 nm), fraction collector WFCIII) equipped with an ACE5 C18 column (250 mm × 21.2 mm, 

5 μm spherical particle size). The purity of the fractions was determined (more than 95%) by an 

Agilent Technologies 1100 analytical HPLC system equipped with a diode array detector (λ = 

210, 214, 230, and 254 nm) and C18 columns of Phenomenex Jupiter (5 mm, 4.6 μm, 250 mm). 

ESI-HRMS (TripleTOF 5600, ABSciex; Foster City, CA, USA) was used to confirm the identity 

of the pure peptides. 

 

2.5.3.6 NMR studies 

 

Samples prepared by solubilizing the peptides in a 10% D2O/H2O mixture (2 to 3 mM). 

For the Cys containing peptide, fully deuterated 1,4-dithiothreitol (DTT) was added at the 

maximum concentration of 10 mM. The NMR experiments were performed on a Agilent Varian 

(600 MHz for 1H) spectrometer at ambient temperature. 13C chemical shift assigned by a 1H-13C 

HSQC and 1H chemical shifts using a 1H-1H TOCSY experiment (mixing time of 50 ms). The 

interproton disatnces was assigned based on the 1H-1H NOESY (mixing time of 50 ms) and 1H-

1H ROESY (mixing time 250 ms) experiments. 

The program DANGLE was used to predict the Φ and Ψ dihedral angles on the basis of 

backbone and 13Cb chemical shift values for both peptides236. For the native truncated peptide,  

all NOEs were assigned manually, divided into weak, medium and strong, and converted into 

distance restraints using CcpNmr Analysis Version 2.4237. Structure were calculated using the 

ARIA 2.2 and CNS programs on the CCPN grid server238; 239. After removing the violated NOE, 

the structures were recalculated on the CCPN grid server (https://www.ccpn.ac.uk/v2-

software/software/web-apps-general). This server also refined the structures in water. The 

refined structures were further validated with the program Procheck240 (Fig. 2.3). 

For the Ala-mutated peptide 3D structure calculations were achieved with AMBER 14.0 

package (http://ambermd.org). The starting structure of the peptide has been generated with 

LEaP program embedded in AMBER 14.0. For solvated system, a truncated octahedral box of 

https://www.ccpn.ac.uk/v2-software/software/web-apps-general
https://www.ccpn.ac.uk/v2-software/software/web-apps-general
http://ambermd.org/
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water around the peptide structure has been added (2245 TIP3P water residues). The side chains 

of one lysine and one aspartic acid were defined as positively and negatively charged, 

respectively, leading to a total peptide charge of 0. The entire system was subjected to dynamics 

under the constant pressure for 10 ns with time-averaged distance restraints and dihedral 

restraints derived from NMR spectroscopy. A total of 97 interproton distance restraints (64 

intraresidual, 26 sequential, and 7 medium range) and 17 dihedral angles restraints were applied 

for structure solution. The calibration peaks volume to distance constraints were performed with 

CALIBA program included in CYANA 2.1 software241. The interproton distances and dihedral 

angles were introduced in the molecular dynamics simulations with the force constants f = 50 

kcal/(mol×Å2) and 10 kcal/(mol×rad2), respectively. The geometry of the peptide groups was 

kept fixed according to NMR data (all trans) with the force constant f = 50 kcal/(mol×rad2). MD 

simulations were performed with a time step 2 fs and 10 Å cutoff radius. Isotropic position 

scaling was used to maintain the pressure. The system was heated from 10 to 303 K during the 

first 20 ps of MD and afterwards the temperature was maintained at 303 K. The coordinates 

were recorded at each 4 picoseconds (2000th step) and 20 conformations obtained in the last 

steps of MD simulations were chosen for final structure analysis and validated with program 

Procheck. 

 

2.5.3.7 Immunofluorescence 

 

HeLa cells were transfected with V5-tagged wild type hPC7 or its Ala-mutants. Cells 

were transfected with 0.5 µg final of cDNA and 1.8 µl of Fugene reagent (Promega). Twenty 

hours post-transfection, cells were washed in a serum-free medium. Twenty hours post-washed, 

all treatments, until the first antibody incubation, occur on ice. First, cells were washed 3 times 

with cold PBS 1X and fixed with fresh formaldehyde 4% during 10 min. After two more washes, 

the cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 7 min. After 3 more washes using cold 

PBS, blocking was done with PBS containing 1% bovine serum albumin for 30 min. Cells were 

incubated with primary antibody overnight at 4°C: Anti-V5 ab (1:500, InVitrogen) or anti-V5 

ab (1:500, Abcam),  anti-Golgin-97 Ab (1:500, Santa Cruz Biotechnology), anti-EEA1 Ab 
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(1:200, Abcam), anti-HA Ab (1:2000, Cell Signaling Technology). Antigen antibody complexes 

were revealed by 1h incubation with the corresponding species-specific Alexa fluor (488, 555, 

or 647)-tagged antibodies (Molecular Probes). The nuclei was stained with Prolong DABCO 

with DAPI (ThermoFischer). Immunofluorescence analyses were performed on a confocal 

microscope (Zeiss LSM-710). 

 

2.5.3.8 Statistical immunofluorescence analysis  

 

Co-localization of fluorescently labeled protein was quantified with IMARIS analysis 

software (8.2.1) along with aXTension script named Colocalize Spots. Fluorescent background 

was first normalized using empty vector. Positive signals were found using the Imaris 

function spots from each fluorescent marker images. The spot diameter used was 1.2 µm with 

the same quality factor for each image. The Colocalize Spots script considers co-localization 

between two spots when their center to center distance is equal or inferior to 0.8 µm.  WT hPC7-

V5 co-localization with each marker was used for normalization. Quantification is based on the 

analysis of 15 cells from a minimum two independent experiments in each condition. Student’s 

t-test was used for estimation of the statistical significance. 

 

2.5.3.9 Statistical analysis 

 

Data are reported as mean ± SEM. Statistical significance was determined using the 

Student’s t-test.  
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2.3.7 Figures 

Figure 2.1 
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Figure 2.2  
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Figure 2.3   
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Figure 2.4 
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Figure 2.5 
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Figure 2.6 

 

 

 

 



 

84 

Figure 2.7 
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Figure 2.8 
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Figure 2.9 
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Supporting information figure S2.1 
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Supporting information figure S2.2 
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Supporting information Figure S2.3 
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Supporting information figure S2.4 
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Supporting information table S1 
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2.3.8 Figures legends 

 

Figure 2.1. The cytosolic tail of PC7 is essential for its cleavage activity.  

(A) Sequence alignment of PC7 from different species: human, rat, mouse and xenopus. The 

transmembrane domain (TM) and the cytosolic tail (CT) are indicated by two different 

horizontal lines. Conserved amino acids between species are noted with stars (identical) and 

either single dots (similar) or double dots (similar functionality). (B) Western blot analysis of 

cell lysates (cell) and media (med) after overexpression of hTfR1-V5 with empty vector, human 

PC7 (hPC7), rat PC7 (rPC7), xenopus PC7 (xPC7) or its chimeric forms (xenopus/human 

transmembrane domain and cytosolic tail (xTMCT/hTMCT), xenopus/human cytosolic tail 

(xCT/hCT) in HEK293 cells. Normalization was performed using the hTfR1-V5 shed by hPC7 

as a reference. These results are representative of three independent experiments. (C) Schematic 

representation of hPC7 and its truncated forms. The different domains of the protein are 

emphasized (SP: signal peptide; Pro: prosegment; TM: transmembrane domain; CT: cytosolic 

tail). The soluble form of PC7 (shPC7) is devoid of the TM and CT domain. Schematic 

representation of hTfR1-V5 shed by hPC7. (D) Western blot analysis of cell lysates and media 

after overexpression of hTfR1-V5, empty vector and PC7 or its truncated forms in HEK293 

cells. Normalization was performed using the hTfR1-V5 shed by hPC7 as a reference. These 

results are representative of three independent experiments. Error bars indicate averaged values 

± standard error of the mean (SEM).     *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: not significant 

(Student’s t-test). 

 

Figure 2.2. A new ExExxxL motif in the CT of human PC7 is important for its cleavage 

activity. 

