
N"'cl'o~che: 3~H 

Université des Sciences et Technologies de Lille 

THESE de DOCTORAT 

Présentée par 

François FOULQUIER 

Pour l'obtention du grade de Docteur de l'Université de Lille 1 
Spécialité : Sciences de la Vie et de la Santé 

INFLUENCE DES GL Y CANNES SUR LA DESTINEE 

DES N-GL YCOPROTEINES 

Directeur de thèse : Professeur René CACAN 
Unité Mixte de Recherche N°8576 du CNRS et de I'USTL 

Soutenue le 1 0 décembre 2003 
Devant le jury composé de : 

Monsieur le Docteur Jean-Claude MICHALSKI 

Monsieur le Docteur Patrice CODOGNO 

Monsieur le Professeur Raymond JULIEN 

Monsieur le Professeur Philippe DELANNOY 

Monsieur le Professeur René CACAN 

Président 

Rapporteur 

Rapporteur 

Examinateur 

Directeur de thèse 





Je tiens à remercier les membres de ce jury : 

Docteur Jean-Claude Michalski, 

Jean-claude, c'est pour moi un très grand honneur que tu aies accepté de présider mon jury de thèse. Je t'en 
remercie. 

Professeur Raymond Julien, 

Mon séjour dans votre laboratoire reste un excellent souvenir, vous m'avez accueilli chaleureusement et permis 
d'entrevoir le monde des puces à ADN. C'est pour moi, un honneur que vous soyez rapporteur de cette thèse. 

Docteur Patrice Codogno, 

Vous avez accepté de me faire profiter de votre compétence scientifique en jugeant ce travail. Je suis très honoré 
de votre présence dans les membres du jury en tant que rapporteur, et vous en remercie vivement. 

Professeur Philippe Delannoy, 

L'intérêt constant que tu as porté à mon travail, les précieux conseils lors des discussions scientifiques du lundi 
ainsi que ta grande disponibilité m'ont beaucoup apporté. Avec ton dynamisme et ta compétence, la Recherche 
ne peut qu'avancer. Je te remercie d'avoir accepté d'examiner ma thèse. 

Professeur René Cacan, 

René, il est très difficile pour moi, de résumer en ces quelques lignes tout ce que je ressens. 
Vous avez été un directeur extrêmement attentif et patient. La très grande liberté que vous m'avez laissée, ainsi 
que vos encouragements constants m'ont été d'une aide très précieuse, aussi bien sur le plan professionnel que 
personnel. Outre nos passionnantes discussions scientifiques, je garde un excellent souvenir, des leçons 
d'équitation, d'alpinisme, de natation. Je ne vous cacherai pas que je suis en train d'écrire ces quelques lignes 
avec un peu d'amertume, mais soyez certain que je ne manquerai pas de mettre en pratique tout ce que j'ai 
appris au sein de votre groUpe. René, MERCI. 



Je ne saurais terminer sans remercier toute l'équipe du 020. 

Lorsque je suis arrivé au laboratoire, j'ai trouvé des collègues de travail qui sont devenus après quatre années, 
de véritables ami(e)s. Je voulais vous dire que travailler avec vous est un réel plaisir. J'ai trouvé en votre 
compagnie beaucoup de complicité. Un grand MERCI à vous tous. 

Sandrine, tu as dû partager avec moi ta paillasse et tes étagères. Je fen remercie (non, je plaisante !). Je te 
remercie pour la complicité qui s'est installée entre nous et pour ta grande disponibilité. 

Anne-Marie, la confiance que tu m'as témoignée chaque jour, ton écoute, ainsi que ta bonne humeur constante, 
ont contribué pour beaucoup dans la réalisation de ce travail. 

Fred, tu as guidé mes premiers pas au laboratoire, tu m'as fait découvrir et aimer la glycobiologie. Je t'en 
remercie. 

André, je garde d'excellents souvenirs du congrès en Sicile et tout particulièrement du débarquement à Catane 
en pleine nuit. Je te rassure, on ne faisait pas touristes du tout. .............. . 

Je tiens à remercier, les membres du 017 pour leur soutien et la gentillesse qu'ils m'ont témoignés, Sylvain, 
Bénédicte, Marie-Ange, sans oublier Anne pour son aide très précieuse dans mes premiers pas en Biologie 
Moléculaire. 

Merci encore à Guy et Christelle pour les soirées honnêtes et sympathiques. 

Merci au Dr Dominique Legrand, au Dr Annick Pierce et Momo pour m'avoir si gentiment aidé dans la réalisation 
d'un vecteur d'expression de la Lactoferrine humaine. 

Enfin, je tiens à remercier toutes les personnes du C9 qui ont, de part leur gentillesse et leur bonne humeur, 
contribué à rendre ce travail agréable. Merci à Jacqueline, Michelle, Brigitte, Nadège, Fred D, pour les cafés 
partagés. 

A Limoges, 

Un grand merci à François Gallet et Lionel Forestier pour m'avoir si bien accueilli et accordé un peu de leur 
temps. 

Et finalement, 

Merci à Benoît, Joël, Pascal, Vianney, Virginie, Hélène, Françoise, Stéphanie et Laurence. 

Merci à ma famille et en particulier à ma sœur, 

Et évidemment, un grand merci à mes parents. Ce travail est en quelque sorte le vôtre. 



Ce travail a été réalisé sous la direction du Professeur René CACAN dans le laboratoire de Glycobiologie 

Structurale et Fonctionnelle de l'Université des Sciences et Technologies de Lille (Unité Mixte de Recherche 

no8576 du CNRS, Directeur : Docteur Jean-Claude MICHALSKI). 

Il a bénéficié d'une Allocation du Ministère de l'Enseignement Supérieur et de la Recherche. 



Les travaux présentés ont fait l'objet des publications et communications suivantes: 

Publications : 

Foulquier, F., Harduin-Lepers, A., Duvet, S., Marchal, 1., Mir, A M., Delannoy, P., Chirat, F., and Cacan, R. 
(2002) The unfolded protein response in a dolichyl phosphate mannose deficient Chinese hamster ovary 
cell line points out the key role of a demannosylation step in the quality-control mechanism of 
N-glycoproteins. Biochem J. 362 (Pt 2):491-8. 

Foulquier, F., Duvet, S., Chirat, F., and Cacan, R. (2002) Rôle des glycannes dans le _contrôle qualité des 
N-glycoprotéines. Soumis à Médecine Sciences. 

Foulquier, F., Duvet, S., Klein, A, Mir, A M., Chirat, F., and Cacan, R. (2003) Endoplasmic reticulum associated 
degradation of glycoproteins bearing MansGicNAc2 and MangGicNAc2 species in the Ml8-5 CHO cell 
li ne. Accepté pour publication dans European Journal of Biochemistry. 

Communications Orales : 

Foulquier, F., Mir, A. M., Chirat, F., et Cacan, R. Etude de l'influence de la structure des 
N-glycannes sur la destinée des N-glycoprotéines dans la lignée B3F7. 
terGfycojeunes, Ul/e, 31 mars 1999. 

Foulquier, F., Delannoy, P., Chirat, F., et Cacan, R. L'UPR dans la lignée B3F7 mets en lumière le rôle clé de 
l'étape de démannosylation dans le mécanisme contrôle qualité des 
N-glycoprotéines. 
Colloque GT-Rec, Saint christol lez a/es, 25-26 octobre 2001. 

Foulquier, F., Duvet, S., Mir, A. M., Chirat, F., et Cacan, R. N-glycosylation et induction transcriptionnelle: effet 
de la structure des N-glycannes sur I'UPR. 
XXVI/Ifème Forum des Jeunes Chercheurs en Biochimie et Biologie Moleculaire, 1-5 Juillet 2002, Dijon. 

Foulquier, F., Duvet, S., Mir, A. M., Chirat, F., et Cacan, R. Mise en évidence d'une relation entre N-glycosylation 
et UPR (Unfolded Protein Response). 
2_ème Journée André Verbert, 19 Septembre 2002, Ul/e. 

Foulquier, F., Duvet, S., Mir, A. M., Chirat, F., et Cacan, R. Relationship between UPR (Unfolded Protein 
Response) and N-glycosylation process in mammalian celllines. 
13fh Joint Meeting of the Studiengruppe G/ykobiologie der Gesellschaft für Biochemie und Moleku/ar 
biologie the Nederlandse Vereniging voor Glycobiologie and the Groupe Ullois de G/ycobio/ogie, 21-23 
Novembre 2002, Münster (Allemagne). 



Communications par affiches: 

Foulquier, F., Chirat, F., Mir, A. M., Cacan, R. Study of the influence of N-glycans structure on the fate of newly 
synthesized N-glycoproteins. 
12th Joint Meeting of the Studiengruppe G/ykobiologie der Gesel/schaft für Biologische Chemie, the 
Netherlands Society for Glycobio/ogy, and the Groupe Ul/ois de G/ycobio/ogie, Villeneuve d'Ascq, 05-07 
November 2000. 

Foulquier, F., Marchal, 1., Mir, A. M., Duvet, S., Chirat, F., et Cacan, R. CHO cell lysate display a strong 
glucosidase activity on glucosylated oligomannoside species. 
27fh Meeting of the Federation of European Biochemica/ Societies, 30 juin-5 juillet 2001, Usbonne, 
Portugal. 



ADN 
ARN 
ARNm 
ATP 
BiP 
CDG 

CFTR 
CHO 
CM H-l 
CMH-11 
CNX 
CRT 
DTT 
EDEM 
ERAD 
ERGIC 
ERSD 
ERSE 
GaiNAC 
GK 
GleNAC 
Glc-P-Dol 
GPT 
GRP 
GSH 
GSSG 
GTP 
HECT 

HIV 
HK 
HPLC 
HSP 
lg 
JNK 
kDa 
LDL 
LLO 
Man-P Dol 
OSGn1 
OSGN2 

ABREVIATIONS 

Acide DésoxyriboNucléique 
Acide RiboNucléique 
ARN messager 
Adénosine Triphosphate 
Binding lmmunoglobin Protein 
Congenital Disorders of Glycosylation 

Cystic Fibrosis Transmembrance Conductance Regulator 
Chinese Hamster Ovary 
Complexe majeur d'histocompatibilité de classe 1 

Complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il 
Calnexine 
Calréticuline 
Dithiothréitol 
Endoplasmic Reticulum Degradation Enhancing Mannosidase like Protein 
Endoplasmic Reticulum Associated Degradation 
Endoplasmic Reticulum Golgi lntermediate Compartment 
Endoplasmic Reticulum Storage Diseases 
Endoplasmic Reticulum Stress Element 
N-Acétylgalactosamine 
Glucokinase 
N-Acétylglucosamine 
Glucosyl Phosphodolichol 
UDP-GicNAc: dolichoi-P GlcNAc-1-p transférase 
Glucose Regulated Protein 
Glutathion réduit 
Glutathion oxydé 
Guanosine Triphosphate 
Homologous with the E6-AP C-T erminus 
Human lmmunodeficiency Virus 
Hexokinase 
High Performance Liquid Chromatography 
Heat Shock Proteins 
Immunoglobuline 
Jun N-Terminal Protein Kinases 
Kilo Dalton 
Low Density Lipoprotein 
Lipid Linked Oligosaccharrides 
Mannosyl Phosphodolichol 

Oligosaccharrides neutres possédant un seul résidu d'N-acérylglucosamine 
Oligosaccharrides neutres possédant deux résidus d'N-acétylglucosamine 



OST Oligosaccharyltransférase 
POl Protéine Oisulfure lsomérase 
P-Ool Phosphodolichol 
PGI Phosphoglucoisomérase 
PIR Processing lnhibitor Resistance 
PM Phosphomannose lsomérase 
PMM Phosphomannomutase 
PNGase Peptide N-Giycosidase F 
RI,RII Ribophorine 1 et Ribophorine Il 
RAMP4 Ribosome Associated Membrane Protein 4 
RE Reticulum Endoplasmique 
RER Reticulum Endoplasmique Rugueux 
RNC Ribosome Nascent Chain 
SCF Skp1/cullin/F-box 
SPC Signal Peptide Clivage 
SR SRP Receptor 
SREBP Sterol Responsive Element Binding Protein 
SRP Signal Recognition Particle 
TAP Transporters Associated Antigen Processing 
TRAM Translocated Chain Associated Membrane Protein 
TRAP Translocon Associated Membrane Protein 
tRNA ARN de Transfert 
UGGT UOP-Gic : glycoprotéine glucosyltransférase 
UPR Unfolded Protein Response 

UPRE UPRelement 

Les résidus glucidiques 

NOMS SYMBOLES NOMS SYMBOLES 
N-Acétylgalactosamine GaiNAc Galactose Gal 

N-Acétylglucosamine GleNAc Glucose Glc 

Acide N-
NeuAc Mannose Man 

Acétylneuraminique 

Fucose Fuc 



TABLE DES MATIERES 



Table des matières 

1. 

Il. 

INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

La Biosynthèse des N-glycoprotéines 1 

Biosynthèse des N-glycoprotéines 2 

1. Introduction 2 

2. Translocation des protéines 3 
2.1 Adressage des protéines vers le RE 3 

2.1.1 Le peptide signal 3 
2.1.2 La particule de reconnaissance du signal (SRP) 4 
2. 1.3 Le récepteur de la SRP 4 

2.2 Le translocon 5 
2.2.1 Structure du translocon 5 

2.2.1.1 Le complexe Sec61 5 
2.2.1.2 La protéine TRAM 5 

2.2.2 Les protéines associées au translocon 6 
2.2.3 Dynamique de la translocaüon :implication de la protéine chaperonne BiP 6 

3. Processus de N-glycosylation 6 
7 
7 
7 
7 
8 
9 
9 
9 
9 
9 

3.1 Synthèse du précurseur glycannique 
3. 1. 1 Topographie du cycle des dolichols 

3.1.1.1 L'initiation 
3.1. 1.2 Les précurseurs 
3.1.1.3 La translocation 
3.1.1.4 L'allongement 
3.1.1.5 Le recyclage 

3.2 Transfert du précurseur glycannique 
3.2.1 L'oligosaccharyltransférase 

3.2.1.1 Le Transfert en bloc 
3.2.1.2 Composition du complexe de l'OST 10 
3.2.1.3 Spécificité de /'oligosaccharyltransférase 10 

3.3 Régulation du processus de N-glycosylation 11 
3.3. 1 Régulation du cycle de do/ichols 11 

3.3.1.1 Régulation par le taux de précurseur: notion de pool de Doi-P 11 
3.3.1.2 Régulation par les enzymes 11 
3.3.1.3 Régulation par le taux d'accepteur protéique 12 
3. 3. 1.4 Régulation par le transfert sur l'eau du donneur oligosaccharidique 12 

Glc3MangGicNAc2 
3.4. Pathologies liées à un déficit dans la synthèse du Glc3MangGicNAc2-PP-Dol 13 

Le Contrôle qualité des N-glycoprotéines 

Contrôle qualité des N-glycoprotéines 

1. Introduction 

2. Mise en conformation des N-glycoprotéines 

1 

14 

15 

15 

15 



Table des matières 

2.1. Le RE : un compartiment impliqué dans le processus 15 
de mise en conformation 

2.1.1 Un environnement oxydant 15 
2.1.2 Les protéines chaperonnes 16 
2.1.2.1 BiP 16 

2.2 Rôle des glycannes dans la mise en conformation des N-glycoprotéines 17 
2.2.1 Relation entre N-glycosylation et mise en conformation 17 
2.2.2 Maturation des glycannes dans la lumière du RE 17 

2.2.2.1Giucosidase 1 et glucosidase Il 17 
2.2.2.2 ER a1,2-mannosidases 18 

A. Mannosidases de classe 1 18 
A 1 ER at ,2-mannosidase 1 18 
A.2 La Mang-mannosidase 19 

B. Mannosidase de classel/ 19 
B.1 ER a1,2-manosidase Il 19 

2.2.3 Le cycle calnexine-calréticuline 19 
2.2.3.1 L'entrée dans le cycle 19 
2.2.3.2 La calnexine et la calréticuline 20 

A La CNX et la CRT lient spécifiquement les 20 
glycoprotéines monoglucosylées 

B. Interactions de type protéine-protéine 21 
C. Coopération avec I'ERp57 21 

2.2.3.3 Dynamique du cycle calnexine-calréticuline 21 

3. Dégradation des N-glycoprotéines néosynthétisées 23 
3.1 La voie autophagique 23 
3.2 La voie ERAD 23 

3.2.1 Voie de dégradation dépendante de la formation 23 
d'une structure glycannique et du protéasome 

3.2.2 Voie de dégradation indépendante de la formation 24 
d'une structure glycannique et dépendante du protéasome 

3.2.3 Voie de dégradation dépendante de la formation 24 
d'une structure glycannique et indépendante du protéasome 

3.3. EDEM : un intermédiaire dans la voie de dégradation des 26 
glycoprotéines mal conformées 

3.4 Retrotranslocation 27 
3. 4.1 Les protéines facilitant le rétrotransport des glycoprotéines 27 

3.4.1.1 Les protéines luminales 27 
3.4.1.2 Les protéines cytoplasmiques 28 

3.5. Ubiquitination des N-glycoprotéines 29 
3.5.1 Les acteurs 29 
3.5.2. Complexe SCF et dégradation des glycoprotéines mal conformées 30 

3.6. Déglycosylation cytosolique des N-glycoprotéines 31 
3.6.1. L'activité PNGase 31 

3.6.1.11nteraction entre protéasome et PNGase 31 
3.6.1.2 Catabolisme des OSGn2 32 

3.7 Le protéasome 32 
3. 7. 1 La particule 20S 32 
3. 7.2 Le complexe 19S 32 
3. 7.3 Fonction du protéasome 33 

3.8 ERAD et système immunitaire 33 

II 



Table des matières 

Ill. 