(A) Alignment of the CT between aa 717 and 753 (vertical lines) from different species: human, 

rat, mouse and Xenopus. Conserved amino acids between species are noted with stars (identical) 

and either single dot (similar) or double dots (similar functionality). (B)(C) Western blot 

analysis of cell lysates (cell) and media (med) after overexpression of hTfR1-V5 with empty 
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vector, human PC7 (hPC7), its truncated form without the CT (ΔCT) or different CT mutants in 

HEK293 cells. Normalization was performed using the hTfR1-V5 shed by hPC7 as a reference. 

The main mutants composing the ExExxxL motif are annotated by a star. These results are 

representative of three independent experiments. Error bars indicate averaged values ± standard 

error of the mean (SEM).     *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: not significant (Student’s 

t-test). 

 

Figure 2.3. The cartoon representation of solution NMR structure of the human PC7 

14-mer CT peptide (aa 717-730) and its Ala mutant. 

(A) The ensemble of 10 water refined structures of CT peptide (aa 717-730). The side chains of 

E719, E721 and L725 are displayed as lines with C atoms in blue and O atoms in red. (B) The 

ensemble of 10 water refined structures of Ala719,721,725 mutated CT peptide (aa 717-730). The 

side chain of mutated residues is shown as green lines. (C) Alignment of average energy 

minimized structures of both peptides with the same color code. 

 

Figure 2.4. Localization of human PC7 and its CT mutants with Trans-Golgi Network.  

Immunofluorescence of hPC7 or its CT mutants (red labeling) on permeabilized HeLa cells. 

Cell compartments Golgin-97 marker are labeled in green. Cell nuclei are marked by DAPI 

(blue labeling). Quantification of co-localization between hPC7 or its mutants with Golgin-97 

using IMARIS software. These results are representative of a minimum two independent 

experiments and quantification represents an average of N=15 cells. Error bars indicate averaged 

values ± standard error of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: not 

significant (Student’s t-test). Bar = 1 µm. 

 

Figure 2.5. Localization of human PC7 and its CT mutants with early endosomes.  

Immunofluorescence of hPC7 or its CT mutants (red labeling) on permeabilized HeLa cells. 

The early endosomal marker (EEA1) is labeled in green. Cell nuclei are marked by DAPI (blue 

labeling). Quantification of co-localization between hPC7 or its mutants with EEA1 using 

IMARIS software. These results are representative of a minimum two independent experiments 

and quantification represents an average of N=15 cells. Error bars indicate averaged values ± 
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standard error of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: not significant 

(Student’s t-test). Bar = 1 µm. 

 

Figure 2.6. Localization of human PC7 and its CT mutants at the cell surface. 

Immunofluorescence of hPC7 or its CT mutants (red labeling) on non-permeabilized HeLa cells. 

Cell nuclei are marked by DAPI (blue labeling). hPC7or its mutants were quantified at the cell 

surface using IMARIS software. These results are representative of a minimum two independent 

experiments and quantification represents an average of N=15 cells. Error bars indicate averaged 

values ± standard error of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: not 

significant (Student’s t-test). Bar = 1 µm. 

 

Figure 2.7. Overexpression of adaptor-proteins (AP) and localization of human PC7 

and its CT mutants with early endosomes.  

(A) Immunofluorescence of hPC7 or its CT mutants (red labeling) in the presence of AP 

proteins, on permeabilized HeLa cells. The early endosomal marker (EEA1) is labeled in green. 

Cell nuclei are marked by DAPI (blue labeling). (B) Quantifications were performed using 

IMARIS software. Quantification of co-localization of EEA1 with WT hPC7, (C) 

E719A,E721A mutant, (D) L725A mutant, (E) E719A,E721A,L725A mutant upon 

overexpression of AP-1 (B) or AP-2(C)(D)(E). These results are representative of a 

minimum two independent experiments and quantification represents an average of N=15 cells.  

Error bars indicate averaged values ± standard error of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, 

***, P <0.001, ns: not significant (Student’s t-test). Bar = 1 µm. 

 

Figure 2.8. Adaptor-protein 2 regulates the hTfR1 cleavage activity of PC7.  

(A) Western blot analysis of cell lysates (cell) and media (med) after overexpression of hTfR1-

V5 with hPC7 and AP-1or AP-2in HEK293 cells. Normalization was performed using 

hTfR1-V5 cleavage by hPC7 as a reference. These results are representative of two independent 

experiments. (B) Western blot analysis of cell lysates (cell) and media (med) after 

overexpression of hTfR1-V5 and hPC7 with siRNA control (scramble) or with siRNA against 

AP-1or AP-2in HEK293 cells. siRNA silencing were quantified by quantitative PCR. These 
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results are representative of two independent experiments. (C) Co-immunoprecipitation assay 

of HEK293 cells transfected with a plasmid expressing Flag-tagged AP-2 and hPC7-V5 or 

empty vector as a negative control. Immunoprecipitation was performed with beads coupled to 

an anti-Flag antibody. Cell lysates (input) and immunoprecipitates were analyzed by Western 

blot with an anti-V5 antibody or anti-Flag antibody. These results are representative of two 

independent experiments. Error bars indicate averaged values ± standard error of the mean 

(SEM). *, P < 0.05, ns: not significant (Student’s t-test).  

 

Figure 2.9. Schematic representation of PC7 trafficking and cleavage activity.  

The table summarizes the cleavage activity and trafficking of hPC7 and its mutants to the TGN 

(Golgin-97), cell surface and early endosomes (EEA1). Results are semi-quantitative and 

normalized to the WT hPC7 (100%). The cartoon summarizes the localization and cleavage 

activity of PC7 WT (green CT) and its L725A (red CT), P724A (black) or E719AE721A (orange 

CT) mutants and the regulation of hPC7 in the presence of AP-2 (blue). nd: not determined. 

 

Supporting information Figure S2.1. The cytosolic tail of PC7 is essential for its cleavage 

activity. 

(A) Western blot analysis of cell lysates after overexpression of mouse proEGF (mproEGF) 

with empty vector, hPC7, rPC7, xPC7 or its truncated forms (xenopus/human transmembrane 

domain+cytosolic tail (xTMCT/hTMCT), xenopus/human cytosolic tail (xCT/hCT)) in 

HEK293 cells. Normalization was performed using the mproEGF-V5 cleavage by hPC7 as a 

reference in HEK293 cells. (B) Western blot analysis of cell lysates (cell) and media (med) after 

overexpression of hTfR1-V5, empty vector and PC7 or its truncated forms in HuH7 cells. 

Normalization was performed using the hTfR1-V5 shed by hPC7 as a reference. These results 

are representative of three independent experiments. Error bars indicate averaged values ± 

standard error of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: not significant 

(Student’s t-test). 
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Supporting information Figure S2.2. The cytosolic tail of PC7 is essential for its cleavage 

activity. 

(A) Western blot analysis of cell lysates (cell) and media (med) after overexpression of hTfR1-

V5, empty vector, human PC7 (hPC7), L720A, ESV723-AAA, S722A and V723A mutants in 

HEK293 cells. Normalization was performed using the hTfR1-V5 shed by hPC7 as a reference. 

These results are representative of three independent experiments. (B) Western blot analysis of 

cell lysates (cell) and media (med) after overexpression of hTfR1-V5, empty vector, human PC7 

(hPC7), its truncated form without the CT (ΔCT) and different CT mutants in HeLa cells. 

Normalization was performed using the hTfR1-V5 shed by hPC7 as a reference in HeLa cells 

or (C) in HuH7 cells. The main mutants composing the ExExxxL motif are annotated by a star. 

These results are representative of three independent experiments.  All error bars indicate 

averaged values ± standard error of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: 

not significant (Student’s t-test). 

 

Supporting information Figure S2.3. Localization of human PC7-CT mutants in the 

Trans-Golgi network or early endosomes. 

(A)(B) Immunofluorescence of CT mutants (red labeling) on permeabilized HeLa cells in the 

presence of (A) Cell compartments Golgin-97 marker or (B) Early Endosomal marker are 

labeled in green. Cell nuclei are marked by DAPI (blue labeling). Quantification of co-

localization between hPC7 mutants and Golgin-97 (A) or with EEA1 (D) was performed using 

IMARIS software. These results are representative of minimum two independent experiments 

and quantification representative of N=15 cells. Error bars indicate averaged values ± standard 

error of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: not significant (Student’s 

t-test). Bar = 1 µm. 

 

Supporting information Figure S2.4. Overexpression of adaptor-proteins (AP) and 

localization of human PC7 or its CT mutant with TGN. 

(A) Immunofluorescence of hPC7 or its CT mutant (red labeling) in the presence of AP proteins, 

on permeabilized HeLa cells. Cell compartments Golgin-97 marker (TGN marker) are labeled 

in green. Cell nuclei are marked by DAPI (blue labeling). (B) Quantification, using IMARIS 

software, of the co-localization between hPC7 or (C) its mutant E719A,E721A L725A and 
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Golgin-97 in the presence of overexpressed AP-1 or AP-2(C). These results are 

representative of at least two independent experiments and quantification is representative of 

N=15 cells. Error bars indicate averaged values ± standard error of the mean (SEM). *, P < 0.1, 

**, P <0.01, ***, P <0.001, ns: not significant (Student’s t-test). Bar = 1 µm. 
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Chapitre 3: 

Régulation du trafic et de l’activité de 

PC7 par Cab45 et le calcium  

(article en préparation) 
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3.1 Résumé  

La famille des proprotéines convertases (PCs) se compose de neuf protéases sécrétoires 

à sérine. Les sept premières clivent des substrats à des sites de reconnaissance composés de 

résidus basiques au sein du TGN, des granules de sécrétion et/ou à la surface 

cellulaire/endosomes. Les PCs sont, dans un premier temps, synthétisées sous forme de 

zymogène auto-catalytiquement clivés dans le réticulum endoplasmique. Le pro-domaine reste 

cependant attaché à la protéine en N-terminal. L’activation de ces protéases s’effectue grâce à 

un second clivage et/ou une séparation de leur pro-domaine dans des organelles spécifiques. 

Dans ce chapitre, nous avons démontré que le septième membre, PC7, semble se séparer de son 

pro-domaine à la surface cellulaire. Subséquemment, il est l’unique PC clivant, dans les 

endosomes, le récepteur de la transferrine humaine (hTfR1) en une forme soluble (shTfR1). 

Étonnement, la protéine calcium-dépendante Cab45 réduit la localisation de PC7 dans le TGN 

et régule négativement le clivage de PC7 sur hTfR1. 

 

3.2 Contribution  

Conceptualisation: N. G Seidah et M. Kebede pour l’idée de Cab45 

Réalisation des expériences : L. Durand. Sauf pour l’hybridation in situ : J. Marcinkiewickz 

Analyse de résultats : L. Durand sauf pour l’hybridation in situ : J. Marcinkiewickz 

Écriture du manuscrit : Loreleï Durand et Nabil G. Seidah 

Supervision: Nabil G. Seidah 
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3.3 Manuscrit 

 

Regulation of PC7 trafficking and activity by Cab45 and calcium  

 

Loreleï Durand1, Jadwiga Marcinkiewickz1, Alexandra Evagelidis1, Melkam Kebede2 and 

Nabil G. Seidah*1 

 

From the 1Laboratory of Biochemical Neuroendocrinology, Institut de Recherches Cliniques de 

Montréal, affiliated to the Université de Montréal; 110 Pine Ave. West, Montreal, QC, Canada 

H2W 1R7; 2Charles Perkins Centre, School of Life and Environmental Sciences, University of 

Sydney, Sydney, Australia 

 

*Address correspondence to: Nabil G. Seidah, Laboratory of Biochemical Neuroendocrinology, 

Institut de Recherches Cliniques de Montréal, 110 Pine Ave. West, Montréal, QC H2W 1R7, 

Canada. Tel: (514) 987-5609; E-mail: seidahn@ircm.qc.ca 

 

3.3.1 Abstract 

 

The secretory proprotein convertases (PCs) belong to a family of nine serine proteases.  

The first seven cleave substrates at specific basic residues within the TGN, granules and/or at 

the cell surface/endosomes. The PCs are first synthesized as zymogens that are auto-catalytically 

cleaved in the endoplasmic reticulum but remain associated with their inhibitory N-terminal 

prodomain. Their activation occurs following a second cleavage and/or separation from their 

prodomain in specific organelles. Herein, we demonstrate that the seventh member, known as 

PC7, seems to separate from its prodomain at the cell surface or beyond. Subsequently, it 

uniquely sheds human transferrin receptor 1 (hTfR1) into soluble shTfR1 in endosomes. 

Unexpectedly, the calcium-binding protein Cab45 reduces the TGN localization of PC7 and 

mailto:seidahn@ircm.qc.ca
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negatively regulates the PC7 cleavage of hTfR1 as evidenced by overexpression and siRNA 

analyses.   

 

Keywords: proprotein convertase type 7 (PC7); proprotein convertase subtilisin/kexin type 7 

(PCSK7); transferrin receptor 1 (TfR1); cytosolic tail (CT); calcium-binding protein 45 

(Cab45); prodomain; calcium (Ca2+) 

 

3.3.2 Introduction 

 

Proproteins convertases (PCs) comprise a family of nine secretory serine proteases that 

cleave and activate/inactivate precursor proteins within the secretory pathway or at the cell 

surface10. The first seven members, soluble PC1/3, PC2, PC4, PC5/6-A, PACE4 and the type-1 

membrane-bound PC5/6-B, Furin and PC7 cleave their substrates at a basic motif (K/R)-2(Xn)-

(K/R), where Xn = 0, 1, 2, 3 spacers amino acid (aa). The structural domains of these enzymes 

consist of an N-terminal signal peptide, followed by a chaperone/inhibitory prodomain (pro), a 

catalytic domain, a P-domain and C-terminal domains specific to each PC. All PCs are first 

synthesized in the endoplasmic reticulum (ER) as inactive zymogens34, that, except for PC235; 

36, are subsequently auto-catalytically cleaved at the C-terminus of the prodomain (pro). The 

prodomain acts as an intra-molecular chaperone that keeps the calcium-dependant proteases 

inactive during their folding and their maturation81. Subsequently, the inactive prodomain-

enzyme complex traffics from the ER to different intracellular compartments via the cis/medial 

Golgi (SKI-1)40 or trans Golgi network (TGN), immature secretory  granules, cell surface or 

endosomes where a critical zymogen activation step occurs in before the PCs reach their final 

destination109. This activation usually occurs by a second autocatalytic cleavage event within 

the prodomain thereby liberating this inhibitory prodomain. This secondary cleavage occurs in 

the TGN for Furin34; 37, and at the cell surface for the heparan sulfate proteoglycan (HSPG)-

bound PACE4 and PC538; 39. In the case of PC4 and PC7, activation occurs following the 

physical separation of the mature enzyme from its inhibitory prodomain41; 42. The details of the 

latter mechanism are currently unknown, nor is the subcellular site where such separation 
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occurs. Interestingly, overexpression of the PC7 prodomain alone inhibits the intracellular 

protease activity PC7 and results in the secretion of the unprocessed protein41; 104. 

PC7 is the most ancient and highly conserved PC. In non-mammalian species such as 

Xenopus98 and Zebrafish95, the knockdown of its mRNA results in lethality in early stages of 

development. In contrast, PC7 KO mice are healthy and have a normal lifespan but exhibit 

anxiolytic and novelty-seeking behaviors47; 219. Cleavage redundancy with others PCs on 

different substrates could explain this difference between species149. Although PC7 can cleave 

many substrates in vitro, it is the only convertase that sheds human transferrin receptor 1 

(hTfR1) into soluble shTfR152. The C-terminal domain of membrane-bound PC7 is composed 

of a transmembrane domain (TM) and a cytosolic tail (CT). The TMCT of PC7 is essential for 

its cleavage activity and regulate its trafficking41; 52. PC7 is mostly localized to the TGN and 

may recycle to it from the cell surface, through endosomes41; 45; 146; 149. Its traffic is regulated by 

different motifs present in its CT. In fact, cell biology studies revealed the presence in the CT 

of human PC7 (hPC7) of a  Pro-Leu-Cys726 (PLC) sorting motif important for the cell surface to 

endosomes entry146. Furthermore, the presence of a second basic motif (HRSRKAK714) in the 

CT together with two palmitoyled cysteines (Cys699,704) are critical for TGN localization of 

hPC7 and its endocytic trafficking112. 