4. Sécrétion des glycoprotéines. 
4.1 L'ERGIC 53 
4.2 VIP 36 

5. Pathologies et contrôle qualité 
5.1 Corps de Russel 
5.2 Les agrésomes 

Unfolded Protein Response 

35 
35 
35 

35 
36 
37 

39 

L'UPR : chef d'orchestre de la voie de sécrétion 40 

1. Introduction 40 

2. L'UPR chez la levure 40 
2.1 La voie de signalisation 41 

2.1.1 La protéine lre1p 41 
2.1.2 Un épissage non conventionnel 41 

3. L'UPR chez les mammifères 42 
3.1 Induction transcriptionnelle 42 

3.1.1 Voie de signalisation partiellement homologue à celle de la levure 43 
3. 1. 2 Activation de A TF6 par le stress du RE 43 

3.21nhibition de la traduction 44 
3.3 UPR et mort cellulaire programmée 45 
3.4 BiP : lien manquant entre les protéines mal conformées du RE et l'activation 45 

de I'UPR 

4. Rôle de I'UPR dans la physiologie cellulaire 46 
4.1 Lien entre L'UPR et I'ERAD 47 
4.2 Lien entre I'UPR et la N-glycosylation 47 

5. UPR et pathologies 49 

TRAVAUX PERSONNELS 

Introduction 51 

Article 1 : Endoplasmic reticulum associated degradation of glycoproteins bearing 53 
MansGicNAc2and MangGicNAc2 species in the Ml8-5 CHO cell line. 

Discussion 73 

1. Contrôle qualité des glycoprotéines portant des glycannes de type MansGicNAc2 7 4 
1.1 La reglucosylation 7 4 
1.2 La déglucosylation 7 4 
1.3 L'association à la calnexine 77 

III 



Table des matières 

Article 2 : The unfolded protein response in a dolichyl phospate mannose-deficient Chinese 78 
hamster ovary cellline point out the key role if a demannosylation step in the 
quality control mechanism of N-glycoproteins. 

Discussion 79 

CONCLUSION 

Conclusion générale 81 

1. Influence des glycannes tronqués de type MansGicNAc2 sur la mise en conformation 82 
des glycoprotéines. 

2. Influence des glycannes tronqués de type MansGicNAc2 sur la sécrétion 83 
des glycoprotéines 

3. Influence des glycannes tronqués de type MansGicNAc2 sur la dégradation des 83 
glycoprotéines. 

REFERENCES 

IV 



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 



Introduction générale : La Biosynthèse des N-glycoprotéines 

LA BIOSYNTHESE DES 

N-GL YCOPROTEINES 

1 



Introduction générale: La Biosynthèse des N-glycoprotéines 

Biosynthèse des N-glycoprotéines. 

1. Introduction 

Les cellules eUGaryotes sont GOnstituée-s -de

différents organites dont les fonctions spécialisées sont 

indispensables au maintien de la vie cel-lulaire et de 

l'organisme. Chaque orgaAite est pourvu d'un jeu de 

protéines spécifiques qui définit, non seulement sa 

structure, mais aussi sa fonction. L'homéostasie 

cellulaire qui dépend du maintien de la fonctionnalité de 

ces organites requiert d'!JAe part, que Jes pmtéines 

nouvellement synthétisées soient fonctionnelles, d'autre 

part, qu'elles soient -également adressées avec 

précision vers leur destination finale. 

Au cours de leur biosynthèse, la majorité des 

protéines destinées à être sécrétées ou intégrées au 

~ 
A sn 

~ 

Glycosyltransférase réticulaire 

niveau de la membrane des différents organites 

subiront, au sein de la lumière du Reticulum 

-fndoplasmique Rugueux (RER), plusieurs 

modifications co- ou post-traductionnelles. Parmi celles

ci, la N"Wycosylation, qui consiste dans l'addition 

covalenteiie chaînes oligosaccharidiques sur un résidu 

d'asparagine, est la plus répandue. En effet, on estime 

que 700/o des protéines cellulaires sont N"glycosylées 

(Mononen et Karjalainen, 1999). 

Une des particularités majeures des 

N-glycoprotéines matures, est l'extrême diversité 

structurale de leurs chaînes glycanniques. Cette 

œmplexité . résulte œ . ta -conjenctm de -p\tlsieurs 

facteùrs, la variété de 1iaisons chimiques poSSibles 

entre deux monosaccharides, mais aussi le type 

d'.organisme et le type cellulaire. D'une façon très 

schématiqùe, il est possible de subdiviser la· structure 

des glycannes sur une glycoprotéine mature en trois 

Glycosyltransférase golgienne 

reticulum 
endoplasmique 

granulaire 
Gis, médian et trans-Golgi 

réseau 
trans-go/gien 

Figure 1 : Synthèse d 'une N-glycoprotéine mature. Ueux de synthèse, types d 'enzymes impliquées 
et structure générale des glycannes. ' 
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régions (Figure 1) : une région souvent appelée noyau 

ou core, constituée de deux résidus 

d' N-acétylglucosamine et de trois résidus de mannose ; 

une région centrale, correspondant aux antennes et 

composée d'un nombre variable d'unités 

disaccharidiques galactose-N-acétylglucosamine ; le 

tout terminé par une région périphérique qui comprend 

notamment des résidus d'acide sialique ou de fucose. 

La synthèse d'une telle structure va s'effectuer en deux 

étapes successives, dans deux compartiments 

cellulaires: le RE et l'appareil de Golgi. La première 

étape. réticulaire, comprend notamment la formation, le 

transfert, ainsi que la maturation par des glycosidases 

spécifiques d'une structure oligosaccharidique 

hautement conservée au cours de l'évolution. La 

seconde étape, golgienne, correspond à l'addition de 

sucres terminaux. Les enzymes responsables de ce 

transfert de sucres, aussi bien au niveau du RE pour la 

formation du donneur oligosaccharidique, qu'au niveau 

de l'appaœil de Golgi pour la synthèse d'une structure 

glycannique de type complexe, sont appelées : 

glycosyltransférases. Selon leur localisation cellulaire, 

ces enzymes sont très différentes. En effet, alors 

qu'elles sont composées de plusieurs domaines 

transmembranaires au niveau de la lumière du RE, ces 

dernières ne vont posséder qu'un seul domaine 

transmembranaire au niveau de l'appareil de Golgi. 

Alors que la glycosylation dans le RE est 

homogène, l'appareil de Golgi va générer des 

glycannes structuralement très variés. Ce contraste de 

glycosylation, d'un point de vue évolutif, marque 

l'apparition de structures glycanniques impliquées dans 

des rôles biologiques précis. Dans la lumière du RE, où 

le nombre de structures glycanniques rencontrées est 

limité, le rôle biologique de ces structures fut beaucoup 

moins évident à percevoir. Aujourd'hui, on peut 

néanmoins considérer que la structure du glycanne au 

3 

niveau du RE joue un rôle fondamental dans la 

destinée des glycoprotéines. En effet, nous verrons au 

cours de ces généralités, comment la structure même 

de l'oligosaccharide génère des informations pouvant 

influencer la destinée des N-glycoprotéines 

nouvellement synthétisées. Nous mettrons en évidence 

la présence de signaux glycanniques qui interviennent 

à la fois dans la mise en conformation, la dégradation, 

la sécrétion des N-glycoprotéines nouvellement 

synthétisées, et également dans l'apparition d'une 

réponse cellulaire que l'on appelle UPR pour Unfolded 

Protein Response. 

2. Translocation des protéines 

Dans les cellules eucaryotes, la synthèse de la 

plupart des protéines débute dans le cytoplasme. Leur 

destination vers les différents organites cellulaires va 

donc dépendre de la présence d'une séquence 

d'adressage qui leur permettra d'être dirigées vers le 

bon compartiment. 

2.1 Adressage des protéines vers le RE 

Le transport des protéines du cytoplasme vers le 

RE, qui n'est rendu possible que si ces dernières 

contiennent une séquence spécifique dite séquence 

signal, concerne, non seulement les protéines 

membranaires et les protéines sécrétées, mais 

également toutes les protéines destinées aux organites 

impliqués dans la voie de sécrétion. 

2. 1. 1 Le peptide signal 

La séquence signal, également appelée peptide 

signal, est nécessaire à l'adressage et à la 

translocation de la protéine vers la membrane du RE. 
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Cette séquence, considérée comme une extension 

N-terminale de la protéine par (Biobel et Doberstein, 

1975), est localisée à l'intérieur ou encore du côté C 

terminal de la protéine (von Heijne, 1990). Celle-ci est 

composée de trois régions : 

• une région N-terminale de à 5 résidus 

d'acides aminés chargée positivement, 

• une région centrale hydrophobe de 6 à 50 

résidus d'acides aminés, 

• une région polaire de 3 à 7 résidus d'acides 

aminés. 

La région hydrophobe est considérée selon von 

Heijne (1985) comme essentielle pour l'adressage des 

protéines vers le RE. La région polaire, quant à elle, 

contient le site de reconnaissance pour le clivage par la 

signal peptidase (von Heijne, 1998). 

2. 1.2 La particule de reconnaissance du signal (SRP) 

Une des voies majeures d'adressage des 

protéines en voie de synthèse vers la membrane du RE 

fait intervenir un complexe protéique cytoplasmique 

nommé SRP pour (Signal Recognition Particle). Cette 

particule, complexe ribonucléprotéique composé d'une 

molécule d'ARN et de 6 polypeptides (72, 68, 54, 19, 

14, 9 Kda), est capable de lier et d'hydrolyser le GTP. 

Cytoplasme 

Dès que la zone hydrophobe du peptide signal émerge 

du ribosome dans le cytoplasme, celle-ci est reconnue 

par la protéine de 54 kDa (SRP54) de la SRP (Johnson 

et van Waes, 1999). Cette interaction de la SRP avec le 

complexe ribosome-chaîne protéique naissante (RNC) 

conduit, d'une part, à l'arrêt de la traduction et d'autre 

part, à l'adressage de ce complexe vers la membrane 

du RE au sein de laquelle se trouve un récepteur 

spécifique de la particule SRP (SR). 

2.1.3 Le récepteur de la SRP 

Le complexe RNC-SRP se fixe à la membrane du 

RE grâce au récepteur de la SRP (SR). Ce dernier, 

ancré dans la membrane du RE, est un hétérodimère 

de deux sous-unités à activités GTPasiques : une 

cytosolique (a.) et une transmembranaire (J3). Le 

processus d'adressage, dépendant de la liaison et de 

l'hydrolyse du GTP, nécessite la coopération de trois 

protéines : SRP54, SRa. et SRJ3 (Figure 2). 

Grâce à l'interaction de SRP54 avec SRa., ces deux 

protéines lient le GTP avec une haute affinité. Deux 

effets sont ainsi engendrés : une stabilisation du 

complexe SRP-SR (Rapiejko et Gilmore, 1997), et une 

dissociation de la SRP de la chaîne protéique 

naissante. De façon concomitante, l'interaction de SRJ3 

..... 
rlflure 2: Représentation schématique du processus d'adressage et du mécanisme de translocation des protéines 
à travers la membrane du RE (d'après Fu/ga et al., 2001). 
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avec une protéine ribosomale de 21 kDa conduit à la 

libération du GDP. La liaison du ribosome avec le 

complexe Sec61 altère ensuite l'interaction de SRP 

avec cette protéine de 21 kDa, conduisant ainsi SRJ3 à 

lier du GTP. Dans une réaction finale, l'hydrolyse du 

GTP libère la SRP de son récepteur, la préparant ainsi 

à un nouveau cycle d'adressage (Connolly et al., 1991). 

A ce stade, la traduction reprend. 

22 Le translocon 

Les sites de translocation qui vont permettre d'une 

part, le passage du cytoplasme vers la lumière du RE 

des protéines sécrétées et d'autre part, l'intégration des 

protéines membranaires dans la membrane du RE sont 

constitués par des complexes membranaires. 

L'environnement hydrophile formé par ces complexes, 

facilite la translocation de la chaîne polypeptidique. De 

tels complexes portent le nom de translocon (Walter et 

Lingappa, 1986). 

2.2. 1 Structure du translocon 

L'utilisation de protéoliposomes, rendus 

compétents pour l'étude de la translocation des 

protéines, a démontré que trois constituants de la 

membrane du RE étaient suffisants pour accomplir in 

vitro une translocation co-traductionnelle : le complexe 

Sec61, la protéine TRAM (TRanslocated chain 

Associated Membrane protein) et le récepteur de la 

SRP (Gôrlich et Rapoport, 1993). 

2.2. 1.1 Le complexe Sec61 

Le complexe Sec61 est un hétérotrimère constitué 

de trois sous-unités transmembranaires : Sec61 ex., 
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Sec61J3, et Sec61y. L'agencement dans la membrane 

du RE de plusieurs complexes Sec61 forme le pore 

aqueux du translocon. Des travaux de microscopie 

électronique ont montré, que les hélices ex. de la 

protéine Sec61cx. formaient la cavité centrale du 

translocon (Breyton et al., 2002). Selon l'interaction du 

ribosome avec le complexe Sec61, celui-ci peut se 

trouver dans deux états différents. En absence 

d'interaction, le complexe Sec61 se trouve dans un état 

dit fermé et le diamètre du pore a été estimé à 9-25 Â. 

Par contre, lors de la translocation d'une protéine, le 

complexe est dans un état ouvert dit actif, et le 

diamètre du pore serait de 40-60 Â. Concernant la 

sous-unité Sec61 p, deux fonctions lui sont attribuées: 

faciliter l'interaction avec le complexe de la peptidase 

signal et la translocation des protéines. En effet, des 

travaux de Gruss et al., (1999) ont montré que la 

phosphorylation de Sec61(3 modulait le phénomène de 

translocation protéique. 

2.2. 1.2 La protéine TRAM 

La fonction de la protéine TRAM reste ambiguë, 

alors que des études menées in vitro ont montré que sa 

présence était indispensable dans la translocation de 

certaines protéines. D'autres expériences de cross

linking ont montré l'interaction de TRAM avec la région 

N-terminale du peptide signal (High et al., 1993), 

suggérant que cette protéine était impliquée dès les 

premières étapes de la translocation. Selon Hegde et 

a/., (1998), au cours du processus de translocation, la 

protéine TRAM régulerait l'exposition de domaines 

protéiques à certains facteurs cytosoliques durant les 

phénomènes de pause traductionnelle. 
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2.2.2 Les protéines associées au translocon 

Deux complexes protéiques majeurs sont 

associés au translocon : celui de la signal peptidase 

(SPC) et celui de l'oligosaccharyltransférase (OST). Le 

complexe de la signal peptidase constitué de 5 sous

unités va permettre le clivage du peptide signal. Cette 

réaction serait d'ailleurs importante pour l'efficacité de 

la N-glycosylation. En effet, le caractère hydrophobe de 

la séquence signal, dirigerait la séquence N-terminale 

de la protéine dans la membrane du RE, ce qui 

permettrait l'interaction avec le complexe de l'OST, 

favorisant de ce fait, le processus de 

N-glycosylation (Chen et al., 2001). 

D'autres protéines intégrées dans la machinerie du 

translocon semblent impliquées dans l'arrimage du 

complexe RNC sur la membrane plasmique. Parmi 

celles-ci, on trouve plusieurs protéines membranaires: 

• les ribophorines RI et Rll, 

• la protéine RAMP 4 (Ribosome Associated 

Membrane Protein 4) qui régulerait le processus de 

N-glycosylation (Schrôder et al., 1999), 

• le complexe TRAP (Translocon Associated 

Membrane Protein). 

Ce dernier constitué de deux protéines 

membranaires de 180 kDa (p180) et 34 kDa (p34), est 

localisé à proximité de la chaîne protéique naissante et 

des ribosomes associés à la membrane du RE. Selon 

Johnson et van Waes (1999), ces récepteurs 

ribosomiques putatifs seraient également impliqués 

dans la stabilisation du complexe ribosomique au 

niveau du pore aqueux. 
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2.2.3 Dynamique de la translocation: implication de la 

protéine chaperonne BiP 

Le mécanisme de translocation protéique vers la 

lumière du RE est un processus dynamique impliquant 

la protéine chaperonne BiP. Celle-ci, soluble dans la 

lumière du RE, appartient à la famille des chaperonnes 

hsp70. En absence de ribosomes associés au 

translocon, BiP s'associe avec la face interne du 

translocon, empêchant ainsi les mouvements d'ions à 

travers la membrane du RE. Dès que le peptide signal 

apparaît, la SRP se fixe et une interaction avec son 

récepteur (SR) permet la liaison du ribosome au 

translocon. Cette interaction est faible et devient plus 

forte lorsque la longueur de la protéine synthétisée 

atteint une certaine taille. A ce stade, la chaîne 

naissante se trouve alors dans un compartiment 

aqueux, complètement distinct du cytoplasme et de la 

lumière du RE. Lorsque la préprotéine contient environ 

70 acides aminés, BiP se détache du translocon, 

permettant ainsi au pore aqueux de s'ouvrir totalement 

(Crowley et al., 1994) (Voir Figure 2). Une fois la 

traduction de la protéine achevée, celle-ci est libérée 

dans la lumière du RE après clivage du peptide signal 

par la signal peptidase. Après la translocation complète 

de la protéine, le ribosome se dissocie du translocon, 

celui-ci se referme et BiP reprend sa place initiale en 

scellant le pore aqueux. 

3. Processus de N-glycosylation 

Chez les eucaryotes, le processus de 

N-glycosylation implique deux étapes successives : 

• l'assemblage d'un oligosaccharide de type 

Glc3MangGicNAc2 sur un lipide de type polyisoprénique 

nommé le dolichol, 



Introduction générale : La Biosynthèse des N-glycoprotéines 

• le transfert en bloc de cet oligosaccharide sur la 

protéine naissante en cours de translocation. 

La synthèse de cet oligosaccharide lié à un lipide 

se fait par l'intermédiaire du cycle des dolichols. Son 

transfert sur la protéine requiert une protéine que nous 

avons déjà mentionnée: l'oligosaccharyltransférase. 

3.1 Synthèse du précurseur glycannique 

Contrairement à la synthèse des acides 

nucléiques et des protéines, le précurseur glycannique 

n'est pas synthétisé selon un modèle, mais résulte de 

l'action séquentielle de plusieurs enzymes au cours du 

cycle métabolique des dolichols. Ces enzymes, 

nommées glycosyltransférases, transfèrent 

successivement des monosaccharides sur le 

précurseur oligosaccharidique en formation qui est 

préalablement attaché sur un dolichol, via une liaison 

pyrophosphate. Cette série de réactions s'effectue à 

l'interface de deux compartiments subcellulaires, le 

cytoplasme et la lumière du RE. Pour revue sur les 

réactions du cycle des dolichols voir (Kornfeld et 

Kornfeld, 1985). 

3. 1. 1 Topographie du cycle des dolichols 

3.1.1.1 L'initiation 

Les premières étapes du cycle des dolichols 

s'effectuent du côté cytosolique de la membrane du RE 

par le transfert de GlcNAc-1-P à partir 

d'UDP-GicNAc sur le Dolichol-phosphate (Doi-P). Cette 

réaction catalysée par I'UDP-GicNAc : dolichoi-P 

GlcNAc-1-P transférase (GPT) forme un résidu 

d'N-acétylglucosamine lié au dolichol par une liaison 

pyrophosphate (GleNAc-PP-Dol). Cette réaction est 

inhibée par un inhibiteur sélectif de la GPT : la 
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tunicamycine. Sur ce premier monosaccharide, seront 

ensuite transférés séquentiellement, un autre résidu 

d'N-acétylglucosamine et cinq résidus de mannose, 

pour générer un intermédiaire heptasaccharidique : le 

MansGicNAc2-PP-Dol. Les glycosyltranférases 

catalysant l'assemblage de cet intermédiaire lipidique 

sont des enzymes résidentes du RE. Leur site actif, 

orienté du côté cytosolique, utilise comme donneurs 

des sucres activés tels que I'UDP-GicNAc et le GDP

Man. Parmi les sept glycosyltransférases impliquées, 

quatre sont actuellement identifiées. 

3.1.1.2 Les précurseurs 

La découverte des sucres activés et leurs 

implications dans la biosynthèse des glycoconjugués 

ont permis à Luis Leloir d'obtenir le Prix Nobel de 

Chimie en 1970. Très étudiées, on sait aujourd'hui que 

les voies de synthèse des différents sucres activés sont 

complexes et interconnectées. Impliquées dans la 

biosynthèse du précurseur glycannique 

Glc3MangGicNAc2-PP-Dol, celles-ci sont résumées 

dans la figure 3. 

Glc Fru-6-P an 

GK~ y 
Glc-6-P 

l 
Glc-1-P 

+ 'PMI HKI 
GlcNH2-6-P ~ + + Man-6-P 
Glc~*c-6-P PMr4 
GlcNac-1-P Man-1-P 

~ l ~ 
UDP-Gic UDP-GicNAc GDP-Man 

Figure 3 : Voies de synthèse des sucres activés impliquées dans 
la biosynthèse du précurseur glycannique. GK : Glucokinase, HK : 
Hexokinase, PGI: Phosphog/ucoisomérase, PMI: Phopshomanno
isomérase, PMM: Phosphomannomutase. 
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Une fois captés par la cellule grâce à des 

transporteurs spécifiques de la membrane plasmique, 

le glucose (Gic) et le mannose (Man) subiront une 

phosphorylation en position 6 par l'hexokinase, 

conduisant respectivement aux Glc-6-P et Man-6-P. La 

concentration intracellulaire de Man-6-P, est contrôlée 

par deux voies différentes, l'une provenant du Man, et 

l'autre de l'isomérisation du Fru-6-P en Man-6-P par la 

phosphomannose isomérase (PMI). Sous cette forme, 

ces sucres seront ensuite isomérisés en Glc-1-P, Man-

1-P, par des mutases spécifiques. La 

phosphomannomutase (PMM) est responsable de la 

formation du Man-1-P. Codée par deux gènes 

homologues (PMM1 et PMM2), une déficience en 

PMM2 causera une diminution du flux métabolique 

dans la synthèse du GDP-Man, perturbant ainsi le 

processus de N-glycosylation. Les sucres activés, sous 

Cytoplasme GDP-0 GDP 

UDP-· v(j} 
pDPMJp 

GDP-0 

GDP 

forme d'UDP-Gic, de GDP-Man et d'UDP-GicNAc, 

seront ensuite utilisés dans la biosynthèse des 

différents glycoconjugués. 

3.1.1.3 La translocation 

Les travaux de Snider et Roggers (1984) ont 

montré que l'allongement du Man5GicNAcz-PP-Dol en 

Glc3MansGicNAcz-PP-Dol, ainsi que son utilisation, 

étaient réalisés du côté luminal du RER. Ces résultats 

ne pouvaient s'expliquer qu'en admettant, que le 

Man5GicNAcz-PP-Dol synthétisé du côté cytosolique 

effectuait, à un moment donné, un mouvement de 

translocation à travers la membrane du RER. Ce 

mouvement, nommé "flip-flop", est d'une importance 

fondamentale dans le processus de biosynthèse du 

précurseur oligosaccharidique, puisque son absence 

UDP- .. UDP 

.~. 

1 Dolichol À. Glucose 0 Mannose • GleNAc 
ALG: Asparagine-Linked Glycosylation 

Figure 4: Topographie du cycle des dolichols (selon Hennet et Aebi, 1998). 
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engendrerait une perte complète de la N~lycosylation. 

Jusque très récemment, alors que ce mécanisme de 

translocation demeurait non élucidé, le groupe de M. 

Aebi (2002) a montré, que ce processus, ATP 

indépendant, était catalysé par une protéine 

transmembranaire de la membrane du RE : Rft1 

(Helenius et al., 2002). En effet, une inhibition de 

l'expression de Rft1 conduit à l'accumulation de 

MansGicNAc2-PP-Dol du côté cytosolique. 

3.1.1.4 L'allongement 

Une fois transféré du côté luminal, le 

MansGicNAc2-PP-Dol est allongé par l'addition de 

quatre résidus de mannose et trois résidus de glucose, 

pour former le précurseur oligosaccharidique mature : 

Glc3MangGicNAc2-PP-Dol. Ce processus d'élongation 

est sous le contrôle de six glycosyltransférases 

différentes dont le site catalytique est dirigé vers la 

lumière du RE. Ces enzymes composées de plusieurs 

domaines transmembranaires Oriol et al., (2002), 

n'utilisent pas comme substrat un nucléotide sucre 

(contrairement aux glycosyltransférases golgiennes et 

cytoplasmiques), mais un monosaccharide lié au 

dolichol : le mannosyl phosphodolichol (Man-P-Ool) ou 

le glucosyl phosphodolichol (Gic-P-Dol). Ces 

précurseurs sont synthétisés du côté cytoplasmique, 

par une Man-P-Ool synthase et une Glc-P-Dol synthase 

à partir de GDP-mannose et d'UDP-glucose. Chez la 

levure, la Man-P-Ool synthase est constituée d'une 

seule sous-unité liée à la membrane : Dpm1 p, alors 

que chez les mammifères, elle est composée de trois 

sous-unités (Colussi et al., 1997). Concernant la Glc-P

Dol synthase, Heesen et al., (1994) ont isolé chez la 

levure une protéine similaire en séquence à Dpm1p: la 

protéine Alg5p qui permet la synthèse du Glc-P-Dol à 

partir d'UDP-Gic et de Dol-P. 
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Ces enzymes, constituent d'un point de vue 

topographique, une exception, puisque leur domaine 

catalytique se situe du côté cytoplasmique alors que 

l'utilisation de leur produit est luminale. Cette double 

compartimentation, au même titre que le MansGicNAc2-

PP-Dol, nécessite un phénomène de flip-flop à travers 

la membrane du RE. La protéine responsable de ce 

mouvement reste encore à identifier. 

3.1.1.5 Le recyclage 

Après l'allongement du MansGicNAc2-PP-Dol en 

Glc3MangGicNAc2-PP-Dol, celui-ci est transféré sur la 

chaîne protéique naissante par 

l'oligosaccharyltransférase. Suite au transfert, le Dol-PP 

résultant est alors converti en Doi-P par la 

pyrophosphatase codée par le gène CWH8 (Fernandez 

et al., 2001). Cette réaction permet la régénération 

d'une nouvelle molécule de Doi-P, indispensable à la 

réinitialisation d'un nouveau cycle des dolichols. 

3.2 Transfert du précurseur glycannique 

3.2.1 L'o/igosaccharyltransférase 

3.2.1.1 Le transfert en bloc 

L'oligosaccharyltransférase va transférer en bloc 

le tétradécasaccharide Glc3MangGicNAc2 à partir du 

donneur, préalablement synthétisé par le cycle des 

dolichols sous forme dolichol pyrophosphate sur un 

résidu d'asparagine, intégré dans une séquence 

tripeptidique consensus (Figure 5). 
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Cytoplasme 

1 Dolichoi-PP ~ Glucose 0 Mannose • GleNAc 

OST: Oligosaccharyltransférase 

Figure 5: Transfert en bloc du précurseur oligosaccharidique 
sur une protéine en cours de synthèse. 

Ce tripeptide accepteur, appelé sequon, est 

constitué du motif Nt----Asn-X-Ser/Thr---Ct (X étant 

n'importe quel acide aminé exceptée la proline). La 

présence d'une telle séquence est nécessaire mais pas 

suffisante. Néanmoins, on estime que parmi tous les 

sequons synthétisés, 90% sont glycosylés (Gave! et al., 

1990). Une certaine conformation protéique peut 

entraîner une mauvaise accessibilité du sequon à l'OST 

et expliquerait les 10% non glycosylés. Les travaux de 

Bause (1983) ont d'ailleurs montré, que l'accessibilité 

de l'OST pour le sequon était maximale quand celui-ci 

s'organisait en coude p. 
Ce processus de transfert, dit co-traductionnel, 

s'opère durant la translocation de la protéine en cours 

de synthèse. Lorsque la séquence consensus émerge 

dans la lumière du RE et qu'elle se trouve entre 30-40 

Â de la membrane du RE, l'OST peut alors la glycosyler 

(Nilsson et al., 1993). Dans certains cas, il a également 

été montré que l'OST pouvait transférer un glycanne de 

façon post-traductionnelle (Duvet et al., 2001). 
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3.2.1.2 Composition du complexe de l'OST 

L'oligosaccharyltransférase est un complexe 

protéique multimérique ancré dans la membrane du 

RE. Chez la levure, ce complexe est composé de 9 

sous-unités transmembranaires, alors que chez les 

mammifères, seulement 5 sous-unités ont été décrites : 

OST 48, les ribophorines 1 et Il (RI et Rll), la protéine 

Dad1 et Stt3p. Si on fait l'analogie avec les fonctions 

connues des différentes sous-unités chez la levure 1 

OST 48 reconnaîtrait le précurseur glycannique et 

catalyserait son transfert sur le tripeptide accepteur. 

Selon Makishima et al., (1997), Dad1 serait à la fois 

impliquée dans l'apoptose et requise pour le processus 

de N-glycosylation. Quant à Stt3p, cette protéine serait 

elle aussi responsable de la réaction de transfert 

catalysée par l'OST. 

3.2.1.3 Spécificité de l'oligosaccharyltransférase 

Le transfert du précurseur oligosaccharidique par 

l'OST sur la protéine naissante en cours de synthèse, 

représente l'étape cruciale dans le processus de 

N-glycosylation et révèle un rôle clé, pour la séquence 

triglucosylée présente sur l'oligosaccharide précurseur. 

En effet, plusieurs études ont montré que la réaction de 

transfert par l'OST est beaucoup plus efficace quand le 

donneur oligosaccharidique est triglucosylé (Turco et 

al., 1979; Karaoglu et al., 2001). Cette spécificité est 

également vérifiée dans des pathologies touchant le 

processus de N-glycosylation. En effet, des patients 

déficients en Glc-P-Dol transférase vont synthétiser des 

glycoprotéines hypoglycosylées, suite au transfert 

inefficace du donneur oligosaccharidique tronqué du 

type MangGicNAc2-PP-Dol (Grunewald et al., 1999). 
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3.3 Régulation du processus de 

N-glycosylation 

Suite à la découverte des mécanismes intimes qui 

permettent la synthèse du précurseur glycannique et 

son transfert sur une protéine en cours de synthèse, le 

défi fut de comprendre, comment ces deux processus 

majeurs arrivaient à s'harmoniser. 

3.3.1 Régulation du cycle de dolichols 

3. 3. 1. 1 Régulation par le taux de précurseur: 

notion de pool de Doi-P 

Une des réactions clé dans la biosynthèse du 

précurseur glycannique mature est l'initiation du cycle 

des dolichols par le transfert de GlcNAc-1-P sur le Dol

p par la GlcNAc-1-P transférase (GPT). Plusieurs 

travaux ont montré, que la synthèse d'oligosaccharides, 

liés à un lipide (LLO), dépendait fortement du taux de 

Dol-P. En effet, la disponibilité du Doi-P aux enzymes 

du cycle des dolichols, telles que la Man-P-Ool 

Gte,f.1an,GI<NAc, 

1 
.... Asn-Xxx-Ser/thr.... . ... Asn-Xxx-Serlthr .... 

~ 
Gl~an9GicNAt:!-PP-Dol Dol-PP 

Î (Ébngation) (Recyc/age)l CWHB 

1 (lni~ation) 
GleNAc-PP-Dol -4-01111--

GPT '-----.-------' 

........................ . . 
· Doi-P : 
~ (Pool secondaire) ~ ...................... /' 

Figure 6: Notion de pool de Dot-P: couplage entre 1 'initiation 
de ta synthèse du Glc;#an9GicNAc2-PP-Do/ et 1 'arrêt de ta 
traduction protéique (selon Gao et Lehrman, 2002). 
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synthase, la Glc-P-Dol synthase et la GPT, dépend non 

seulement de sa synthèse, mais également de sa 

régénération par action d'une pyrophosphatase sur le 

pyrophosphodolichol lors de la dernière étape du cycle 

des dolichols. Récemment, la notion de régulation du 

cycle des dolichols par la concentration en Doi-P a été 

fortement suggérée par le groupe de Lehrman (Figure 

6). 

A l'état stationnaire, la majorité du pool de Doi-P 

disponible pour la synthèse de LLO est sous la forme 

Glc3MangGicNAc2-PP-Dol. En effet, Gao et Lehrman, 

(2002), ont estimé que la concentration en Doi-P libre 

était 20 fois inférieure à celle de Glc3MangGicNAc2-PP

Dol. Cela signifie donc, qu'en absence de synthèse 

protéique, l'initiation du cycle par la GPT est inhibée par 

manque de Doi-P disponible. 

3.3.1.2 Régulation par les enzymes 

Un autre moyen pour la cellule de contrôler la 

synthèse du précurseur glycannique est de réguler les 

enzymes impliquées dans sa synthèse (Figure 7). 

Figure 7: Régulation des enzymes ayant accès au pool de 
Dot-P . 

Trois enzymes sont soumises à régulation: la 

GPT, la Man-P-Ool synthase et la Glc-P-Dol synthase. 

Récemment, Kean et al., (1999) ont montré in vitro, que 

la Man-P-Ool synthase et la Glc-P-Dol synthase étaient 
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chacune régulées positivement par le produit de l'autre. 

Ils ont également montré, que le produit de la GPT 

(GleNAc-P-P-Dol) activait la Man-P-Ool synthase. Par 

contre, le GleNAc-PP-Dol ainsi que le GlcNAc2-PP-Dol, 

sont des inhibiteurs de la GPT. 

3.3.1.3 Régulation par le taux d'accepteur 

protéique 

Cela fait environ une dizaine d'années que les 

chercheurs essaient de répondre à la question : Y a t-il 

une adaptation du cycle des dolichols aux besoins de la 

synthèse protéique ? La première constatation d'un tel 

couplage a débuté en observant que les inhibiteurs de 

synthèse protéique diminuaient fortement la synthèse 

de Glc3MangGicNAc2"PP-Dol. Trois hypothèses ont été 

proposées pour tenter d'expliquer ce phénomène: 

+ l'hypothèse de Hubard et Robbins (1980): 

lorsque le Glc3MangGicNAc2"PP-Dol n'est pas 

transféré, la régénération du Doi-P n'est plus possible 

ce qui entraîne un arrêt dans l'initiation du cycle des 

dolichols, 

+ l'hypothèse de Grant et Lennarz (1983): un 

arrêt de la traduction provoquerait une augmentation 

cytoplasmique de GTP qui agirait comme inhibiteur de 

mannosyltransférases en particulier la Man-P-Ool 

synthase, 

+ l'hypothèse de Elbein (1990): ce groupe 

suggère une rétroinhibition directe de la GPT par le 

donneur oligosaccharidique non utilisé. 

Etant donné que les résultats de Lehrman ont 

montré que le pool de Doi-P était limitant, l'hypothèse la 

plus probable pour expliquer un couplage entre le cycle 

des dolichols et la synthèse protéique est celle de 

Hubard et Robbins. 
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3.3.1.4 Régulation par le transfert sur l'eau du 

donneur oligosaccharidique Glc3MangGicNAc2 

Dès 1980, le groupe deR. Cacan ainsi que celui 

de G. Spiro ont montré que le processus de 

N-glycosylation s'accompagnait de la libération 

d'oligosaccharides solubles de type oligomannosidique 

dans la lumière du RE. Des études in vitro ont permis 

d'établir que cette libération d'oligosaccharides solubles 

était fortement diminuée en présence d'un large excès 

d'accepteur peptidique exogène, suggérant ainsi que 

l'OST était capable à la fois de catalyser le transfert en 

bloc de l'oligosaccharide sur un accepteur protéique 

mais également sur une molécule d'H20 (Spiro et 

Spiro, 1991). Depuis, différentes études ont montré que 

cette libération d'oligosaccharides solubles était 

inversement proportionnelle au taux d'accepteur 

protéique (Kmiécik et al., 1995). La fonction de cette 

double activité n'est toujours pas déterminée, mais la 

relation existante entre cette activité et le taux 

d'accepteur protéique, suggère un contrôle de 

l'ajustement du taux d'intermédiaires lipidiques par 

rapport à la disponibilité des protéines destinées à être 

glycosylées. 