In this study, in an effort to elucidate where PC7 separates from its prodomain we found 

a new partner that regulates PC7 trafficking and activation. Our results showed that mature PC7 

(without its prodomain) seems to separate from its prodomain at the cell surface, wherein PC7 

is still not enzymatically active until it reaches endosomes. We hypothesized that a putative cell 

surface regulating factor could bind mature PC7 and/or its prodomain at the cell surface. This 

led us to investigate the calcium-dependant Cab45, known to release soluble cargo proteins from 

the TGN to the cell surface210; 242. Calcium ions (Ca2+) are involved in many processes as 

secretion, signaling or contraction210. Currently, no report appeared on a possible role of Cab45 on 

membrane-bound cargo proteins. We hypothesized that Cab45 and/or Ca2+ could regulate the traffic 

and/or activity/activation of PC7 by modulating the separation of PC7 from its prodomain. Cab45 

is a member of a calcium-binding superfamily named CREC (Cab45, Reticulocalbin, ERC-45, 

Calumenin)211. These proteins are composed of EF-hand motifs comprising a helix-loop-helix 

structure211. 
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In this work, we showed that separation of mature PC7 from its prodomain occurs at the cell 

surface. In addition, the shedding of hTfR1 by hPC7 is reduced by ~50% upon overexpression of 

Cab45, without affecting the hTfR1 trafficking, and the reverse is true upon siRNA silencing of 

Cab45 expression. Finally, Ca2+ dispersed the immunoreactivity of the prodomain at the cell 

surface into punctuate-like structure, without affecting that of mature PC7. Thus, we 

demonstrated that Cab45 and Ca2+ are involved in PC7 regulation at the cell surface. 

 

3.3.3 Results 

3.3.3.1 Human mature PC7 separates from its prodomain at the cell surface 

 

To better understand where mature human PC7 (hPC7) separates from its prodomain (pro), 

we tagged the full length hPC7 with a C-terminal V5 tag and its N-terminus just after the signal 

peptide with an HA tag. This would allow us to follow respectively the mature form (hPC7-V5) 

and its inactive form (HApro) (Fig. 3.1 A). Immunocytochemistry of C-terminally V5-tagged 

human PC7, and its HApro were analyzed in permeabilized and non-permeabilized HeLa cells 

(Figs. 3.1 B, C). Under permeabilizing conditions, using a polyclonal antibody (Ab) to the V5 

and HA tags, we visualized the localization of the C-terminal and N-terminal PC7 and estimated 

that ~70% (±2%) of their immunoreactivities co-localize in HeLa cells (Fig. 3.1 C). In non-

permeabilized cells, this co-localization is only ~30% (±6%). Such ~40% decreased cell surface 

co-localization between hPC7 and its prodomain suggests that they separate from each other at 

the cell surface and/or in a compartment close to the cell surface. Active PC7 is known to 

localize to endosomes where it sheds its substrate hTfR152. To investigate the possibility that 

separation occurs in endosomes, we treated permeabilized cells with dynasore that prevents 

endocytosis by inhibiting dynamin GTPase activity156 (Fig. 3.1 B). Under these conditions, 

hPC7 and its prodomain immunoreactivities are ~60% (±3%) co-localized (Fig. 3.1 C). This 

result is similar to the co-localization of both proteins in permeabilized cells, suggesting that 

this treatment has no impact on the separation of mature hPC7 from its prodomain. However, 

this result is significantly different from analysis in non-permeabilized cells, suggesting that the 

prodomain separates from its mature form at the cell surface. Note that hPC7 seems to localize 
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to specific cell surface microdomains distinct from those of the prodomain (Fig. 3.1 A), 

suggesting the implication of some cell surface protein(s) in this separation. 

 

3.3.3.2 Cab45 and PC7 localize in the same mouse tissues 

 

PC7 is a ubiquitous protein mainly present in lymphoma tissues, germinal cells, liver and 

brain44. Cab45 is a soluble protein reported to be involved in the sorting of soluble proteins from 

the Golgi appartus to the cell surface214. Accordingly, we investigated the possibility that Cab45 

could regulate PC7 trafficking to the cell surface. In order to better appreciate the tissue-

localization of Cab45, we analyzed by in situ hybridization histochemistry the distribution of 

Cab45 mRNA in a 31-tissues array in adult mice, following antisense (as) and sense (s) cRNA 

hybridizations (Figs. 3.2 A, B). Interestingly, similar to PC7, Cab45 is widely expressed in 

various tissues with a high level of expression in pituitary gland, intestine, ovary and epididymis, 

a moderate level of expression in brain, spinal cord, testis and liver and a low expression levels 

in lung and pancreas (Fig. 3.2 A). This wide tissue distribution overlaps in many cases with that 

of PC744, suggesting a possible functional connection between Cab45 and PC7. 

 

3.3.3.3 Cab45 regulates hPC7 cleavage activity 

PC7 regulates iron homeostasis by shedding hTfR1 and releasing a soluble shTfR152. To 

validate a possible link between Cab45 and PC7, we first overexpressed in HEK293 cells hTfR1 

and hPC7 in the presence or absence of the HA-tagged human Cab45 (hCab45-HA) (Fig. 3.3 

A). As control, we used hTfR1 cleavage by hPC7 and normalized this result by quantifying 

shTfR1 levels in the medium. Surprisingly, the cleavage of hTfR1 by hPC7 decreased by ~50% 

(±5%) in the presence of overexpressed hCab45 (Fig. 3.3 A). Similar results were obtained with 

mouse Cab45 (mCab45) (Fig. 3.3 B). To confirm this result, we overexpressed hPC7 with 

hTfR1 in HEK293 cells and silenced the endogenous expression of hCab45 by siRNA (~70% 

silencing) (Fig. 3.3 C). Upon reducing endogenous Cab45 levels, shTfR1 levels in the media 
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increased by ~1.8-fold (±0.25) compared to the scramble (control) siRNA. These results indicate 

a link between Cab45 and PC7, and more precisely that Cab45 reduces hPC7 activity on hTfR1.  

 

3.3.3.4 PC7 is released from the TGN by Cab45 

 

Since Cab45 can escort proteins from the TGN toward different subcellular 

compartments214; 215, it could affect the localization of hPC7 or hTfR1 or both. Thus, we first 

analyzed by immunocytochemistry the co-localization of hTfR1 with a TGN marker Golgin-97 

(Fig. 3.4 A) or with an early endosomal (EEA1) marker (Fig. 3.4 B). Overexpression of mCab45 

did not affect the localization of hTfR1 in either compartment (Fig. 3.4), suggesting that Cab45 

rather acts only on PC7 activity and/or its trafficking. 

Accordingly, we next focused on the possible change of localization of hPC7 in the TGN 

(Fig. 3.5 A) or in endosomes (Fig. 3.5 B) upon overexpression of mCab45. Interestingly, hPC7-

V5 is ~55% (±10%) less enriched in the TGN in the presence of Cab45 (Fig. 3.5 A), but its 

localization is not affected in early endosomes (Fig. 3.5 B). Paradoxically, PC7 cleavage activity 

of hTfR1 in endosomes is decreased in the presence of Cab45 cells, but PC7 and hTfR1 

localizations are similar in this compartment in the absence or presence of Cab45. This result 

suggests that hPC7 could be inactive in endosomes with the prodomain remaining associated to 

the mature form in the presence of Cab45. Alternatively, Cab45 could favor the localization of 

hPC7 at the cell surface and inhibits its activity. 

 

3.3.3.5 Cab45 and Ca2+ regulate the localization and activation of PC7 at the cell surface 

To investigate the possible localization of PC7 by Cab45 to the cell surface, in non-

permeabilized HeLa cells, we transfected the cDNA of HApro-PC7-V5 with that of Cab45 or 

incubated the cells overexpressing HApro-PC7-V5 with 1 mM Ca+2 213(Fig. 3.6 A). We then 

quantified the percent co-localization of HApro with hPC7-V5. The data showed that co-

localization of HApro with the mature form is not affected by either Cab45 overexpression or 

Ca2+ treatment (Fig. 3.6 B). However, Ca2+ treatment reduced of ~18% (±9%) the co-



 

106 

localization of hPC7-V5 with HApro compared to untreated cells (Fig. 3.6 B), suggesting a 

greater separation of mature hPC7 from its prodomain at the cell surface in presence of 1 mM 

Ca2+. In addition to the observed reduced co-localization, we also noted the widespread 

punctuated presence of HApro-immunoreactivity at the cell surface (Fig. 3.6 A). This 

unexpected result led us to suggest that PC7 requires extracellular Ca2+ at the cell surface to 

separate from its prodomain, which might result in a more efficient PC7-activation. More 

experiments are needed to validate this novel mechanism and the role of Ca2+ in hPC7 activation.   