Au vu de ces résultats, la notion de pool de Doi-P 

limitant est beaucoup plus difficile à comprendre, étant 

donné, que ce transfert permettrait justement de 

régénérer un pool de Doi-P, même en absence de 

synthèse protéique. 

D'après l'ensemble de ces données, on s'aperçoit 

que deux écoles s'affrontent concernant la régulation 

du cycle des dolichols. La première considère celui-ci 

comme statique et uniquement fonctionnel en présence 

de synthèse protéique, alors que la seconde suggère 

que ce cycle est dynamique, même en absence de 

synthèse protéique. 
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3.4. Pathologies liées à un déficit dans la synthèse 

du Glc3MangGicNAc2-PP-Dol 

Le rôle essentiel de la N~glycosylation dans la 

viabilité cellulaire a été démontré par des études sur 

des souris "knock ouf pour certaines 

glycosyltransférases. Les travaux de Marek et al., 

(1999) ont ainsi montré, qu'une délétion récessive dans 

le gène codant pour la GPT, donne un phénotype létal. 

Des mutations dans les gènes impliqués dans le 

processus de N-glycosylation existent également chez 

l'être humain et causent des pathologies nommées 

CDG pour Congenital Disorders of N-glycosylation 

(Pour revue : Grunewald et al., 2001 ; Freeze, 2002). 

Cette pathologie est divisée en deux groupes : le 

groupe 1, incluant les gènes utilisés pour la biosynthèse 

et le transfert du GlcaMangGicNAc2-PP-Dol, et le groupe 

!! incluant tous les autres gènes impliqués dans la 

glycosylation une fois que le glycanne se trouve sur la 

protéine. Nous allons nous intéresser ici uniquement 

aux CDG de type 1. 

A l'heure actuelle, 10 cas de CDG de type 1 ont été 

identifiés (voir tableau 1). Quelle que soit la fonction du 

gène atteint, un changement structural du donneur 

oligosaccharidique est observé, se traduisant au niveau 

du phénotype, par l'apparition de transferrines 

hypoglycosylées dans la lumière du RE (Stibler et 

Hultcrantz, 1987). Actuellement, parmi tous les patients 

atteints de CDG, le CDG-Ib, déficient dans le gène de 

la phosphomannoisomérase (PMI), est le seul auquel 

on puisse remédier par un traitement consistant à lui 

administrer du mannose par voie orale. 
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Tableau 1: Les GOG de type 1 

Type Enzyme 

la Phosphcnnanncnnu~ 

lb 
Phosphomannose 

isomérase 

le a1,3 Glucosyl transférase 

Id a1,3 Mannosyl transférase 

le Man-P-Dol synthase 

If 
Présentation du M-P-Dol et 

du G-P-Dol 

lg a1,2 Mannosyl transférase 

lh 
M1GN2-PP-Dol 

mannosyltransférase 

li a 1,3 Glucosyltransférase 

UDP-GicNAc: dolichol 
_ .... __ .... _,_ 

lj 
(JIIUl>(JIIOLC 

N-acétylglucosanine -1 

phosphate transférase 

Fonction de Gène 

l'enzyme muté 

Man6P~~an1 P PMM2 

Fru6P~Man6P PMI 

~v1;GN2-Dol~ 
ALG6 

G1MeGNï-Dol 

MsGN2Dol~ 
ALG3 

MuGNrDol 

Doi-P~M-P-Dol DPM1 

Fonction 
MPDU1 

inconnue 

M1GN2Dol~ 
ALG12 

MsGNï-DOI 

M1GN2Dol~ 
ALG2 

M2GN2Dol 

G1M9GN2Dol~ 
ALGB 

G2~.hGN2 

Dol-P~ 
DPGAT1 

Dol-PP-GleNAc 
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Contrôle qualité des N-glycoprotéines 

1. Introduction 

Pour une cellule, la synthèse de protéines 

fonctionnelles requiert, à la fois l'intervention de la 

machinerie de transcription, de traduction, ainsi que 

celle de mise en conformation. 

Afin de surveiller la fidélité de ces mécanismes et 

d'empêcher ainsi la dispersion de protéines mal 

conformées non fonctionnelles à travers la cellule, 

celle-ci a développé un système de contrôle qualité qui 

vérifie l'intégrité des protéines nouvellement 

synthétisées. Bien que le RE soit spécialisé dans la 

mise en conformation des glycoprotéines et des 

protéines de la voie de sécrétion, toutes n'adopteront 

pas forcément une conformation compatible avec la 

fonctionnalité de la molécule. Ces dernières, subiront 

alors un processus de rétro-translocation de la lumière 

du RE vers le cytoplasme afin d'être dégradées par la 

machinerie cytosolique du protéasome 268. Ce 

processus de dégradation spécifique est nommé ERAD 

Figure 8: Destinée d 'une N-glycoprotéine nouvellement 
synthétisée. 
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pour Endoplasmic Reticulum Associated Degradation. 

Nous verrons, au cours de ce chapitre, comment ce 

système de contrôle qualité utilisera astucieusement les 

glycannes des glycoprotéines afin de les diriger vers un 

système de mise en conformation, vers I'ERAD, ou, si 

ces dernières sont correctement conformées, vers la 

sécrétion (Figure 8). 

2. Mise en conformation des N-glycoprotéines 

2.1 Le RE : un compartiment impliqué dans le 

processus de mise en conformation 

Le RE, à la différence du cytoplasme, procure aux 

protéines et aux glycoprotéines nouvellement 

synthétisées, un environnement cellulaire protégé. Les 

conditions oxydantes, ainsi que la forte concentration 

en Ca2+, facilitent à la fois, la mise en conformation, 

l'oxydation, ainsi que l'oligomérisation des protéines 

synthétisées dans ce compartiment. Outre ces 

conditions spécifiques, le RE possède également de 

nombreuses protéines chaperonnes et enzymes, dont 

la fonction principale est d'assister le processus de 

repliement afin de réduire les risques d'agrégation. 

2.1.1 Un environnement oxydant 

La formation des ponts disulfures, requise pour la 

stabilité et la fonctionnalité de nombreuses protéines, 

requiert, d'une part un environnement oxydant, et 

d'autre part, l'intervention de protéines de repliement 

encore appelées foldases. 

Comparée au cytoplasme, la lumière du RE 

possède un potentiel rédox suffisamment oxydant 

(potentiel rédox de -150mV pour la lumière du RE 

contre -230mV pour le cytoplasme) permet la formation 

spontanée de ponts disulfures. Cette différence de 
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potentiel rédox est générée par un rapport constant 

glutathion réduiUglutathion oxydé qui est de 60/1 dans 

le cytoplasme et de 3/1 dans le RE. Malgré ces 

conditions favorables, la formation de ponts disulfures 

aberrants n'est pas à exclure. Intervient alors une 

protéine nommée PDI (Protéine Disulfure lsomérase) 

qui permet, selon les conditions d'oxydo-réduction, de 

catalyser la réduction, l'isomérisation ou l'oxydation des 

ponts-disulfures (Freedman, Hirst et Tuite, 1994). En 

1998, un autre acteur impliqué dans ce mécanisme 

d'oxydation apparaît avec l'identification chez la levure, 

de la protéine Ero1p (ER oxydoreductin 1). En effet, 

Pollard et al., (1998) ont démontré, que l'environnement 

du RE devient particulièrement sensible au DIT 

lorsque cette protéine n'est plus fonctionnelle. Chez les 

mammifères, deux homologues de Ero1 p ont été 

caractérisés: Ero1-La et Ero1-Lp. Concernant le rôle 

de Ero1 p, celle-ci serait incapable d'oxyder directement 

les protéines mais permettrait via des interactions avec 

PDI, un contrôle "chirurgical" dans la formation des 

ponts disulfures (Fassio and Sitia, (2002) (Figure 9). 

POl: Protéine Disulfure lsomérase, GSH: Glutathion réduit 
GSSG: Glutathion oxydé 

Figu1e 9: Intervention de Ero1p et PD/ dans la formation 
des ponts disulfures. 
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2.1.2 Les protéines chaperonnes 

Outre la participation de ces enzymes dans le 

repliement correct des protéines nouvellement 

synthétisées, une autre classe de protéines, nommée 

protéines chaperonnes, assiste ce phénomène. Ces 

protéines, par un jeu d'interactions transitoires, 

stabilisent les structures protéiques partiellement 

repliées ou non, afin d'empêcher les interactions intra 

ou intermoléculaires, inappropriées durant la mise en 

conformation des protéines ou l'assemblage en 

oligomères. Pour ce faire, ces protéines chaperonnes 

interagissent avec les surfaces ou les séquences 

hydrophobes des protéines naissantes afin de les 

masquer. 

2.1.2.1 BiP 

BiP est la protéine chaperonne la plus abondante 

et la mieux caractérisée du RE. Cette protéine soluble 

appartient à la famille des Hsp 70 (Heat shock proteins) 

et représente environ 7% des protéines du RE. 

Identifiée comme liant de façon non covalente les 

chaînes lourdes des immunoglobulines (Haas et Wabl, 

1983), elle est constituée de deux domaines: un 

domaine N-terminal qui possède un site de liaison à 

I'ATP, et un domaine C-terminal qui lui, possède un 

domaine de liaison au peptide. Comme les autres 

membres de la famille des HSPs, BiP possède à la fois 

une haute affinité pour I'ATP ainsi qu'une activité 

ATPasique basale stimulée lors de la liaison aux 

protéines (Munro et Pelham, 1986). D'une manière 

générale, la liaison et l'hydrolyse de I'ATP sont 

couplées respectivement avec la liaison et la libération 

de la protéine reconnue par BiP. L'hydrolyse de I'ATP 

permettrait une association plus étroite entre le 

complexe protéine chaperon-substrat, favorisant de ce 
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fait le repliement de la protéine immature (Hendrick et 

Hart!, 1995). Ce changement conformationnel 

permettrait ensuite la dissociation de ce complexe. 

Outre le rôle majeur de BiP dans le contrôle de la 

mise en conformation des protéines nouvellement 

synthétisées, cette protéine chaperonne intervient 

également dans la rétention des protéines immatures 

au niveau du RE. Cette rétention aura plusieurs 

conséquences : d'une part, éviter que des protéines 

immatures ne s'engagent dans la voie de sécrétion, et 

d'autre part, augmenter le temps de mise en 

conformation. Nous verrons, dans la suite de ces 

généralités, que BiP intervient également dans la 

dégradation des glycoprotéines mal conformées ainsi 

que dans l'apparition d'une réponse cellulaire aux 

protéines mal conformées. 

2.2 Rôle des glycannes dans la mise en 

conformation des N-glycoprotéines 

2.2.1 Relation entre N-g/ycosylaüon et mise en 

conformaüon 

Le transfert en bloc d'un glycanne sur une 

protéine en cours de synthèse est fondamental chez les 

eucaryotes, et l'une des fonctions majeures attribuée à 

ce processus, est d'intervenir dans la mise en 

conformation des protéines nouvellement synthétisées. 

En effet, l'emploi d'inhibiteurs de N-glycosylation 

comme la tunicamycine, provoque l'agrégation de 

nombreux modèles glycoprotéiques dans la lumière du 

RE (Kônig et al., 1988). Cependant, il faut noter que 

l'importance du glycanne dans la mise en conformation 

des glycoprotéines n'est pas un phénomène général et 

que pour une même glycoprotéine, certains glycannes 

auront plus d'importance que d'autres. En effet, des 

mutations dans certains sites spécifiques de 
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N-glycosylation peuvent altérer totalement la mise en 

conformation de la protéine (Branza-Nichita et al., 

2000). Ceci suggère donc, un rôle individuel des 

glycannes impliquant un effet local sur la mise en 

conformation de la protéine. 

Il est clairement établi, que l'acquisition de 

glycannes augmente le caractère hydrophile de la 

protéine durant le processus de mise en conformation, 

réduisant ainsi la formation d'agrégats (Wang et al., 

1996). Cependant, cet effet ne permet pas d'expliquer 

en quoi le transfert de glycannes tronqués peut affecter 

la mise en conformation de certaines glycoprotéines 

(Ermonval et al., 2000). Nous verrons, dans la suite de 

ces généralités, que les glycannes des glycoprotéines 

nouvellement synthétisées subissent dans la lumière du 

RE une maturation par des glycosidases réticulaires. 

Les structures oligosaccharidiques ainsi générées, 

permettront aux glycoprotéines d'interagir avec les 

acteurs du contrôle qualité impliqués dans la rétention, 

la mise en conformation, la dégradation, et la sécrétion 

des N-glycoprotéines. 

2.2.2 Maturaüon des glycannes dans la lumière du RE 

2.2.2.1 Glucosidase 1 et glucosidase Il 

Immédiatement après son transfert sur la protéine 

naissante, le Glc3MangGicNAc2 (durée de vie de 2 min) 

est soumis à l'action d'une a-glucosidase 1 (protéine 

membranaire de type Il résidente de la lumière du RE) 

qui retire de façon co-traductionnelle le premier résidu 

de glucose lié en a1,2. Séquentiellement, après son 

action, la glucosidase Il retire les deux autres résidus 

de glucose liés en a1,3 (Figure 1 0). Cette enzyme 

soluble résidente de la lumière du RE, est un 

hétérodimère composé de deux sous-unités : une sous

unité catalytique a, et une sous-unité J3 dont le rôle 



Introduction générale: Contrôle qualité des N-glycoprotéines 

reste à élucider. Alors que la présence de la sous-unité 

f3 est indispensable in vivo à l'activité de la glucosidase 

Il, in vitro, la sous-unité a., seule, est parfaitement 

active (Trombetta et al., 2001 ; Treml et al., 2000). De 

tels résultats, suggèrent pour la sous-unité f3, un rôle 

dans la régulation de l'activité de la sous-unité a.. 

Concernant la spécificité de la glucosidase Il, celle-ci 

dépend fortement de la structure de l'oligosaccharide 

monoglucosylé, et les travaux de Grinna et Robbins 

(1980) ont montré que, in vitro, l'activité relative sur des 

oligosaccharides libres était: Glc1MansGicNAc > 

Glc1MansGicNAc > Glc1Man7GicNAc. Sur un 

oligosaccharide du type Glc1MansGicNAc, il a été 

montré que la glucosidase Il n'était pas active. Ainsi, il 

semble, que les quatre résidus de Man liés sur la 

branche en a.1,6, soient directement impliqués dans 

l'interaction avec l'enzyme: l'absence d'un seul résidu 

de Man réduit en effet son activité de 80%. 

L'activité de ces deux glucosidases est inhibée 

par la 1-déoxynojirimycine et ses dérivés, ainsi que la 

castanospermine. 

a.1,3 

a.1,6 
(31,4 

a.1,6 a.1,2 

a.1,6 
131.4 

2.2.2.2 ER a1,2-mannosidases 

Dans la lumière du RE, différentes a.1 ,2-

mannosidases vont intervenir au cours de la maturation 

des N-glycannes. Ces a.1,2-mannosidases, agissant de 

façon concomitante ou immédiatement après la 

libération des résidus de glucose, peuvent être 

classées en deux catégories, selon leur sensibilité 

différente aux inhibiteurs. Les mannosidases de classe 

1, sont des glycosidases de type "inverting• inhibées par 

des analogues de monosaccharides sous forme 

pyranose, alors que les mannosidases de classe Il, 

sont des glycosidases dites "retaining• inhibées par des 

analogues des monosaccharides sous forme furanose 

(Pour revue: Daniel et al., 1994; Herscovics, 2001). 

A. Mannosidases de classe 1 

A.1 ER a1,2-mannosidase 1 

Mise en évidence dans le foie de rat par Bischoff 

et Kornfeld (1983), cette mannosidase 

transmembranaire de type Il, hydrolyse un résidu de 

131.4 ) 
G/ucosidase 1 

131.4 ---)~ (31,4 ---+ 
Glucosidase Il G/ucosidase Il As 

Asn Asn Asn n 

... Glucose 0 Mannose • N-acétylglucosamine 

Asn: Asparagine 

Asn 
Figure 10: Représentation schématique de la maturation des g/ycannes dans la lumière du RE. 
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mannose lié en a.1,2, formant à partir du MangGicNAc2 

l'isomère B de MansGicNAc2 (Figure 10). Son activité 

est inhibée par la déoxymannojirimycine et la 

kifunensine. 

A.2 La Man~rmannosidase 

Cette a.1,2-mannosidase, enzyme membranaire 

de type Il, hydrolyse trois résidus de mannose liés en 

a.1,2 parmi les quatre que contient le précurseur 

glycannique MangGicNAc2, pour générer une structure 

oligomannosidique de type Man5GicNAc2. 

B. Mannosidase de classe Il 

8.1 ER a1,2-mannosidase Il 

Identifiée dans le foie de rat (Weng et Spiro, 

1993), cette enzyme génère à partir du MangGicNAc2 

un isomère particulier de MansGicNAc2 (isomère C), 

différent de celui produit par la ER mannosidase 1. 

Cette mannosidase de classe Il est inhibée par la 

swainsonine. 

2.2.3 Le cycle calnexine-calréticuline 

Lorsque les N-glycoprotéines sont mal conformées, il 

existe au sein du RE un système nommé cycle 

calnexine-calréticuline, faisant intervenir différentes 

chaperonnes et enzymes, visant à ramener les 

glycoprotéines mal conformées dans une conformation 

correcte. Nous allons voir, dans ce chapitre, par quel 

moyen, les glycannes des glycoprotéines mal 

conformées vont servir de signal pour entrer dans ce 

cycle de mise en conformation. 
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2.2.3.1 L'entrée dans le cycle 

Pour une glycoprotéine mal conformée, l'entrée 

dans un cycle de mise en conformation, nécessite la 

présence, à sa surface, d'oligosaccharides 

monoglucosylés. Ces structures, peuvent être générées 

comme nous l'avons déjà vu, par l'action de la 

glucosidase Il, mais également par l'action d'une 

glucosyltransférase nommée UGGT pour UDP-Gic : 

glycoprotéine glucosyltransférase. Cette enzyme 

soluble de la lumière du RE, requiert la présence 

indispensable de Ca2+ et utilise comme donneur I'UDP-

Gic pour reglucosyler les glycannes des glycoprotéines fÊÎlJ\ 
totalement déglucosylées. ~ 

Des études in vivo et in vitro, ont montré que cette 

enzyme avait comme unique substrat les glycannes 

des glycoprotéines mal conformées (T rombetta et al., 

1989). De plus, seuls ceux situés dans des domaines 

partiellement conformés de la glycoprotéine sont 

reglucosylés (Trombetta et Helenius, 2000). Cette 

sélection, démontre en fait que I'UGGT est capable de 

discriminer les glycoprotéines mal conformées des 

glycoprotéines bien conformées. Une telle capacité lui 

vaut d'ailleurs la dénomination de "folding sensor". 

Concernant la spécificité de reconnaissance de 

I'UGGT, des études in vitro ont montré que cette 

enzyme reconnaissait deux éléments dans le substrat 

accepteur : le résidu d' N-acétylglucosamine du point 

d'attache de l'oligosaccharide, et un domaine dénaturé 

composé d'acides aminés hydrophobes (Sousa et 

Parodi, 1995), ces deux éléments devant 

obligatoirement être attachés de façon covalente. Un tel 

pré-requis, évite ainsi que la mauvaise conformation de 

la glycoprotéine n'influence la glucosylation des autres 

glycoprotéines. L'UGGT n'est pas seulement spécifique 

du premier résidu de GleNAc, mais également de la 

structure de l'oligosaccharide branché sur la 
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glycoprotéine. Les travaux de Sousa et al, (1992) ont 

montré que les taux relatifs de reglucosylation du 

MangGicNAc2, MansGicNAc2, et Man7GicNAc2 étaient 

respectivement de 100, 50 et 15. Ces structures 

monoglucosylées, ainsi générées, seront ensuite 

capturées par deux lectines de la lumière du RE : la 

calnexine (CNX) et la calréticuline (CRT). 

2.2.3.2 La calnexine et la calréticuline 

La calnexine et la calréticuline sont des lectines 

résidentes de la lumière du RE. La première est 

transmembranaire, la seconde soluble. Au niveau 

structural, ces deux lectines sont fortement identiques 

et composées de deux domaines : un domaine 

globulaire lectinique et un domaine P riche en praline. 

Le domaine lectinique permet de lier les structures 

oligosaccharidiques monoglucosylées de façon 

dépendante du Ca2+; alors que le domaine P 

interviendrait dans des interactions protéine-protéine, 

soit avec des substrats glycoprotéiques ou alors avec 

des membres de la famille des protéines disulfures 

isomérases tel que Erp57. 

A. La CNX et la CRT lient spécifiquement les 

glycoprotéines monoglucosylées 

La spécificité de reconnaissance de ces lectines a 

pu être mise en évidence grâce à l'emploi d'inhibiteurs 

de la maturation ou de la synthèse du glycanne. Ainsi, 

un traitement à la castanospermine ou à la 

tunicamycine inhibe fortement l'interaction CNX/CRT

glycoprotéine (Hammond et al., 1995). D'autres études 

in vitro, à partir de CNX et CRT purifiées et 

immobilisées, ont montré, qu'en présence d'un 

mélange de glycannes tri, di, mono voire non 

glucosylés, ces lectines interagissaient uniquement 
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avec les oligosaccharides monoglucosylés. Concernant 

l'affinité vis à vis de différentes espèces 

oligosaccharidiques monoglucosylées, Vassilakos et 

collaborateurs ont mis en évidence, par délétions 

successives des résidus de mannose du core 

oligosaccharidique, l'importance du résidu de mannose 

branché en a1,6 dans cette reconnaissance. En effet, 

si celui-ci est retiré, plus aucune affinité n'est observée. 

L'affinité de ces deux lectines est donc maximale pour 

le Glc1MangGicNAc2 et diminue de façon graduelle 

lorsqu'on enlève séquentiellement des résidus de 

mannose (Ware et al., 1995). Ainsi, la plus petite 

structure qui pourrait s'associer à la CNX et à la CRT 

devrait être le Glc1MansGicNAc2 (Figure 11). 

c 
"' 

Figure 11: Spécificité de reconnaissance de la ca/nexine et 
de la calréticuline d'après (Ware et al., 1995). La structure 
entourée en vert est indispensable à la spécificité 
d 'interaction. 

Alors que ces lectines reconnaissent le même 

déterminant oligosaccharidique, elles interagissent 

néanmoins avec des glycoprotéines différentes. Les 

travaux de Van Leeuwen et Kearse (1996) ont en effet 

montré, que la CNX et la CRT interagissaient chacune 

avec des sous-unités différentes de CD3. Cette 

sélectivité, résulte essentiellement dans la localisation 

différente de ces lectines. Si on ajoute une séquence 

d'adressage à la CRT, celle-ci sélectionnera alors les 

mêmes substrats que la CNX (Danilczyk et al., 2000). 
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B. Interactions de type protéine-protéine 

Outre l'interaction glycanne-lectine, de 

nombreuses études tendent actuellement à prouver 

que des interactions protéine-protéine, indépendantes 

de la structure glycannique monoglucosylée, peuvent 

également exister entre la CNX/CRT et les 

glycoprotéines mal conformées. Ainsi, les travaux de 

Ware et al., (1995) révélaient déjà la présence 

d'interactions protéine-protéine indépendantes du 

glycanne, puisque sous forme déglycosylée, 

l'association de l'a.1-antiuypsine avec la CNX est 

maintenue. De façon séquentielle, les glycoprotéines 

mal conformées interagiraient avec la CNX/CRT par 

l'intermédiaire des glycannes monoglucosylés au 

niveau de leur domaine lectinique, mais également, par 

des interactions protéine-protéine au niveau d'un 

domaine particulier, appelé site de liaison du 

polypeptide. Dans ce modèle, ce domaine aurait la 

fonction de molécule chaperonne et permettrait 

d'empêcher l'agrégation de substrats mal conformés. 

Cette nouvelle fonction, attribuée à la CNX et à la CRT, 

est supportée par des études in vitro, démontrant que 

ces lectines peuvent, non seulement discriminer des 

protéines dans des états de conformation différents, 

mais également supprimer l'agrégation de protéines 

mal conformées (lhara et al., 1999, Stronge et al., 

2001). 

C. Coopération avec I'ERp57 

L'ERpS? est une protéine soluble de la lumière du 

RE appartenant à la famille des protéines disulfures 

isomérases (PDI). Concernant sa localisation, des 

expériences de "cross-linking" ont montré, que cette 

enzyme est retrouvée associée à la CNX et à la CRT. 

Récemment, Frickel et al., (2002) ont d'ailleurs 
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démontré que ERp57 interagissait avec l'extrémité du 

domaine P de la CNX et de la CRT. Cette interaction, 

fournit ainsi comme substrat à l'ERpS?, les 

glycoprotéines monoglucosylées associées à la CNX 

ou à la CRT. Contrairement à PDI, ERpS? aurait donc 

pour unique substrat des N-glycoprotéines (Olivier et 

al., 1997). 

Dans le chapitre suivant, nous verrons comment 

les différents acteurs décrits ci-dessus, vont agir de 

concert, afin de permettre la remise en conformation 

des N-glycoprotéines néosynthétisées mal conformées. 

2.2.3.3 Dynamique du cycle calnexine-

calréticu/ine 

Ce modèle, proposé initialement par Hammond et 

Helenius, ( 199S) pour expliquer le processus de mise 

en conformation des N-glycoprotéines mal conformées, 

apparaît essentiel in vivo. En effet, l'expérience de 

Mesaeli et al., (1999) sur des souris transgéniques 

dépourvues de calréticuline, montre que celles-ci 

meurent au bout de 18 jours. De même, le fait 

d'empêcher l'interaction des glycoprotéines avec la 

CNX/CRT, conduit rapidement à une augmentation de 

glycoprotéines mal conformées au niveau de la lumière 

du RE. Les étapes de ce cycle sont résumées dans la 

figure 12. 

Les glycoprotéines néosynthétisées ou en cours 

de synthèse, subissent séquentiellement l'action de la 

glucosidase 1 et l'action partielle de la glucosidase Il. La 

glycoprotéine immature, exposant alors des glycannes 

monoglucosylés est reconnue spécifiquement par la 

calnexine ou la calréticuline. Cette interaction peut se 

faire de façon co-traductionnelle (Molinari et Helenius, 

2000). Une fois associée, la glycoprotéine mal 

conformée devient le substrat de l'ERpS? qui catalyse 
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Cytoplasme 

..Â Glucose 0 Mannose • GleNAc 

UGGT: UDP-Gic glycoprotéine glucosyltransférase 

CNX : Calnexine CRT : Calréticuline 

R_gure 12: Cycle canexine-calréticuline (d'après Hammond et Helenius (1995)). 

alors la formation de ponts disulfures. La dissociation 

des complexes calnexine/calréticuline-glycoprotéine est 

ensuite induite par la glucosidase Il qui retire le résidu 

de Glc du glycanne monoglucosylé. Cependant, cette 

étape ne peut se faire que si le glycanne 

monoglucosylé est dissocié de la calnexine ou de la 

calréticuline. Les travaux de Patil et al., (2000) ont 

montré que la calnexine ainsi que la calréticuline 

avaient une faible affinité, mais une forte spécificité 

pour les glycannes monoglucosylés, favorisant de ce 

fait, une dissociation spontanée. A ce stade, suivant 

l'état conformationnel que la glycoprotéine aura atteint, 

deux possibilités sont envisageables : 

• la glycoprotéine libérée possède sa 

conformation définitive et celle-ci pourra s'engager 

dans la voie de la sécrétion, 
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• la glycoprotéine, malgré ce cycle de mise en 

conformation reste mal conformée, les zones 

hydrophobes de cette dernière seront reconnues par 

I'UGGT, et la formation d'un nouveau signal permettra 

à la glycoprotéine de s'engager à nouveau dans le 

cycle. 

Ainsi, une glycoprotéine mal conformée pourra 

subir plusieurs cycles de mise en conformation. 

Cependant, il est évident que le nombre de cycles 

qu'une glycoprotéine puisse subir est limité. Le 

mécanisme par lequel le recyclage prend fin est 

hypothétique et basé sur la différence d'affinité de 

I'UGGT pour des structures glycanniques 

démannosylées. En effet, au cours de plusieurs cycles, 

les glycannes des glycoprotéines mal conformées 

subissent l'action des mannosidases pour former des 
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structures partiellement démannosylées de type 

MansGicNAcz et Man1GicNAcz. Etant donné, que 

l'affinité de I'UGGT pour ces structures est faible, les 

glycoprotéines mal conformées portant ces structures 

n'ont plus la possibilité d'entrer dans un nouveau cycle 

de mise en conformation. 

3. Dégradation des N-glycoprotéines 

néosynthétisées 

Afin d'éviter que des glycoprotéines mal 

conformées n'engorgent la lumière du RE, la cellule a 

développé deux voies principales de dégradation: la 

voie lysosomique via l'autophagie et la voie cytosolique 

associée au RE nommée ERAD (ERAD : ER

Associated Protein Degradation). Cette dernière 

implique trois étapes fondamentales: (1) la 

reconnaissance des glycoprotéines mal conformées à 

dégrader, (2) l'exportation vers une machinerie de 

dégradation, et pour finir, (3) la dégradation de ces 

glycoprotéines par le protéasome. 

3.1 La voie autophagique 

L'autophagie, se traduit par la formation 

progressive d'une vacuole intracellulaire en véritable 

organite de digestion (Ogier-Denis et Codogno, 2003). 

La formation des vacuoles digestives s'effectue en 

deux étapes : 

• elle commence par la séquestration d'une 

région cytoplasmique par invagination des membranes 

d'un compartiment qui pourrait être le RER. Il se forme 

alors un autophagosome, 

• l'autophagosome évolue ensuite en vacuole 

digestive en fusionnant avec des organites préexistants 

qui semblent correspondre aux endosomes tardifs. La 

vacuole ainsi formée, fusionne finalement avec les 
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lysosomes. De ce fait, la vacuole s'acidifie 

progressivement. 

Cette voie de dégradation non sélective s'effectue 

également pour les glycoprotéines néosynthétisées 

mais, uniquement, lorsque celles-ci sont non 

glucosylées. En effet, Ogier-denis et al., (2000) ont 

montré, que la persistance des résidus de glucose sur 

des glycannes de glycoprotéines inhibaient 

sélectivement la séquestration des glycoprotéines par 

la voie autophagique. Les différentes étapes de la 

formation de la vacuole digestive peuvent être inhibées 

par la 3-méthyladénine, qui empêche l'étape de 

séquestration (Seglen et Gordon, 1982). Concernant la 

fusion de la vacuole avec les lysosomes, celle-ci peut 

être inhibée par une forte concentration d'asparagine 

(Hoyvik et al., 1991). Dans ce cas, on observe une 

accumulation des molécules destinées à être 

dégradées dans les endosomes tardifs. 

3.2 La voie ERAD 

Dans la lumière du RE, chaque glycoprotéine 

néosynthétisée adoptera une conformation différente. 

Comment, parmi tant de diversité conformationnelle, la 

cellule arrive t-elle à orienter vers la voie de 

dégradation, uniquement les glycoprotéines mal 

conformées ? 

3.2.1 Voie de dégradation dépendante de la formation 

d'une structure glycannique et du protéasome 

De nombreuses données font apparaître 

l'implication d'une structure glycannique dans ce 

mécanisme de sélection. En effet, aussi bien chez la 

levure que chez les mammifères, l'emploi d'inhibiteurs 

de ER-mannosidase 1 tels que la kifunensine ou la 

1-déoxymannojirimycine, bloque la dégradation 
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dépendante du protéasome de plusieurs modèles 

glycoprotéiques comme la chaîne lourde du complexe 

majeur d'histocompatibilité de classe 1 (Wislon et al., 

2000), une forme tronquée de la ribophorine 1 (De 

Virgilio et al., 1999), et la sous-unité CD3L du récepteur 

des cellules T (Yang et al., 1998). Ces résultats 

suggèrent donc fortement que la dégradation de ces 

modèles, est non seulement glycanne dépendant, mais 

implique également une étape de démannosylation 

(Figure 13, modèle 1). 

Dans cette voie de dégradation, il semble que la 

calnexine joue un rôle important. Cependant, selon les 

modèles étudiés, nous verrons que son rôle reste sujet 

à controverses. Ainsi, dans certains cas, la calnexine 

joue un rôle protecteur vis à vis de la dégradation (cas 

des glycoprotéines citées ci-dessus), alors que pour 

d'autres, elle y participe activement en les séquestrant 

sous la forme Glc1ManaGicNAc2. Les travaux de Liu et 

a/., (1999) montrent ainsi que sous cette forme, la 

dégradation de l'a1-antitrypsine liée à la calnexine est 

accélérée. En effet, comme le nombre de résidus de 

mannose sur la chaîne oligosaccharidique affecte 

l'efficacité de la glucosidase Il, la dissociation du 

complexe CNX-glycoprotéine sous la forme 

Glc1ManaGicNAc2 est retardée, l'interaction avec la 

CNX est alors prolongée et finit par se traduire par une 

dégradation. Cependant, dans ce cas, il semblerait que 

ce soit l'ensemble CNX-glycoprotéine mal conformée 

qui soit dégradé. Les travaux de Qu et al, (1996) ont 

conforté ce modèle, en montrant qu'une forme mal 

conformée de l'a1-antitrypsine interagissait avec la 

calnexine, ce qui aurait pour conséquence d'induire la 

polyubiquitination de la partie cytoplasmique de cette 

lectine (Figure 13 modèle 2). Il faut cependant signaler 

que pour certaines glycoprotéines, la dégradation 

mannosidase dépendante n'implique pas la CNX 

(Wang et White, 2000; Tokunaga et al., 2000). 
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Quant à la structure glycannique précise 

impliquée dans la dégradation de ces ·différents 

modèles glycoprotéiques, il semblerait que ce soit la 

structure ManaGicNAc2 isomère B générée par la ER

mannosidase 1. Cette structure spécifique, identifiée 

respectivement chez la levure et chez les mammifères, 

est nécessaire pour la dégradation protéasome 

dépendante de la carboxypeptidase Y et de la 

ribophorine 1 tronquée (Jakob et a/., 1998, Kitzmüller et 

a/., 2003). Cependant, certains modèles 

glycoprotéiques impliquent également une étape de 

démannosylation sans pour autant nécessiter 

l'apparition de cette structure: récemment, le groupe 

de Lederkremer a démontré que pour être dégradée, la 

sous-unité H2a du récepteur des asyaloglycoprotéines 

devait subir une étape de démannosylation, conduisant 

à l'apparition de structures glycanniques de type 

MansGicNAc2 et MansGicNAc2 (Frenkel et al., 2003) 

(Figure 13, modèle 3). C'est également le cas de la 

ribophorine 1 tronquée, exprimée dans une lignée CHO 

mutante de glycosylation qui ne transfère sur les 

glycoprotéines en cours de synthèse, uniquement une 

structure glycannique de type MansGicNAc2. Lorsque 

l'étape de démannosylation, qui conduit à la structure 

glycannique de type Man4GicNAc2 est inhibée par la 

kifunensine, la ribophorine 1 tronquée n'est alors plus 

dégradée (Figure 13, modèle 4). Il est intéressant de 

noter que dans ces deux systèmes, le résidu de 

mannose accepteur du glucose transféré par I'UGGT 

est absent dans les structures générées. Ce 

mécanisme, servirait ainsi à extirper, après plusieurs 

cycles de mise en conformation, les glycoprotéines qui 

demeurent toujours mal conformées. L'étape de 

démannosylation jouerait alors, dans ce cas bien 

précis, le rôle de "timer" dans la dégradation des 

glycoprotéines mal conformées (Helenius et al., 1994). 
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Figure 13: Modèles proposés permettantd 'expliquer 1 'impUcation des glycannes dans 1 'adressage des glycoprotéines mal 
conformées vers le protéasome. 
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3.2.2 Voie de dégradation indépendante de la formation 

d'une structure glycannique et dépendante du 

protéasome 

La dégradation de certains modèles 

glycoprotéiques ne semble pas affectée par l'utilisation 

des inhibiteurs de ER mannosidase-1, suggérant une 

dégradation indépendante de la structure du glycanne 

(Fagioli et Sitia, 2001 ; Cabral et al., 2000). Confortant 

ces résultats, les travaux de Cacan et collaborateurs 

ont montré que la structure des oligosaccharides 

solubles libérés lors du processus de dégradation était 

strictement fidèle à celle retrouvée sur les 

glycoprotéines (Villers et al., 1994, Duvet et al., 1998). 