 

3.3.4 Discussion 

 

In this report, we demonstrated that hPC7 prodomain separates from its mature form at the 

cell surface. Cab45 and Ca2+ seem to be involved in a, yet, poorly defined mechanism. Past 

results showed that Cab45 delivers proteins from the TGN to others compartments243. Here, we 

provide evidence for the first time that Cab45 can enhance the exit of a type I membrane-bound 

protein out of the TGN resulting in negative regulation of PC7 cleavage activity. However, we 

still do not know if this interaction is direct or not. Future experiments using co-

immunoprecipitation between Cab45 and PC7 will confirm this hypothesis. 

Currently, Cab45 is known to localize in the ER, at the cell surface and in the TGN. Many 

results support that in addition to cell surface, PC7 also localizes in the TGN, endosomes and in 

some undefined plasma membrane microdomains114; 127. Interestingly, overexpressed Cab45 

does not increase the presence of PC7 at the cell surface (Fig. 3.6). It is still possible that Cab45 

may modulate the PC7 enrichment in these microdomains just under the plasma membrane127. 

Another possibility is that overexpressed Cab45 blocks HApro separation and thus, endosomal 

PC7 could remain inactive as a complex with its inhibitory pro104 and hence exhibit reduced 

activity on hTfR1. 

Cab45 has three isoforms and in our study, we focused on the most common isoform, 

secretory Cab45-G (Cab45-Golgi) enriched in the TGN210. Cab45-G releases cargo proteins 

from the TGN to the cell surface.  This isoform is more expressed in metastatic cells lines and 
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enhances cell migration244. The second isoform Cab45-C (Cab45-cytosol), lacking the signal 

peptide, is only present in the cytosol212. The third one, Cab45-S (Cab-45 secreted) enters the 

secretory pathway but lacks the EF-hand motif repetitions that bind Ca2+ 212. These three 

isoforms are not well characterized but it will be interesting to test whether other Cab isoforms, 

e.g., Cab45-C or Cab45-S could affect PC7 traffic and/or activation/cleavage as is the case for 

Cab45-G. The main difference between Cab45-G and Cab45-S is the presence of EF-hand 

motifs which could bind Ca2+ and hence regulate Ca2+ concentration. This Ca2+-binding 

promotes Cab45-G oligomerization in the TGN and, thus, enhances and guides the sorting of 

cargo proteins to their final destination213; 214. 

Calcium ions are involved in signaling, transport and storage of Cab45. Ca2+ and SPCA1 

(secretory pathway calcium ATPase1) retain Cab45 in TGN membranes215. To confirm and 

investigate about the importance of Ca2+ in the trafficking and activation of PC7, treatment of 

cells with 1 mM with Ca2+ showed a reduction of co-localized mature hPC7 at the cell surface 

with its pro, suggesting that Ca2+ enhances the separation of hPC7 from its prodomain. Another 

possibility is that Ca2+ sequesters pro at the cell surface (punctuated structures containing pro at 

the cell surface), thereby liberating mature hPC7. EGTA treatment245 to sequester extracellular 

Ca2+, may support this hypothesis. It will be necessary to investigate if the cleavage activity of 

PC7 on its substrate is affected by Ca2+ or EGTA treatment. It is possible that Ca2+ recognizes 

and binds the unique negatively charged segment ESLEGDGEEETLE71 present in the 

prodomain of hPC7, thereby promoting its separation. Note that this segment is possibly Ser-

phosphorylated (pS) because it exhibits an SXE motif recognized by the secretory kinase 

Fam20C246. Furthermore, Ca2+ can bind a negatively charged DxDxDG motif247, which is 

similar to the above pSxExDG motif in the prodomain of PC7. Thus, the binding of Ca2+ to the 

prodomain of PC7 will need to be carefully investigated.  

In vitro experiment, using an overexpressed vaccinia virus recombinant of the prodomain of 

PC7, showed that this pro is secreted into the medium, but not that of Furin104. However, when 

we transfected our constructions, we never detected this pro in the medium. This mechanism 

and potential partners need to be tested upon Ca2+ treatment and/or Cab45 overexpression. 

Heparin sulfate proteoglycans (HSPGs) are known to bind and enhance the activation of PC5 

and PACE4 at the cell surface39. This likely causes separation of the carboxypeptidase E 
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(CPE)110, that recognizes the basic motif at the autocatalytic cleavage site of PCs and hence 

would liberate the prodomain. Whether this mechanism applies to PC7 separation from its pro 

via a CPE removal of the C-terminal basic residues of the PC7 prodomain Arg-Arg-Ala-Lys-

Arg141↓
41; 44 needs to be investigated. Heparin treatment and an inhibitor of CPE could be used 

to test this hypothesis. Finally, PC7 can traffic to the cell surface by the conventional secretory 

pathway and an unconventional pathway41. In this second case, PC7 (but not Furin) reaches the 

cell surface in 10 minutes and this traffic depends on its transmembrane domain41. This 

unconventional pathway is poorly understood, and we do not know if PC7 reaches the cell 

surface by this route as an active enzyme or an inactive zymogen. This unknown pathway 

opened the possibility that PC7 can have a non-enzymatic function, e.g., in regulating 

triglyceride homeostasis49. 

In sum, we conclude that the prodomain separates from its mature form at the cell surface, 

but not in endosomes. A new regulator of PC7, the calcium-binding protein Cab45 reduced PC7 

cleavage activity on its substrate and re-localizes PC7, but not its substrate hTfR1, from the 

TGN to another compartment. Cab45 and Ca2+ influence the localization of active and inactive 

forms of hPC7 at the cell surface, but the details of this mechanism are still not defined.  

 

3.3.5 Experimental procedures  

3.3.5.1 Plasmids 

 

Human PC7, human TfR1, mouse and human Cab45 cDNA were cloned on pIRES-2-EGFP 

vector, as reported (Clontech)52. V5 and/or HA tag were cloned in the N-terminal or C-terminal 

of constructions, as reported52; 113. 

 

3.3.5.2 Cell culture and transfections 
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HEK293 cells were cultivated in Dulbeco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Invitrogen) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Invitrogen) at 37°C under 5% CO2 and plated 

in a 6 wells plates (500,000 cells per well). The day after, plasmids were transfected in equimolar 

quantity with a 1µg final quantity of cDNA using Polyplus Reagent® (Jetprime). Twenty hours 

post-transfection, cells were washed in a serum-free medium. Two days post-transfection, cells 

were collected and lysed with RIPA 1X supplemented by a protease complete inhibitor. Protein 

lysates and media were prepared for Western blot analysis. 

 

3.3.5.3 SiRNA and quantative RT-PCR 

 

In addition of transfected plasmids, 50 nM final concentration of scramble siRNA or Cab45 

siRNA (Dharmacon; scrambke: siGENOME SMARTpool) was transfected using 

DhamaFECT1 transfection reagent (Dharmacon), as recommended by the manufacturer’s 

protocol. SiRNA efficiency was verified by quantitative RT-PCR in HEK293 cells to measure 

Cab45 mRNA levels. RNA extraction was obtained as reported by the manufacter’s instruction 

using Trizol reagent (InVitrogen). RNA extraction was validated on agarose gel 1% after use of 

Superscript II reverse-transcriptase amplification, as reported by Invitrogen. We used Viaa7 

System (Applied Biosystems) to perform real-time PCR. Results were obtained from two 

independent experiments ran in duplicate. The set of primers was as follows: Cab45 forward: 

CGGAGGAAGCTGATGGTCAT and reverse: TGCATCTCCTTGGCACTGATC. As control 

and to normalize the variability of expression levels, we used the house-keeping human TATA-

box binding protein (TBP). The ΔCT method was applied to quantify our siRNA silencing235. 

 

3.3.5.4 Western Blot analysis 

 

SDS-PAGE gel of 8% or 12% were used to separate proteins from cell lysates and media. 