Cette voie de dégradation des glycoprotéines 

nouvellement synthétisées, indépendante de 

l'apparition d'un signal de dégradation glycannique, a 

été montrée dépendante de l'activité du protéasome. 

En effet, l'emploi d'inhibiteurs du protéasome diminue 

le taux d'oligosaccharides cytoplasmiques 

(Karaivanova et Spiro, 2000). 

3.2.3 Voie de dégradation dépendante de la formation 

d'une structure glycannique et indépendante du 

protéasome 

Alors que la majorité des glycoprotéines mal 

conformées sont dégradées par le protéasome, 

certains modèles glycoprotéiques le sont par une voie 

indépendante du protéasome. Cette voie, considérée 

comme alternative à I'ERAD classique a été proposée 

par plusieurs équipes. Récemment, le groupe de M. 

Aebi a mis en évidence que la dégradation de la 

carboxypeptidase Y dans les cellules CHO, était 

indépendante du protéasome et du lysosome, mais 

affectée par l'emploi d'inhibiteurs de la ER

mannosidase 1 (Mancini et al., 2003). Siffers et 
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collaborateurs ont également démontré que selon 

l'allèle, la forme mal conformée de l'a1-antitrypsine 

pouvait être dégradée selon deux voies différentes : le 

mutant nul Hong Kong est dégradé par le protéasome, 

alors que le mutant a 1-PIZ est dégradé par une voie 

indépendante du protéasome, inhibée par des 

inhibiteurs de tyrosine phosphatase. Là également, la 

structure de glycanne semble importante, puisque pour 

entrer dans cette voie, le mutant a 1-PIZ doit subir une 

étape de démannosylation par la ER-mannosidase Il 

conduisant à la structure glycannique Man7GicNAc2 

(Cabral et al., 2000). 

La thyroperoxidase humaine est un autre exemple qui 

vient conforter l'existence d'une nouvelle voie de 

dégradation, puisque celle-ci est dégradée selon deux 

voies : une sensible aux inhibiteurs du protéasome, et 

l'autre aux inhibiteurs de cystéine/sérine protéases 

(Fayadat et al., 2000). 

Etant donné l'ensemble de ces résultats, le 

processus impliqué dans la dégradation des 

glycoprotéines mal conformées semble difficile à 

généraliser, tant ce mécanisme apparaît complexe et 

multiparamétrique. Cependant, dans la plupart des 

modèles étudiés, il apparaît que l'étape de 

démannosylation est un pré-requis indispensable pour 

I'ERAD. 

3.3 EDEM : un intermédiaire dans la voie de 

dégradation des glycoprotéines mal conformées 

Etant donné que la structure ManaGicNAc2 

isomère B semble impliquée activement dans I'ERAD 

des glycoprotéines mal conformées, la présence d'une 

lectine liant cette structure spécifique et qui adresserait 

les glycoprotéines mal conformées vers la dégradation 

est fortement pressentie (Jakob et al., 1998). 
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Cependant, ce n'est que très récemment, qu'une telle 

lectine candidate, spécifique du ManaGicNAc2 isomère 

Ba été découverte. Celle-ci, nommée Mnl1p ou Htm1p 

chez la levure (Hosokawa et al., 2001 ; Jakob et al., 

2001 ), et EDEM (ER Degradation Enhancing a

Mannosidase like protein) chez les mammifères 

(Nakatsukasa et al., 2001), est homologue à la ER

mannosidase 1, mais dépourvue de son activité 

enzymatique. Une telle implication de cette lectine dans 

I'ERAD des glycoprotéines a été démontrée chez la 

levure, par l'utilisation de souches déficientes en Mnl1 p 

ou Htrn1 p, où la dégradation de la carboxypeptidase Y 

est fortement diminuée. Chez les mammifères, il a été 

montré que la surexpression de EDEM accélère I'ERAD 

du mutant nul Hong Kong de l'a1-antitrypsine. 

L'hypothèse avancée est que cette lectine 

membranaire, interagissant avec la calnexine, 

favoriserait la libération des glycoprotéines destinées à 

la dégradation de la calnexine (Molinari et al., 2003). 

3.4 Retrotranslocation 

Depuis longtemps, on sait que l'emploi 

d'inhibiteurs du protéasome empêche la dégradation de 

certaines glycoprotéines mal conformées localisées 

dans la lumière du RE (Jensen et al., 1995; Ward et 

al., 1995). Ces observations fournissent la preuve de 

l'implication du protéasome dans la dégradation des 

glycoprotéines retenues dans la lumière du RE, mais 

d'un point de vue topographique, pose un problème, 

puisque les protéines de la machinerie ubiquitine

protéasome sont cytosoliques. Ce sont les travaux de 

Wiertz et al., 1996 qui ont montré que le passage de la 

glycoprotéine mal conformée de la lumière du RE vers 

son lieu de dégradation était réalisé par le complexe du 

translocon. En effet, ces auteurs ont montré que sous 

l'influence du gène US2 du cytomégalovirus, la chaîne 
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lourde du CMH 1 se retrouve transitoirement associée à 

la protéine Sec61J3, avant d'être dégradée dans le 

cytosol par le protéasome. Une deuxième étude, chez 

la levure, portant sur l'identification de mutations dans 

le complexe Sec61, confirma le rôle potentiel de ce 

complexe dans l'exportation des protéines luminales 

vers le cytoplasme (Pilon et al., 1997). Dans ces 

mutants, la dégradation de plusieurs substrats 

réticulaires est retardée ou empêchée. 

3.4. 1 Les protéines facilitant le rétrotransport des 

glycoprotéines 

Afin d'assurer une translocation unidirectionnelle, 

la rétrotranslocation des glycoprotéines de la lumière 

du RE vers le cytoplasme requiert l'action synergique 

de protéines à la fois cytosoliques et luminales (Figure 

14). 

3.4.1.1 Les protéines luminales 

De toute évidence, la découverte de EDEM, 

située à proximité de la calnexine, semble représenter 

un candidat idéal pour amener les glycoprotéines mal 

conformées vers le complexe Sec61. En plus de cette 

lectine, d'autres protéines chaperonnes vont également 

participer activement à l'adressage des glycoprotéines 

mal conformées vers le complexe Sec61. Chez la 

levure, l'implication de Kar2p (BiP) dans ce processus 

est fortement suggérée (Brodski et al., 1999; Knittler et 

al., 1995), mais son rôle précis n'est pas encore 

élucidé. Elle aurait pour fonction potentielle de 

maintenir solubles les glycoprotéines mal conformées 

dans une conformation compétente pour l'exportation, 

mais également, d'agir comme un récepteur impliqué 

dans le trafic des glycoprotéines à travers le translocon. 

Impliquée dans ce phénomène, une autre protéine, la 
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POl, a été montrée par Gillece et al., (1999), comme 

étant nécessaire à la dégradation du prepro facteur a 

dont les sites de glycosylation ont été mutés. En effet, 

cette dernière permettrait de maintenir les protéines 

sous une forme réduite compétente pour la 

translocation. 

3.4.1.2 Les protéines cytoplasmiques 

Les travaux de Fisher et al., 1997 ont montré 

l'implication d'une protéine chaperonne cytosolique 

Hsp70 dans la dégradation de l'apoplipoprotéine 8100 

(Apo 8100). Fortement associée à I'Apo 8100, la 

surexpression de Hsp70 accélère la dégradation de 

cette glycoprotéine. De façon récente, l'intervention de 

la polyubiquitination dans le phénomène de 

rétrotranslocation est de plus en plus suggérée (Shamu 

et al., 2001). Ainsi, les découvertes de Cdc48 chez la 

levure et p97 chez les mammifères, membres de la 

famille des AAA-ATPases, impliquées dans l'extraction 

de protéines de la membrane du RE, confortent cette 

hypothèse (Rabinovitch et al., 2001). Chez la levure, 

ces AAA-ATPases forment un complexe au niveau de 

la membrane du RE avec deux autres protéines (Ufd1 

et Npl4), ce qui permet de libérer les protéines mal 

conformées et polyubiquitinées de la membrane du RE. 

Ce complexe, en liant également l'ubiquitine et le 

protéasome, permettrait de faire la jonction entre la 

rétrotranslocation de la protéine et la machinerie de 

dégradation. 

• Glucose 0 Mannose • GleNAc 

EDEM: ER Degradation Enhancing Mannosidase like protein 

CNX : Calnexine CRT : Calréticuline 

Figure 14: Modèle de rétrotranslocation des glycoprotéines destinées à 1 'ERAD à travers le complexe du translocon. 
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3.5 Ubiquitination des N-glycoprotéines 

Chez les eucaryotes, la capacité à dégrader les 

protéines est une fonction essentielle. Au delà de ses 

rôles biologiques connus depuis longtemps, comme la 

dégradation de protéines surnuméraires et la formation 

de peptides antigéniques, ce processus est également 

impliqué dans la prolifération cellulaire, la régulation du 

cycle cellulaire et l'apoptose. Cette protéolyse 

intracellulaire dépend d'un système multi-enzymatique, 

nommé le système ubiquitine-protéasome. De façon 

extrêmement simplifiée, la modification covalente des 

protéines destinées à être dégradées par l'ubiquitine 

constitue un signal conduisant à l'adressage, la 

reconnaissance et la destruction de ces protéines par le 

protéasome. Ce système intervient dans la dégradation 

de nombreux substrats protéiques, mais également 

dans la dégradation de glycoprotéines modèles 

(Piemper et Wolf, 1999). 

3.5.1 Les acteurs 

L'ubiquitine est une petite protéine très conservée 

de 76 acides aminés, exprimée dans toutes les cellules 

eucaryotes. L'ubiquitination des protéines requiert une 

cascade multi-enzymatique qui implique au moins trois 

types distincts d'enzymes: une enzyme d'activation E1 

(ubiquitin-activating enzyme), une enzyme de 

conjugaison E2 (ubiquitin-conjugating enzymes ou 

Ubc), et une ligase E3 (ubuquitin-protein ligase). E1 a 

pour fonction majeure d'activer l'ubiquitine de façon 

dépendante de I'ATP, en catalysant la formation d'une 

liaison thioester entre E1 et une molécule d'ubiquitine. 

De façon séquentielle, l'ubiquitine est ensuite 

transférée de E1 à E2 puis de E2 à E3. Pour terminer, 

E3 catalyse l'étape finale en formant une liaison 

1~.1
;~ 

··: . ;;. 

0 . 

f Protéine ubiquitinée Protéine polyubiquitinée 

~ 
Complexe SCF Complexe HECT 

Figure 15: Ubiquitination des protéines et /es complexes /igases E3. 
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covalente entre le COOH terminal d'un résidu de 

glycine de l'ubiquitine et un groupement &-aminé d'une 

lysine d'une protéine cible préalablement reconnue par 

E3 (Figure 15). Dans certains cas, une protéine n'est 

dégradée que si plusieurs molécules d'ubiquitine sont 

liées les unes aux autres. L'allongement des chaînes 

d'ubiquitine, également appelé polyubiquitination, serait 

réalisé par un dernier type de protéine nommée Udf2 

chez la levure. Ce nouveau type d'enzyme 

d'ubiquitination désignée E4 est requis avec E1, E2 et 

E3 pour la polyubiquitination de la j3-galactosidase 

(Koeg et al., 1999). Si l'on considère la multitude de 

protéines sujettes à l'ubiquitination, on comprend 

rapidement les effets sévères que pourrait entraîner 

une reconnaissance aberrante de substrats. Pour 

s'affranchir d'un tel risque, on observe une spécificité 

de reconnaissance des substrats par E3, qui constitue 

en fait une famille de complexes protéiques permettant 

la reconnaissance de substrats spécifiques. Les 

protéines E3 sont classées en deux grandes 

catégories : celles qui forment une liaison thioester 

avec l'ubiquitine avant d'assurer le transfert de cette 

dernière sur le substrat (famille HECT), et celles qui 

facilitent le transfert de l'ubiquitine sur le substrat à 

partir de E2 (famille dite à Ring finger). Cette dernière 

catégorie de E3, qui permet de rapprocher l'enzyme E2 

du substrat, comprend trois types de complexes (SCF, 

CBC et APCIC). Nous nous limiterons ici aux 

complexes SCF (Figure 15) . Ces complexes sont 

composés de quatre protéines, Skp1, la cullinelcdc53, 

Rbx11Roc11Hrt1, et une protéine adaptatrice faisant 

partie de la famille des F-box protéines. Ces protéines 

reconnaissent d'un côté les substrats à dégrader, et de 

l'autre, grâce aux boîtes F qui se lient à Skp1, le 

complexe composé des trois autres protéines. Le 

nombre de ces protéines est en constante évolution et 

la majorité de leurs fonctions reste inconnue. Ceci 
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suggère l'extraordinaire diversité des complexes SCF, 

certainement responsables de la dégradation d'un 

grand nombre de protéines. 

3.5.2 Complexe SCF et dégradation des 

glycoprotéines mal conformées 

Récemment, le groupe de Tanaka vient de trouver 

le lien manquant entre la glycosylation et 

l'ubiquitination. En effet, l'ubiquitination des 

glycoprotéines mal conformées par un complexe SCF 

liant spécifiquement les glycannes de type 

oligomannosidique a été identifiée. Deux protéines sont 

responsables de cette reconnaissance: Fbx2 (Fbs1), 

exprimée uniquement dans le cerveau et les testicules 

Figure 16: Modèle d'interaction entre le complexe 
ubiquitine ligase E3 (SCP:bx21Fbs2) et /es glycoprotéines mal 
conformées rétrotransloquées (d'après Lord et Frigerio, 
2002). 
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et Fbs2 exprimée dans tous les tissus. Ces protéines 

faisant partie de la famille des F-box protéines, forment 

un complexe avec Skp1, Cul1 et Roc1 pour former 

respectivement le complexe SCFFbx2 et SCFFbs2 (Figure 

16). L'affinité de ces complexes pour les glycoprotéines 

est strictement dépendante de la structure des 

glycannes associés à ces dernières, étant donné, que 

ces complexes reconnaissent uniquement des 

glycannes oligomannosidiques de type Man3-gGicNAc2 

(Yoshida et al., 2003). En effet, des substitutions des 

résidus de mannose par d'autres sucres réduisent 

fortement l'affinité de ces complexes pour les 

glycoprotéines. 

Ces résultats suggèrent donc fortement que, suite 

au phénomène de rétrotranslocation, ces complexes 

sont spécifiquement impliqués dans l'ubiquitination des 

glycoprotéines mal conformées. 

3.6 Déglycosylation cytosolique des 

N-glycoprotéines 

Suite à l'étape d'ubiquitination, les glycoprotéines 

destinées à la dégradation protéasomale subiront une 

étape de déglycosylation cytosolique. En 1996, les 

travaux de Wiertz et collaborateurs ont démontré, que 

lors de la dégradation du CMH 1, l'emploi d'inhibiteurs 

du protéasome provoquait l'accumulation dans le 

cytoplasme d'un intermédiaire déglycosylé. Cette 

observation suggérait alors l'implication d'une activité 

peptide N-glycanase (PNGase) cytoplasmique dans 

I'ERAD. 

3.6.1 L'activité PNGase 

La peptide N-glycanase (PNGase) hydrolyse la 

liaison J3-aspartylglycosamine entre le résidu de 

GleNAc proximal d'un glycanne et le résidu 
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d'asparagine d'une protéine. Cette réaction a pour 

conséquence la libération des glycannes possédant 

deux résidus de GleNAc en position terminale 

réductrice (OSGn2) et la conversion du résidu d'Asn du 

point d'attache en résidu d'Asp (Figure 17). 

Figure 17: Activité PNGase. 

Ch~z les mammifères, deux activités PNGase 

fortement dépendantes du pH ont été retrouvées : une 

lysosomique fonctionnant à pH acide, et une 

cytosolique dont l'activité optimale requiert un pH 

neutre. Cette dernière, impliquée dans I'ERAD, 

présente une spécificité assez large, puisqu'elle permet 

la libération de divers N-glycannes, qu'ils soient de type 

oligomannosidique, complexe ou hybride. Une 

troisième activité PNGase a également été décrite dans 

le foie de rat (Weng et Spiro, 1997). Celle-ci se 

distingue des deux précédentes puisqu'elle a été 

localisée dans la lumière du RE. Son rôle reste 

cependant encore à déterminer. 

3.6.1.11nteraction entre protéasome et PNGase 

Récemment, le groupe de Lennarz a identifié chez 

la levure ainsi que chez les mammifères, une protéine 

capable de lier la PNGase (Suzuki et al., 2001). Cette 

protéine cytosolique, nommée Rad23, se lie au 

protéasome par l'intermédiaire d'un domaine N-terminal 

ubiquitin-like mais également aux chaînes d'ubiquitine 

grâce à deux domaines UBA (ubiquitin associated). 

Ces différentes observations laissent à penser que 

Rad23 sert de connexion entre le protéasome, la 
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PNGase et les glycoprotéines ubiquitinées destinées à 

être dégradées. 