Transfer was performed on a nitrocellulose membrane (GE healthcare) overnight at 4ºC. Then, 

membranes were blocked 1 hour (h) at room temperature (RT) with 1:1 blocking buffer 

(Mandel): PBS 1X. An overnight incubation at 4ºC with primary antibody (Ab) was carried out: 
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anti-PC7 Ab which recognizes the N-terminal prodomain and the active form (1:10,000), anti-

V5 Ab (In Vitrogen) (1:3,000), β-actin (Sigma) (1:3,000). A secondary fluorescent Ab was used 

to reveal proteins: anti-mouse Ab 680 (Mandel) (1:10,000) or anti-rabbit Ab 800 (Mandel) 

(1:10,000). The revelation of tag proteins occurred with Odyssey Li-Cor imaging machine and 

quantification were performed with Image studio lite version 5.2 software. Expression of 

Cab45-HA was revealed with anti-HA HRP (1:3000) (Abcam). 

 

3.3.5.5 In situ hybridization 

 

Glass slides containing fixed whole body P10, or adult liver tissues 10 m-thick cryosections 

were hybridized with mouse antisense and sense (negative control) cRNA riboprobes as 

previously described 248. The [35S]-labeled (PerkinElmer) cRNA probes were synthesized in 

vitro and corresponded to mouse coding region (aa 1-362) of the whole mRNA of mouse Cab45, 

also known as stromal cell derived factor 4 (Sdf4) (NM_001302467.1). 

 

 

3.3.5.6 Immunofluorescence 

 

HApro-hPC7-V5 was transfected in 24 wells plates, beforehand plated with HeLa cells (50,000 

cells per well). Transfection was performed using 0.5 µg final of cDNA, or in equimolar quantity 

with mCab45, and 1.75µl of Fugene reagent (Promega). One day post-transfection, dynasore 

treatment (80 µM final in DMEM without FBS) was performed for 1 hour, then, cells treated or 

no, were washed in a serum-free medium. Two days, post-transfection, calcium treatment (Ca2+ 

1 mM final concentration in DMEM without FBS) was done at room temperature 15 min. All 

next steps were performed on ice. First, cells were washed with cold PBS 1X 3 times. Cells 

fixation was carried out with fresh formaldehyde 4% during 10 min. Then, cells were washed 2 

more times. To permeabilized cells, treatment with 1% Triton X-100 for 7 minutes (min) was 

performed. Cells were washed 2 more times with cold PBS 1x and blocked with PBS containing 
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1% bovine serum albumin was for 30 min. An overnight incubation of cells with the first ab was 

completed at 4°C: Anti-V5 ab (1:500, InVitrogen) or anti-V5 ab (1:500, Abcam), anti-Golgin-

97 Ab (1:500, Santa Cruz Biotechnology), anti-EEA1 Ab (1:200, Abcam), anti-HA Ab (1:2000, 

Cell Signaling Technology). Fluorescent secondary ab were incubated 1h to reveal antigen-ab 

complexes: Alexa fluor (555 or 647)-tagged antibodies (Molecular Probes). The nuclei were 

stained with Prolong DABCO with DAPI (ThermoFisher). We used the confocal microscope 

(Zeiss LSM-710) for all immunofluorescence experiments. 

 

3.3.5.7 Statistical immunofluorescence analysis  

 

 

IMARIS analysis software (8.2.1) was used to determine the co-localization of fluorescently 

labeled protein. To detect spots, we used an aXTension script named Colocalize Spots. We first 

used empty vector as control to fix background fluorescence. The software IMARIS detected 

positive fluorescent spots in each condition. 
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3.3.7 Figures 
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Figure 3.2 
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Figure 3.3 
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Figure 3.4 
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Figure 3.5 
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Figure 3.6 
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3.3.8 Figure legends 

 

Figure 3.1. Human mature PC7 separates from its prodomain at the cell surface for its 

cleavage activity.  

(A) Schematic representation of hPC7 with its composed domains (SP: signal peptide; Pro: 

prodomain; TM: transmembrane domain; CT: cytosolic tail). In N-terminal, HA-tag is 

represented in green and in C-terminal V5-tag is represented in red. (B) Immunofluorescence of 

HApro-hPC7-V5 in permeabilized cells with or without dynasore and in non-permeabilized 

conditions in HeLa cells. HApro is labeled in green and hPC7-V5 in red.  DAPI was used to 

mark cell nuclei in blue. (C) Quantification of co-localization between HApro and PC7-V5 was 

performed with IMARIS software. These results are representative of N=15 cells, in at least two 

independent experiments. Error bars indicate averaged values ± standard error of the mean 

(SEM). ***, P <0.001, ns: non significant (Student’s t-test). Bar = 1µm. 

 

Figure 3.2. Cab45 and PC7 localize in the same tissues. 

(A) X-ray film autoradiography with frozen tissue cryostat sections following antisense 

hybridization and 4 days exposure. Ubiquitous pattern of Cab45 mRNA labelling is detected in 

most tissues. 1: thymus, 2: spleen, 3: lung, 4: aorta, 5: submaxillary gland, 6: heart, 7: kidney, 

8: testis, 9: coagulating gland, 10: urinary bladder, 11: epididymis, 12: esophagus, 13: trachea, 

14: thyroid gland, 15: pituitary, 16: adrenal gland, 17: ovary, 18: oviducts, 19: uterus, 20: 

prostate, 21: liver, 22: gallbladder, 23: brain, 24: spinal cord, 25: dorsal root ganglion, 26: 

pancreas, 27: stomach, 28: duodenum, 29: jejunum, 30: ileum, 31: colon. (B) Control (sense) 

hybridization performed in adjacent cryostat sections showing a level of non-specific labelling. 

Magnification x 3.2. 

 

Figure 3.3. Cab45 regulates hPC7 cleavage activity. 

(A) Overexpression of hTfR1-V5 with hPC7 in the presence or absence of human Cab45 or 

mouse Cab45 (B) and analysis by Western blot of cell lysates (cell) and media (med) in HEK293 

cells. HTfR1-V5 cleavage by hPC7 was used as reference for normalization. These results are 
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representative of three independent experiments. (C) Overexpression of hTfR1-V5 and hPC7 

with siRNA control (scramble) or with siRNA against hCab45 and analysis by Western blot of 

cell lysates (cell) and media (med) in HEK293 cells. HTfR1-V5 cleavage by hPC7 was used as 

reference for normalization. Quantification of siRNA silencing was performed by quantitative 

PCR. These results are representative of two independent experiments. Error bars indicate 

averaged values ± standard error of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P 

<0.001(Student’s t-test). 

 

Figure 3.4. Localization of hTfR1 is not impaired by Cab45. 

(A) Immunofluorescence of co-localized hTfR1(red labeling), in the presence or not of an 

overexpressed Cab45, with Golgin-97 marker (green labeling) or (B) Early Endosomal marker 

(EEA1) in permeabilized HeLa cells. Quantification of co-localization between hPC7-V5 and 

its marker was performed with IMARIS software. These results are representative of N=15 cells, 

in minimum two independent experiments. Error bars indicate averaged values ± standard error 

of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: non significant (Student’s t-test). 

Bar = 1µm. 

 

Figure 3.5. PC7 localization in the TGN is affected in the presence of Cab45. 

(A) Immunofluorescence of co-localized hPC7 (red labeling), in the presence or not of an 

overexpressed Cab45, with Golgin-97 marker (green labeling) or (B) Early Endosomal marker 

(EEA1) in permeabilized HeLa cells. Quantification of co-localization between hPC7-V5 and 

its marker was performed with IMARIS software. These results are representative of N=15 cells, 

in minimum two independent experiments. Error bars indicate averaged values ± standard error 

of the mean (SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: non significant (Student’s t-test). 

Bar = 1µm. 
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Figure 3.6. Localization of HApro-hPC7-V5 at the cell surface is influences by Cab45 

and Ca2+. 