3.6.1.2 Catabolisme des OSGn2 

Au cours du processus de déglycosylation, 

immédiatement après leur libération, les OSGn2 sont 

convertis en OSGn1 par une activité chitobiase 

cytosolique (Cacan et a/., 1996). Ces OSGn1 seront 

ensuite progressivement démannosylés par une 

mannosidase cytosolique (Haeuw et a/., 1991 ; Weng et 

Spiro, 1996), parfois considérée comme précurseur de 

la ER-mannosidase Il, pour aboutir à une structure du 

type Man5GicNAc1 encore appelée Man51inéaire (Grard 

et al., 1996). Cette mannosidase cytosolique, incapable 

d'agir sur des OSGn2, suggère l'action consécutive de 

la PNGase suivie de la chitobiase. 

L'isomère MansGicNAc1 est ensuite transporté à 

l'intérieur du lysosome pour être dégradé en résidus de 

mannose et d'N-acétylglucosamine (Saint-Pol et a/., 

1997). 

3.7 Le protéasome 

L'utilisation d'inhibiteurs de l'activité protéolytique 

du protéasome a largement contribué à la mise en 

évidence de son implication dans la dégradation des 

glycoprotéines mal conformées. Dans la plupart des 

modèles étudiés, l'emploi de tels inhibiteurs provoque 

une accumulation des glycoprotéines dans la lumière 

du RE (ReQ ou au niveau du cytoplasme sous forme 

déglycosylées (Yu etal., 1997; de Virgilio et a/., 1998). 

Le protéasome de masse moléculaire 2000 kDa 

est très complexe et composé approximativement de 

35 sous-unités différentes. Son coefficient de 

sédimentation est de 26S et correspond à l'association 

de deux sous-complexes : un cœur protéolytique, le 
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protéasome 20S, et un complexe régulateur appelé 

complexe 19S. 

3. 7. 1 La particule 20S 

La particule 20S représente la partie centrale du 

protéasome et forme un cylindre creux composé de 

quatre anneaux heptamériques superposés. Les deux 

anneaux centraux sont identiques, composés chacun 

par des sous-unités différentes (dites de type p), pour 

définir une cavité interne où siègent les différentes 

activités catalytiques. Les deux anneaux extérieurs sont 

eux aussi composés de sous-unités différentes (dites 

de type a.) et permettent l'association du protéasome 

20S à des complexes régulateurs. 

Des études de cristallographie (Lowe et al., 1995) sur le 

modèle d 'Archebacterium thermoplasma ont montré 

que la cavité était plus étroite au niveau des anneaux a 

que celle des anneaux internes p. Cette structuration 

particulière suggère que les substrats doivent être 

destructurés (linéarisés) afin de pouvoir passer à 

travers les orifices formés par les anneaux a.. Chez les 

eucaryotes, ces orifices peuvent être obstrués, et un 

système permettant de maintenir ouvert l'accès à la 

chambre catalytique est donc nécessaire. Aussi, le 

protéasome 20S ne fonctionne pas seul et interagit 

avec deux complexes régulateurs : les complexes 19S 

et 11 S. Nous nous limiterons par la suite au complexe 

19S. 

3. 7.2 Le complexe 19S 

Ce complexe, constitué d'environ 18 sous-unités 

différentes se fixe de façon ATP-dépendante aux deux 

extrémités de la particule 20S, afin de former le 

complexe 26S. En se liant ainsi, ce complexe aurait 
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pour fonction principale d'activer l'ouverture des 

anneaux a. et de permettre la reconnaissance des 

chaînes d'ubiquitine des substrats à dégrader. En effet, 

le protéasome 208 est capable d'hydrolyser des petits 

peptides, des protéines mal conformées mais en aucun 

cas des protéines ubiquitinées. 

Concernant la structure, ce complexe est 

constitué de deux sous-ensembles : un couvercle 

vraisemblablement requis pour la dégradation des 

substrats ubiquitinés, et une base qui permet 

l'association de ce complexe au complexe 208. Cette 

base est constituée de six ATPases qui en hydrolysant 

I'ATP fournissent l'énergie nécessaire à la linéarisation 

des substrats et à l'injection de ces derniers dans la 

chambre catalytique. Une activité isopeptidasique a 

également été découverte, associée au complexe 198, 

ce qui permet l'hydrolyse et donc le recyclage de 

l'ubiquitine. 

3. 7.3 Foncüon du protéasome 

Dans la majorité des cas, le protéasome clive des 

substrats protéiques en petits peptides ayant entre 3 et 

23 acides-aminés. Les peptides ainsi générés sont 

ensuite rapidement hydrolysés en acides-aminés par 

des protéases et des aminopeptidases telles que 

THIMET (Silva et a/., 1999), Tricorn (Tamura et al., 

1998), et TPPII (Yao et a/., 1999). Dans certains cas, 

les peptides générés ne seront pas dégradés en 

acides-aminés, mais présentés au système immunitaire 

associés aux molécules de CMH 1. 

3.8 ERAD et système immunitaire 

Les antigènes intracellulaires (endogènes) et les 

antigènes extracellulaires (exogènes) représentent des 

substrats qui peuvent déclencher une réponse 
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immunitaire. Les antigènes extracellulaires sont 

éliminés par les anticorps sécrétés, alors que les 

antigènes intracellulaires sont plus efficacement 

éliminés par les lymphocytes T cytotoxiques. Le 

système immunitaire va utiliser deux voies différentes 

de présentation de l'antigène: les antigènes 

endogènes sont apprêtés par la voie cytosolique, puis 

présentes sur la membrane avec des molécules du 

CMH-1 ; les antigènes exogènes sont apprêtés par la 

voie endocytaire, puis présentés sur la membrane avec 

des molécules du CMH-11. 

Les peptides antigéniques intracellulaires peuvent 

être formés par plusieurs voies différentes, mais la 

majorité provient de la dégradation associée au RE 

(Figure 18). En effet, les glycoprotéines des enveloppes 

virales qui représentent d'excellents candidats pour 

générer des peptides antigéniques sont dégradées via 

I'ERAD. Ceci est notamment le cas de la gp160 du HIV-

1, de la glycoprotéine E1 du virus de l'hépatite C, ainsi 

que de la glycoprotéine B du cytomégalovirus (Ferris et 

a/., 1999; 8elby et al., 1999). Les peptides 

antigéniques ainsi générés par l'activité du protéasome 

sont transportés ensuite à l'intérieur du RE grâce à un 

transporteur spécifique nommé TAP pour Transporters 

associated Antigen Processing (Harding et Geuze, 

1993). Les peptides associés ensuite aux molécules de 

CMH-1 migreront à la surface cellulaire pour être 

reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques. Deux cas 

de figure peuvent alors se produire : 

• le peptide associé au CMH-1 est reconnu 

comme molécule du soi et le lymphocyte T se dissocie 

de la cellule, 

• il n'est pas reconnu comme molécule du soi et 

la cellule est alors immédiatement détruite. 

En conclusion, pour reprendre le titre d'un article 

paru dans Nature, on peut conclure que "The perfection 

use of imperfection". 
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GIY(;anne libéré par 
laPNGase 
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Â Glucose 0 Mannose • GleNAc 

Peptides antigéniques 

EDEM : ER degradation enhancing a-mannosidase like protein 

CMH 1 : Complexe majeur d 'histocompatibilité de classe 1 

T AP : Transporters associated wilh antigen processing 

Cytoplasme 

• • • • •• Acides aminés 

Figure 18: Relation entre dégradation des glycoprotéines nouveHement synthétisées et système immunitaire. 
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Ainsi, ce couplage intime entre dégradation des 

glycoprotéines mal conformées (virales ou endogènes) 

et le système immunitaire, permet à la cellule de 

contrôler de façon permanente son intégrité. 

4. Sécrétion des glycoprotéines. 

Nous venons de voir que les glycannes sont 

impliqués dans la mise en conformation et la 

dégradation des glycoprotéines. La découverte de deux 

lectines au niveau de l'appareil de Golgi prouve 

également que ces derniers sont impliqués dans le 

trafic des glycoprotéines le long de la voie de sécrétion. 

4.1 L'ERGIC 53 

L'ERGIC 53 est une lectine membranaire de type 1 

de 53 kDa localisée au niveau du compartiment 

ERGIC. Cette protéine, dont la séquence est très 

proche de la lectine MR60 est capable de lier le 

mannose de façon Ca2+ dépendante (Arar et al., 1995). 

Des ligands physiologiques n'ont pas encore été 

clairement identifiés, cependant, des études ont montré 

qu'une mauvaise localisation de cette lectine dans les 

cellules Hela affaiblissait considérablement le transport 

intracellulaire de la cathepsine C (Vollenweider et al., 

1998). De plus, des mutations dans L'ERGIC 53 

causent l'accumulation des facteurs V et VIII de 

coagulation dans la lumière du RE (Moussalli et al., 

1999). Ces résultats tendent donc à prouver 

l'implication de cette lectine dans le transport 

vésiculaire de certaines glycoprotéines entre le RE et 

I'ERGIC. 

Continuellement recyclée entre I'ERGIC et le RE, 

cette lectine reconnaîtrait des glycoprotéines portant 

des glycannes de type oligomannosidique. L'emploi 

d'inhibiteurs de mannosidases montre d'ailleurs que la 
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démannosylation n'est pas un élément requis pour la 

liaison à I'ERGIC 53. De récents travaux ont montré 

que le domaine de reconnaissance des sucres (CRD) 

de I'ERGIC53 était similaire à celui de la CNX/CRT, 

suggérant ainsi que les structures oligomannosidiques 

reconnues par I'ERGIC 53 seraient similaires à celles 

reconnues par la CNX/CRT (Velloso et a/., 2002). 

4.2VIP 36 

VIP 36 est une lectine membranaire de type 1 

homologue à ERGIC 53. Localisée principalement dans 

le cis-Golgi, elle est également retrouvée au niveau du 

trans-Golgi network et à la surface de la cellule. VIP 36, 

au même titre que I'ERGIC 53, reconnaîtrait des 

glycoprotéines de type oligomannosidique (Mans. 

sGicNAc2) et participerait au transport intracellulaire de 

ces dernières (Hara-Kuge et al., 2002). Hormis cette 

fonction, il a été suggéré que VIP36 fournirait un 

mécanisme de contrôle qualité dans l'appareil de Golgi. 

Reconnaissant les glycoprotéines de type 

oligomannosidique, cette lectine permettrait de piéger 

au niveau du trans-Golgi network celles qui ont 

échappé à l'action de la mannosidase 1 golgienne. Ces 

dernières, par un transport rétrograde, seraient ensuite 

recyclées dans le cis-Golgi pour subir de nouveau 

l'action de cette enzyme. Ce système empêcherait ainsi 

que certaines glycoprotéines de type 

oligomannosidique ne quittent l'appareil de Golgi. 

5. Pathologies et contrôle qualité 

Le contrôle qualité stringent qui s'exerce au sein 

du RE empêche les protéines ainsi que les 

glycoprotéines endommagées, mal conformées ou 

incorrectement assemblées, de quitter ce 

compartiment. Ces dernières seront ensuite dégradées 
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par une voie protéasome dépendante nommée ERAD. 

Cependant, lorsque le taux de synthèse d'une 

glycoprotéine défectueuse excède les capacités 

cellulaires de mise en conformation et de dégradation, 

celle-ci aura alors tendance à s'accumuler dans la 

lumière du RE. Cet engorgement du RE, qui interfère 

avec le processus de contrôle qualité des protéines fait 

partie d'un groupe de pathologies nommé ERSDs pour 

Endoplasmic Reticulum Storage Diseases (tableau 2) 

(Pour revue : Rutishauser et Spiess, 2002). 

Tableau 2: Les maladies d'accumulation du RE 

Maladies d'accumulation du RE (ERSDs) 

Manque de la protéine due à une rétention dans le 

RE 

Mucoviscidose 

Déficience en a.1-antitrypsine 

Hypothyroïdisme congénital 

Déficience en thyroglobuline 

Déficience en thyroperoxidase 

Défaut dans le récepteur des LDL 

Déficience en lipoprotéine lipase 

Déficience dans le récepteur de l'hormone de croissance 

Agrégats protéiques 

Diabéte insipide 

Mucoviscidose 

Déficience en a.1-antitrypsine 

Maladie de Creulzfeld-Jakob 

Défaut dans la machinerie de transport 

Déficience en facteur de coagulation V et VIII (mutations 
dans I'ERGIC 53) 

Dans la majorité des cas, cette accumulation est 

causée soit, par la présence d'une protéine ou d'une 

glycoprotéine défectueuse de la voie de sécrétion, soit 

par un défaut de la machinerie de transport entre le RE 

et l'appareil de Golgi. Les troubles occasionnés par la 

rétention peuvent s'expliquer de deux façons : la non 
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fonctionnalité de la protéine mutée, ou l'agrégation de 

ces protéines dans le RE ou le cytoplasme. Ces 

agrégats toxiques, selon leur localisation, sont appelés 

corps de Russel ou agrésomes (Figure 19). 

5.1 Corps de Russel 

Les corps de Russel, caractérisés pour la 

première fois par Russel en 1890 comme des 

structures intracellulaires particulières, sont en fait des 

saccules du RE dilatées contenant des lg condensées. 

Structuralement, ces corps de Russel se distinguent du 

RE et correspondent plutôt à des vésicules dérivées de 

celui-ci et dans lesquelles les protéines BiP, PDI et 

Erp72 sont absentes. De nombreuses protéines 

aberrantes, telles que l'a1-antitrypsine, peuvent 

s'accumuler dans la lumière du RE et former alors des 

corps de Russel (Figure 19). 

L'a1-antitrypsine est synthétisée par le foie et 

correspond à l'inhibiteur le plus abondant de sérine 

protéase du plasma. Les patients qui présentent une 

déficience dans cette glycoprotéine vont, dans certains 

cas, développer une maladie chronique du foie pouvant 

entraîner l'apparition d'un carcinome hépatocellulaire. 

Plusieurs variants ont été identifiés et l'une des formes 

les plus sévéres correspond au variant a1-PIZ dont 

l'acide glutamique en position 342 a été remplacé par 

une lysine. Cette forme de l'a1-antitrypsine est 

anormalement conformée et retenue à plus de 85% au 

niveau de la lumière du RE. De par sa conformation, 

l'a1-PIZ formera des agrégats semblables au corps de 

Russel. 
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5.2 Les agrésomes 

Au cours de la dégradation, nous avons vu que 

les protéines ainsi que les glycoprotéines mal 

conformées destinées à être dégradées, subissaient un 

processus de rétrotranslocation de la lumière du RE 

vers le cytoplasme. Ce phénomène, couplé à une 

rapide protéolyse cytoplasmique présente cependant 

de sérieux risques d'agrégation cytoplasmique quand 

ces protéines, extrêmement hydrophobes, sont 

exposées aux conditions réductrices du cytoplasme. 

Cytoplasme 

Microtubules 

Dans de telles conditions, il arrive que des protéines 

polyubiquitinées, déglycosylées, s'accumulent dans le 

cytoplasme. Ces agrégats, formés à la périphérie 

cellulaire sont ensuite séquestrés en agrésomes près 

du noyau par un transport rétrograde microtubule

dépendant facilité par des complexes dynéine

dynactine (Figure 19). Ces complexes d'agrégats se 

forment quand la synthèse d'une protéine uniquement 

destinée à la dégradation, excède les capacités du 

système. Ces conditions sont, par exemple, retrouvées 

lors d'une infection virale ou dans la mucoviscidose. 

jAgrésomesl 

Noyau 

Figure 19: Représentation schématique de la formation des corps de Russe/ et des agrésomes. 
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La mucoviscidose est une maladie autosomale 

récessive, mettant en cause l'absence fonctionnelle 

d'une glycoprotéine membranaire qui facilite le 

transport d'ions chlorures à travers la membrane 

plasmique des cellules épithéliales. Ce canal est 

nommé CFTR pour « Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator ». Parmi les 800 mutations 

identifiées, la plus fréquente correspond à la délétion 

d'un seul résidu de Phe en position 508 (~F508). Chez 

les sujets sains. une partie des molécules de CfTR 

s'engage dans la voie de sécrétion afin d'être exprimée 

à la surface . de la membrane plasmique. Par contre. 

avant d'être dégradé par le système ubiquitine

protéasome (Jensen et a/., 1995), le ~F508 CFTR est 

retenu au niveau du RE (Pind et a/., 1994). Dans le 

cytoplasme, la présence de formes mal conformées de 

molécules de CFTR conduisent à la formation 

d'agrésomes (Garcia-Mata et al., 1999). 

Ainsi, la présence d'agrégats protéiques 

intracellulaires dans de nombreuses pathologies telles 

que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, et 

la maladie de Huntington, souligne l'importance 

physiologique du contrôle qualité et montre qu'une faille 

dans ce système peut avoir des conséquences 

catastrophiques pour l'organisme. 
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UNFOLDED PROTEIN RESPONSE 
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Introduction générale: Unfolded Protein Response--

L'UPR: chef d'orchestre de la voie de 

sécrétion 

1. Introduction 

La lumière du RE est le site principal de la 

maturation et de la mise en conformation des protéines 

et des glycoprotéines de la voie de sécrétion. Devant le 

nombre considérable de protéines résidentes et 

synthétisées, la concentration protéique dans la lumière 

de cet organite peut avoisiner les 100 mg/ml. Pour 

assurer le repliement correct de ces protéines1 le RE 

est doté d'un système efficace de protéines 

chaperonnes qui empêche l'accumulation de protéines 

mal conformées. Cependant, malgré cet 

environnemen~ lorsqu'un déséquilibre entre le taux de 

synthèse protéique et les capacités de mise en 

conformation se produit, des _protéines mal conformées 

vont apparaître. Celles-ci s'accumulent dans la lumière 

du RE, et constituent pour les cellules, une menace 

fondamentale. Dans cette situation de stress du RE, les 

cellules eucaryotes, afin de contrer cette accumulation 

Transcription de gènes 
spècifiques 1 

IApoptosel 

!Traduction générale! 