(A) Immunofluorescence of HApro-hPC7-V5 in non-permeabilized HeLa cells with or without 

Cab45 or Ca2+ treatment. HApro is labeled in green and hPC7-V5 in red.  DAPI was used to 

mark cell nuclei in blue. (B) Quantification of co-localization between HApro and PC7-V5. All 

these datas were quantify with IMARIS software and are representative of N=15 cells, in 

minimum two independent experiments, except for Ca2+ treatment results are based on N=7 

cells from one experiment. Error bars indicate averaged values ± standard error of the mean 

(SEM). *, P < 0.1, **, P <0.01, ***, P <0.001, ns: non significant (Student’s t-test). Bar = 1µm. 
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4.1 Discussion 

 

PC7 est le membre le plus conservé de la famille des proprotéines convertases 249.  Bien 

que la fonction de sheddase de PC7 soit en grande partie comprise et que sa localisation 

cellulaire soit connue (Trans-Golgi, endosomes et surface cellulaire) de nombreux points restent 

encore à élucider et beaucoup d’interrogations subsistent quant à ses fonctions physiologiques, 

la régulation de son transport ou encore son activation et activité de clivage10; 41; 47; 52; 112; 113; 146. 

 

 

4.1.1 PC7 et le métabolisme lipidique 

 

De nombreux SNP ont mis en évidence un lien entre PCSK7 et la régulation des triglycérides 

(TG). Pour rappel, le variant rs508487 est relié à la dyslipidémie233 qui se caractérise par une 

augmentation du niveau de sdLDL89. Ce variant est également lié à un déséquilibre de la protéine 

ApoA5, qui dans ce cas, est associée à un niveau élevé de TG89; 250. Il est possible que cette 

régulation soit transcriptionnelle puisque les gènes PCSK7 et APOA5 sont à proximité l’un de 

l’autre sur le chromosome 11q23 et APOA5 appartient à un groupe de gènes impliqués dans la 

régulation des lipoprotéines (Figure 1.6). De plus des études in vitro  renforcent l’idée que PC7 

régule la voie lipidique associée à la production d’acides gras puisque plusieurs PCs (PACE4, 

PC5, PC7, Furine) clivent et activent l’angiopoietine 4 (ANGLTL-4)251, protéine inhibitrice de 

la lipoproteine lipase catalysant l’hydrolyse des TG.  De façon très intéressante, le variant PC7 

rs142953140 associé à la mutation R504H chez les américains d’origine africaine provoque une 

diminution de 30% du niveau des TG. Toutefois, les clivages de la sortiline et hTfR1 ne sont 

pas affectés par cette mutation, suggérant pour la première fois une activité non-enzymatique 

de cette PC. Afin de comprendre les mécanismes alliant PC7 et la régulation lipidique riche en 

TG, il serait intéressant de comparer le métabolisme lipidique de souris WT et KO PC7 en se 

penchant sur la production de TG dans le foie mais aussi les variations éventuelles de l’ensemble 

des lipoprotéines. Cette première expérience nous indiquerait si PC7 favorise ou non la 

production de TG. De plus, il a également été suggéré que PC7 était lié à la régulation d’insuline 



 

123 

chez les personnes obèses86; 90. Pour comprendre le mécanisme impliquant PC7 dans la 

régulation lipidique liée à l’obésité, l’ingestion sur plusieurs semaines de diètes de type chow et 

Western chez les souris WT et KO PC7 permettrait de comparer les phénotypes de ces souris et 

d’observer l’effet activateur ou inhibiteur de PC7.  Finalement, des études ont déjà montré que 

ApoA5 favorise la production et sécrétion de VLDL (Very Low Dense Lipoprotein)252 promue 

par l’accumulation de gouttelettes lipidiques dans le foie253; 254. L’observation de ces gouttelettes 

(taille et nombre) chez les souris WT et KO PC7, selon les types de diètes, pourrait être un 

excellent indicateur d’accumulation de TG253; 254. D’un point de vue biochimique, une 

surexpression de ces deux protéines nous indiquerait si ApoA5 est clivée par PC7 ou régule 

l’activité de clivage de PC7. Il est possible que cette interaction ne soit pas enzymatique ainsi, 

une co-immunoprécipitation entre PC7 et ApoA5 pourrait valider ou réfuter cette interaction 

protéique. 

 

4.1.2 La duplication de PCSK7 et son effet sur VEGFR-2  

 

Une étude récente a montré que la duplication ou délétion génétique de PCSK7 était 

associée à une maladie rare congénitale du cœur, la RVPAT234. L’analyse de prédictions 

d’interactions génétiques et protéiques de la base de données STRING (Cf 1.2.3 Étude 

d’association pangénomique (GWAS) et découverte de nouvelles associations avec PCSK7) 

suggère que PC7 est critique pour l’activation de VEGFR-2. Or, VEGFR-2 est le récepteur 

associé au ligand VEGF-C255 qui semble être clivé par PC7, Furine et PC5. Cependant, aucune 

étude n’indique actuellement si son récepteur est aussi un substrat des PCs. Afin de vérifier s’il 

existe un lien direct entre VEGFR-2 et PC7, une co-transfection de ces deux protéines 

permettrait de valider un clivage de ce récepteur par PC7. En effet, de nombreux sites de 

reconnaissance de clivage potentiels, conservés chez le rat et la souris, sont présents dans la 

séquence protéique de VEGFR-2 humain parmi lesquels : RGQR57; RYPEKR171; 

KKLVNR275; KKNSTFVR323; KVGR538. PC7 pourrait ainsi à la fois cliver le ligand et son 

récepteur pour favoriser la prolifération et migration cellulaire.  
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4.1.3 D’autres motifs potentiels dans la CT de PC7   

 

Actuellement, PC7 est connue pour localiser à la surface cellulaire, dans le TGN et les 

endosomes. Plus précisément, PC7 est présente à la fois dans les endosomes précoces, tardifs et 

de recyclage. Ces différentes localisations sont régulées par des motifs présents dans la CT de 

PC7. Ainsi, le motif ExExxxL, reconnu par AP-2, amène PC7 dans les endosomes précoces. Le 

motif basique (HRSRKAK714) couplé aux deux cystéines (C699,704) favorise le transport 

rétrograde des endosomes tardifs au TGN. Enfin, le transport de PC7 entre le TGN et la surface 

cellulaire pourrait, être régulé par Cab45. Cependant, le trafic entre les endosomes de recyclages 

et le TGN reste méconnu et aucune analyse quantitative de PC7 dans les différents endosomes 

n’a été effectuée. Un certain nombre d’expériences permettraient de mieux caractériser le trafic 

cellulaire de PC7 et d’identifier de nouveaux partenaires. Ainsi, une immunocytochimie de PC7 

avec les marqueurs des différents compartiments endosomaux (Rab7, Rab9, Rab11) nous 

indiquerait les préférences de localisation de PC7 et ainsi de mieux cerner son trafic cellulaire. 

De plus, la technique de Bio-ID256 permettrait d’obtenir une liste potentielle de nouveaux 

partenaires se liant à la CT de PC7.  Finalement, l’utilisation d’un mutant du motif basique hPC7 

en alanine (HAAAAAA714) couplé à cette technique révélerait le(s) partenaire(s) possible(s) 

régulant le transport rétrograde via ce motif.  

 

Il est possible que certains motifs dans la CT de PC7 n’aient pas encore été mis en 

évidence. En effet, si on regarde de plus près la séquence protéique, deux motifs di-leucine 

(LL748APDLL753)
45 sont présents chez l’humain et intégralement conservés chez le rat. Cette 

conservation entre les deux espèces suggère que ces motifs sont critiques à la régulation de PC7. 

Pour comprendre leur importance, une future étude pourrait muter l’ensemble de ces quatre 

leucines et d’observer l’impact du clivage de PC7 sur ses substrats ainsi qu’une potentielle re-

localisation de l’enzyme par immunocytochimie. En effet, les motifs di-leucine sont reconnus 

par les protéines GGA et ces protéines pourraient favoriser le transport de PC7 du TGN aux 

endosomes à la suite du recyclage de PC7 au TGN257. 
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4.1.4 Des modifications post-traductionnelles encore incomprises  

 

Lors de son passage dans la voie sécrétoire conventionnelle, PC7 est modifiée post-

traduction. Parmi ces modifications, deux résidus cystéines palmitoylés dans la CT de PC7 

semble être liés au motif basique afin de favoriser la localisation de PC7 dans le TGN sans pour 

autant être essentiels à ce transport112.  Actuellement, la séparation du pro-domaine de PC7 ainsi 

que l’activation de l’enzyme sont encore des mécanismes inconnus, mais ces deux cystéines 

sont physiquement proches du domaine transmembranaire (10 aa en aval du TM) et il est 

possible qu’elles servent de support d’ancrage à la membrane pour favoriser la localisation de 

PC7 dans les microdomaines de la membrane plasmique258 et ainsi activer la séparation du pro-

segment à la surface cellulaire. Cette hypothèse devra toutefois être confirmée, par exemple par 

localisation immunocytochimie du pro-domaine (HApro) et de PC7 mature (hPC7-V5) en 

mutant les cystéines. 

Présentement, aucune étude n’a mis en évidence la phosphorylation de PC745. 

Cependant, quatre sites motifs SXE reconnus par la kinase Fam20C246, sont présents aux 

positions S60, S268, S505, S541. L’ensemble de ces quatre motifs SXE sont conservés chez 

l’humain, le rat et la souris. De plus, fait intéressant, le site S60 localise dans le pro-domaine au 

niveau du motif potentiel de liaison au calcium (Cf 3.3.4 Discussion). Le résidu S505 est, quant 

à lui, adjacent au résidu R50482 et, puisque le variant R504H est associé à une diminution des 

TG,  pourrait influencer régulation du niveau des TG232. Une surexpression de Fam20C, dans 

des cellules HEK293 dépourvue de Fam20C endogène, avec la protéine PC7 de type sauvage 

ou mutée sur chacune de ces quatre serines validerait ces sites potentiels de phosphorylation. 

 

4.1.5 La voie non conventionnelle  

 

En plus d'utiliser la voie sécrétoire conventionnelle, PC7 peut atteindre la surface 

cellulaire en utilisant une voie non conventionnelle directement du RE à la membrane plasmique 

en 10 minutes41. Le domaine transmembranaire de PC7 est essentiel à ce cheminement puisque 
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l’inversion des TM de PC7 et de la Furine bloque PC7 dans le RE tandis que la Furine emprunte 

ce chemin. Comme énoncé dans l’introduction (Cf 1.2.5.3 Les modifications post-

traductionnelles de PC7) il serait intéressant de muter les aa non identiques entre les deux TM 

(Trp678, Tyr681, Tyr682, Tyr687 et Glu685), chez PC7 et d’observer un blocage éventuel de 

PC7dans le RE41.  

 

Il existe actuellement plusieurs mécanismes de transport par la voie non conventionnelle. 

Un premier mécanisme correspond à la fusion du RE directement avec la membrane 

plasmique afin de relocaliser les protéines à la membrane ou de les larguer dans le milieu 

extracellulaire. Ce mécanisme est connu chez la plante, mais aussi chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae pour le trafic de la protéine Ist2 (increased sodium tolerance)259. 

Dans ce cas, deux modèles ont été développés. Le premier suggère que cette protéine est 

présente dans des vésicules bourgeonnant et fusionnant avec la membrane plasmique. Le 

second propose l’intervention d’un lipide auprès d’Ist2 et de la membrane plasmique afin de 

déstabiliser cette dernière et faciliter une interaction avec un motif de reconnaissance d’Ist2260.  

D’autres modèles ont été découverts tel que transport de la protéine FGF-2 (fibroblast 

growth factor-2) recrutée à la membrane plasmique dépendamment de l’HSPG261 ou encore 

l’autophagie qui favorise la fusion du RE avec la membrane plasmique afin de relarguer son 

contenu à l’extérieur de la cellule261; 262.  En cas d’inflammation, la protéine IL-2 utilise la voie 

non conventionnelle caractérisée par la formation d’un autophagosome, lui permettant ainsi 

d’agir rapidement260. Il est possible que PC7 utilise ce système pour arriver à la surface en 10 

minutes afin de répondre à une réponse immunitaire. Toutefois, bien que PC7 soit en lien avec 

l’inflammation par sa fonction de sheddase (Cf 1.2.6.1 L’inflammation et la neurogénèse), 

rien n’indique actuellement que son action passe par la voie non conventionnelle.  

La voie conventionnelle est généralement utilisée en raison d’un stress dans le RE ou d’un 

mauvais repliement protéique. C’est le cas pour la protéine CFTR (cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator)263 qui, lorsqu’elle est mutée au site F508, est 

relocalisée dans la voie non conventionnelle par la protéine GRASP55 (Golgi reassembly 

stacking proteins) préalablement recrutée par un stress au RE, afin d’être sécrétée264; 265.  
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 L’ensemble de ces possibilités devront être prises en considération pour investiguer le 

mécanisme de régulation du transport de PC7 par la voie non conventionnelle.  Par exemple, 

l’observation du trafic de PC7 lors d’une surexpression de de la protéine GRASP55 couplée à 

un traitement à la BFA qui bloque l’entrée des protéines dans la voie conventionnelle (fusion de 

RE avec les régions Cis et médial de l’appareil de Golgi) nous indiquera si cette protéine favorise 

la présence de PC7 à la membrane via l’utilisation de cette voie atypique. Finalement, beaucoup 

d’interrogations subsistent sur cette voie puisque nous ne savons pas si PC7 peut se séparer de 

son pro-segment et être actif lorsqu’il atteint la membrane par la voie non conventionnelle. En 

effet, cette protéine dépourvue de MPT dans cette voie peut-elle exercer une fonction de 

sheddase ou intervient-elle uniquement en tant que protéine de liaison? Une étude, in vitro, a 

montré qu’il existe deux isoformes de PC7 à partir des méthionines aux positions 1 et 36 de la 

protéine. Toutefois, la préférence des isoformes pour la voie non conventionnelle et la voie 

sécrétoire n’a pas été déterminée. Une localisation par immunocytochimie de ces deux protéines 

(en mutant l’une ou l’autre de ces méthionines), couplée à un traitement à la BFA serait une 

expérience préliminaire pour comprendre la fonction de ces deux protéines dans la voie non 

conventionnelle45. 

 

4.1.6 PC7, un potentiel candidat comme cible thérapeutique  

 Le clivage de précurseurs par les PCs engendre leur activation. Cette activité est détournée 

par certains virus pour leur réplication (gp160 pour le VIH)121 ou contribue au développement 

de cancer (VEGF et la migration cellulaire)136. Ainsi, les PCs représentent une excellente cible 

thérapeutique pour ces maladies et infections. Il est/serait possible de développer des inhibiteurs, 

composés de résidus basiques afin de cibler le site actif des PCs, pour compétitionner avec les 

substrats des PCs et ainsi bloquer l’activité de protéase de ces dernières266; 267.  Cependant, la 

redondance entre ces enzymes et leur reconnaissance de sites de clivage identique rend 

développement d’inhibiteurs efficaces et spécifiques très complexe. De plus, l’activité de ce 

type d’inhibiteur devra être tissu-spécifique. Actuellement, il existe déjà des inhibiteurs de PCs 

(Cf 1.1.2.5 Rôle physiologique et physiopathologique des PCs), cependant, de ceci n’a encore 
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été élaboré pour PC7 qui reste tout de même une excellente cible thérapeutique puisqu’il 

permettrait de traiter à la fois des troubles du métabolisme lipidique et l’anxiété.  

 

4.2 Conclusion 

 

En conclusion, les résultats obtenus lors de mon doctorat ont permis d’approfondir la 

biologie cellulaire de PC7. Mon premier objectif était de comprendre l’importance de la queue 

cytosolique de PC7 dans la régulation de son transport et de son activité de clivage en découvrant 

de nouveaux motifs présents dans la CT. Mes résultats ont mis en évidence que chez l’humain, 

un motif ExExxxL725 présent dans la CT de PC7, régule l’activité de clivage et le trafic 

endosomal de PC7. La découverte du motif intégré ExExxxL725 nous a amené vers le deuxième 

objectif qui était d’identifier des partenaires protéiques impliqués dans le transport et l’activité 

de sheddase de PC7. La protéine adaptatrice AP-2 reconnait le motif ExExxxL725, et régule la 

localisation endosomale de PC7 et subséquemment favorise l’activité de protéase de PC7 dans 

les endosomes. Finalement le dernier objectif était de comprendre où et comment PC7 se sépare 

de son pro-segment. Des résultats préliminaires suggèrent que cette séparation s’effectue à la 

surface cellulaire. Une protéine calcium dépendante, Cab45, ayant une localisation tissulaire 

similaire à PC7, ainsi que le calcium semblent être impliqués dans cette régulation L’ensemble 

de ces résultats ont ainsi permis d’approfondir la biologie cellulaire de PC7 et d’en démystifier 

certains aspects. 
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