Figure 20: Réponses cellulaires engendrées suite à une accumulation 
'le protéines mal conformées dans la lumière du RE. 
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de protéines ou de glycoprotéines mar conformées; ont 

développé une voie de signalisation intracellulaire 

nommée UPR pour Unfolded Protein Response. Cette 

réponse, qui permet d'informer le cytoplasme et le 

noyau de l'état conformationnel des protéines au 

niveau de la lumière du RE, va engendrer trois 

mécanismes: le premier, consistant à augmenter les 

capacités de mise en conformation du RE, active la 

transcription de gènes caractéristiques; le second, par 

inhibition de la synthèse protéique réduit l'apport de 

protéines au RE et le troisième, activé lorsque les deux 

précédents n'ont pas réussi à contrer cette 

accumulation de protéines mal conformées conduit à la 

mort cellulaire programmée (Figure 20). Nous verrons, 

au cours de ce chapitre que les voies de signalisation 

intraceltulaire de la réponse UPR sont très originales et 

mettent en jeu l'épissage d'un ARNm spécifique ainsi 

que plusieurs protéines transmembranaires du RE. 

2. l'UPR chez la levure 

Caractérisée pour la première fois par des 

approches génétiques chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae, la voie de signalisation déclenchée, suite à 

l'accumulation de protéines mal conformées dans la 

lumière du RE, va induire la transcription de nombreux 

gènes codant pour des protéines impliquées, aussi bien 

dans la mise en conformation des protéines que dans 

la dégradation de ces dernières. Cette transduction du 

signal entre la lumière du RE et le noyau requiert chez 

la levure trois protéines essentielles: lre1p, Hac1p et 

Rlg1p. 
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2.1 La voie de signalisation 

2.1.1 La protéine lre1p 

Cette protéine transmembranaire de type 1 du RE 

contient deux domaines : un domaine N-terminal 

impliqué dans la détection du stress du RE (en fonction 

du taux de protéines mal conformées) ; et un domaine 

C-terminal qui possède à la fois, une activité 

sérine/thréonine kinase et une activité 

endoribonucléase (Rnase). 

Découverte depuis une dizaine d'années, lre1p est 

considérée comme la protéine par laquelle l'information 

du niveau de stress du RE est communiquée au 

cytoplasme, puis au noyau. Dans des ··conditions 

normales .. , c'est à dire, en absence de protéines mal 

conformées, les protéines lre1p sont sous forme 

monomérique, par contre, dès que le taux de protéines 

mal conformées devient anormalement élevé à 

<X 

Proteines mal conformees 

ActMtéARNt 
fgase 

Traduction 

Figure 21: La réponse UPR chez la levure. 
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l'intérieur de la lumière du RE, une dimérisation de ces 

protéines est observée. Ce phénomène, accompagné 

d'une autophosphorylation en trans conduit à 

l'activation de l'activité endoribonucléase des domaines 

C-terminaux (Shamu et Walter, 1996) (Figure 21). 

2.1.2 Un épissage non conventionnel 

1re1p activée aura ensuite pour substrat I'ARNm 

HAC1 codant pour un facteur de transcription de la 

famille de b-ZIP protéines. Cet ARNm, exprimé de 

façon constitutive, est traduit dans la cellule 

uniquement lorsque celle-ci est en condition de stress 

(Cox et Walter, 1996). En effet, la présence d'un intron 

de 252 nucléotides rend impossible la traduction de 

I'ARNm HAC1. Par contre, sous l'activation de I'UPR, 

l'activité endoribonucléase de lre1p va permettre 

l'épissage de cet intron. Les extrémités 5' et 3', ainsi 

formées, sont ensuite soudées par l'activité d'une tRNA 

Lumière du RE 

ARNmHAC1 

--------------------------------- Noyau 

Gènes cibles 
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ligase nommée Rlg1p indépendante du splicéosome 

(Sidrauski et al., 1996) (Figure 21). 

Ce système d'épissage, qui représente un 

nouveau type d'épissage chez les eucaryotes, produit 

un ARNm nouveau HAC1, efficacement traduit en 

facteur de transcription Hac1p. Celui-ci, ainsi formé, 

sera acheminé dans le noyau où il activera la 

transcription de gènes înductibles par l'UPR en se liant 

aux motifs UPRE (UPR elements) (Figure 21). 

3. L'UPR chez les mammifères 

Alors que chez la levure, l'UPR apparaît "linéaire" 

avec une seule voie de transduction, chez les 

mammifères, cette réponse est complexe et fait 

intervenir plusieurs voies de signalisation. Celles-ci vont 

générer des réponses diverses, coordonnées, qui 

permettront soit l'adaptation au stress, soit la mort 

cellulaire. 

ATF6a, ATF6p 

Cytoplasme 

Lumière du RE 

Protemes mai conformees 

Clivage protéolytique 
par SP1 et SP2 

'

Facteur de transcription 
ATF6a,ATF6p 

p 

/_,.----·---·-·-------------·-·-----·---·-------·-·-·-·-·j)·\. 
! 1 Noyau i 1 • 

1 !ÎN;i~ ~ ~ Gènes XBP1 0 - ~ :!·~--~-~ !___:_ ----.I~ J 

! i 
! Facteur de i 
! .transai""'v' CBF ! ! ,..., 
t 

1 

.---~i:ll-----1~ 
\ , 
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Figure 22: La réponse UPR transcripüonne11e chez les mammifères. 
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3.11nduction transcriptionnelle 

3.1.1 Voie de signalisation partiellement homologue à 

celle de la levure 

Contrairement à la levure, deux homologues de 

IRE1 sont retrouvés dans le génome des mammifères: 

1RE1a. et 1RE1Jl Alors que la protéîne lre1a. est 

exprimée universellement, lre1 f3 est exprimée 

uniquement dans les cellules épithéliales intestinales. 

La surexpression de ces deux protéines est suffisante 

pour déclencher I'UPR, alors que la surexpression de 

formes mutantes de lre1 dénuées de domaines 

cytoplasmiques, diminue I'UPR, supportant ainsi le 

concept que l'activité kinasique et endoribonucléasique 

contenue dans le domaine est essentielle pour 

l'activation de I'UPR. Etant donné que la région 

cytoplasmique de ces deux protéines est capable de 

cliver I'ARNm précurseur de HAC1 des levures, il a été 

postulé que les cellules de mammifères utilisaient un 

système d'épissage comparable à celui des levures. 

Protemes m2! cor;formees 

ij Traduction 

• F4Acteur de tr.anscription 
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Pendant longtemps, le(s) ARNm cible(s) des protéines 

lre1 est( sont) resté(s) inconnu(s) chez les mammifères. 

Récemment, le groupe de K. Mori a identifié une 

séquence de 19 nucléotides (CCMT-(N)g-CCACG) 

dans la région promotrice de BiP/GRP78 nécessaire et 

suffisante pour activer la transcription d'au- moins trois

chaperonnes majoritaires du RE : BiP/GRP78-, GRP94 

et ta calréttculine-. Cette séquence, nommée ERSE 

(Endoplasmic Reticulum Stress Element), a été utilisée 

pour isoler la protéine Xbp1 p, facteur de transcription 

de la famille de b-ZIP protéines (Yoshida et al., 1998). 

Par la suite, plusieurs autres groupes ont démontré que 

I'ARNm de XBP1 était substrat de lre1a et lre1f3 

(Figure 22). Lorsque I'UPR est activée, le fragment 

excisé chez C. elegans est de 23 nucléotides, et de 26 

nucléotides chez les mammifères. Dans les deux cas, 

cet épissage induit un changement du cadre de lecture 

dans la partie C-terminale de la protéine. La protéine 

Xbp1p se lie ensuite sur les séquences ERSD des 

promoteurs cibles des gènes de I'UPR et induit leur 

expression. Aussi bien chez les eucaryotes supérieurs 

que chez la levure, la synthèse de facteurs de 

transcription par une voie dépendante des protéines 

lre1p requiert, dans les deux cas, l'épissage d'un intron 

(252 nt pour HAC1 et 26 nt pour XBP1). Cependant, on 

peut noter trois différences: il n'y a pas de séquence 

inhibitrice de la traduction dans I'ARNm XBP1, 

l'excision de l'intron change le cadre de lecture de cet 

ARNm, et l'expression du gène XBP1 est induite par le 

stress du RE contrairement au gène HAC1 dont 

l'expression est constitutive. 

Le rôle joué par les protéines lre1 dans la réponse 

UPR des mammifères n'est pas clair. Alors que 

l'invalidation du gène IRE1a murin est létale au stade 

embryonnaire (E10.5), les travaux d'Urano et al., (2000) 

ont montré que des souris "knock ouf pour le gène 

IRE1a, étaient capables de déclencher une induction 
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transcriptionnelle suite à un stress. Des résultats 

similaires ont été obtenus avec des fibroblastes 

IRE1a-l- et IRE1 f3-1-. suggérant donc qu'une 

accumulation de protéines mal conformées à l'intérieur 

du RE pouvait activer la transcription de gènes 

indépendamment des protéines lre1a et lre1f3. Ces 

résultats suggèrent donc, que plusieurs voies de 

signalisation étaient impliquées dans l'induction 

transcriptionnelle, et que l'absence d'une des voies 

pouvait être compensée par une autre. L'hypothèse 

avancée jusqu'à présent était la présence d'une 

troisième isoforme de lre1. Cependant, -dans les 

cellules IRE1a·'- et IRE1f3-1-, le facteur de transcription 

XBP1p n'est pas synthétisé (Calfon et al., 2002). 

3. 1.2 Activation de A TF6 par le stress du RE 

En 1998, le groupe de K. Mori a identifié un 

facteur de transcription nommé ATF6, candidat pour 

I'UPR chez les mammifères. En effet, au même titre 

que le facteur de transcription XBP1 p, ATF6 peut lier la 

séquence ERSE dans les régions promotrices des 

gènes de I'UPR (Yoshida et al., 1998). ATF6 est une 

protéine transmembranaire de type Il, résidente du RE, 

qui existe sous deux formes : ATF6a et ATF6f3. Ces 

deux formes requièrent la présence du facteur de 

transcription CBF (NF-Y) pour lier la séquence ERSE 

(Yoshida et al., 2001). Le mécanisme d'activation du 

facteur ATF6 est différent de celui du facteur Hac1 p de 

la levure. En effet, l'activation se fait au niveau de la 

protéine et non de I'ARNm. Ainsi, à l'état basal, les 

protéines ATF6a et ATF6f3 sont exprimées de manière 

constitutive. Suite à un stress du RE, ces précurseurs 

inactifs sont clivés par une protéase pour générer deux 

domaines cytoplasmiques de 50 et 60 kDa 

respectivement, capables de migrer vers le noyau et 
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d'induire la transcription de gènes cibles. Les protéases 

impliquées dans le clivage de ATF6 sont celles 

capables de cliver le facteur SREBP (Sterol 

Responsive Element Binding Protein), impliqué dans la 

régulation du métabolisme du cholestérol. Ces 

protéases nommées protéases de site 1 et de site 2 

(S1P et S2P) clivent SREBP lors d'une déprivation en 

cholestérol. Ainsi, le fragment généré migre vers le 

noyau et active la transcription des gènes requis pour la 

synthèse du cholestérol. 

Ce facteur de transcription A TF6 se lie au 

promoteur du gène XBP1 pour activer sa transcription 

(Yoshida et al., 2001)(Figure 22). L'augmentation de la 

transcription de XBP1 produit alors plus de substrats 

pour les protéines lre1 et génère donc plus de facteurs 

de transcription XBP1p. 

3.21nhibition de la traduction 

Contrairement à la levure, espèce chez laquelle 

aucune régulation de la traduction n'est observée, chez 

les mammifères, lors d'une accumulation de protéines 

mal conformées dans la lumière du RE, la traduction 

est inhibée rapidement et de façon transitoire. Ce 

blocage a pour but d'empêcher un apport de protéines 

supplémentaires alors que la lumière du RE est déjà 

surchargée. Ce phénomène d'inhibition de la traduction 

est corrélé avec l'augmentation de phosphorylation de 

la sous-unité a du facteur d'initiation de la traduction 

e1F2 (Figure 23). Cette phosphorylation de e1F2 

empêche la formation du complexe de pré-initiation de 

la traduction et donc de l'interaction de I'ARNm avec la 

sous-unité 408 du ribosome. La protéine kinase PERK 

a été montrée impliquée dans ce phénomène. De la 

même façon que les protéines lre1p, en réponse à un 

stress du RE, PERK se dimérise, ce qui induit une 

trans-autophosphorylation. De part son mécanisme, 

l'inhibition de la traduction devrait toucher l'ensemble 

des protéines cellulaires, mais certaines semblent 

échapper à cette régulation. En effet, la traduction des 

ARNm qui requiert une faible exigence en facteur eiF2 

et en complexe d'initiation est augmentée. C'est en 

particulier le cas pour un ARNm particulier codant pour 

le facteur de transcription ATF4 et qui n'est traduit 

uniquement que lorsque eiF2 est phosphorylé (Harding 

et al., 2000). La transcription de GADD34 est ainsi 

induite par I'UPR grâce à ATF4. Le produit protéique 

recrute ensuite la protéine phosphatase 1 (PP1) qui 

déphosphoryle eiF2a-P, reversant ainsi l'inhibition de 

la traduction (Novoa et a/., 2001) (Figure 23). 

Proteines mal conformees 

PERK 

Lumière du RE 

Cytoplasme 

eiF2 ... ... elf2-P 
Traduction 1 GADD34/PP1 ~ Pasde 

traduction 

ARNm 
3' 5' 3' 

Figure 23: Inhibition de la traduction induite par 1 'UPR. 
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3.3 UPR et mort cellulaire programmée 

Lorsque l'activation de I'UPR est prolongée, celle

ci conduit à la mort de la cellule par apoptose. Lors de 

l'accumulation prolongée de protéines mal conformées, 

les protéines lre1 a et lre1 J3 activées stimulent la voie 

des JNK (Jun N-terminal protein kinases) en recrutant 

une protéine adaptatrice TRAF2. En se fixant sur les 

protéines lre1p, TRAF2 se libère de la procaspase 12, 

conduisant ainsi à la séquestration et à l'activation de la 

caspase 12.La cascade de caspases est ainsi activée, 

conduisant à la mort cellulaire par apoptose. 

Une seconde voie conduisant à la mort cellulaire 

peut également être activée suite à un stress du RE. En 

effet, l'activation des protéines lre1p, ATF6 et PERK 

conduit à l'activation transcriptionnelle de CHOP, gène 

codant pour un facteur de transcription fortement 

impliqué dans l'apoptose. En effet, dans des conditions 

de stress, l'invalidation du gène CHOP protège les 

cellules de l'apoptose(Zinszner et al., 1998). 

ATF6a 
ATF6p 

lre1 a; lre1 p 

PERK 

Augmenratton 
de prote1 nes 

mal conformees 

3.4 BiP : lien manquant entre les protéines mal 

conformées du RE et l'activation de I'UPR 

La question que l'on peut se poser, étant donné 

les voies différentes de signalisation empruntées par 

I'UPR est: comment trois protéines indépendantes 

(lre1p a et J3, ATF6 et PERK) sont-elles activées par 

l'accumulation de protéines mal conformées dans la 

lumière du RE ? La protéine chaperonne BiP va jouer 

un rôle capital dans l'activation de I'UPR puisque cette 

dernière, dans des conditions normales de stress, 

interagit avec les domaines luminaux des trois 

protéines: lre1, ATF6 et PERK. Par contre, suite à 

l'accumulation de protéines mal conformées au niveau 

de la lumière du RE, BiP va se détacher de lre1p, ATF6 

et PERK pour se fixer sur les zones hydrophobes des 

protéines qui s'accumulent (Figure 24). Cette 

dissociation permet ainsi à lre1p et PERK de se 

dimériser et d'activer les voies de signalisation que 

nous venons de voir. Quant à l'interaction de BiP avec 

ATF6, celle-ci permet de retenir ATF6 au niveau du RE 

SP1et SP2 

1 
Figure 24: Acfivalion de 1 'UPR par la protéine chaperonne BiP. 

45 



Introduction générale: UnfoldedProteinResponse 

et d'empêcher ainsi son trafic vers l'appareil de Golgi. 

Lorsque BiP se dissocie, ATF6 est transporté vers 

l'appareil de Golgi où il subira l'action des protéases 

S1P et S2P. Ainsi, le taux intraréticulaire de BiP non 

associée (libre), fournit un mécanisme direct par lequel, 

un même stimulus permet d'activer trois protéines 

différentes. De plus, il est fortement suggéJ:é qua 

l'augmentation du taux de cette protéine chaperonne 

lors de l'activation de I'UPR provoquerait un contrôle 

négatif pour éteindre I'UPR. Ainsi, l'activation et l'arrêt 

de la réponse UPR seraient contrôlés par la protéine 

chaperonne BiP. C'est pour cette raison que BiP est 

considérée comme la protéine témoin de l'activation de 

I'UPR. 

4. Rôle de I'UPR dans la physiologie cellulaire 

Alors que le mécanisme, par lequel, le signal 

engendré, suite à un taux anormalement élevé de 

protéines mal conformées dans la lumière du RE est 

bien caractérisé, celui par lequel cette réponse diminue 

le taux de protéines mal conformées est moins clair. 

Récemment, deux travaux remarquables, l'un réalisé 

sur la base de criblages génétiques et l'autre réalisé 

par la technique de DNA microarray sur le génome 

entier de la levure, révélèrent que le nombre, ainsi que 

la variété de gènes régulés par I'UPR, étaient 

beaucoup plus importants que prévu. En effet, Travers 

et al., (2000) ont montré que 5% du génome de la 

levure, soit 350 gènes parmi les 6300 étaient régulés 

par I'UPR. Le résultat de cette analyse génomique est 

accessible par Internet à l'adresse 

suivante :http://www.cell.com/cgilcontentlfull/101/3/249/ 

DC1. 

Parmi ces gènes, la moitié d'entre eux sont 

connus, et codent pour des protéines dont les fonctions 

sont très diverses. Le tableau 3, adapté des résultats 
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de Travers et al., montre que ces protéines sont aussi 

bien impliquées dans le phénomène de translocation 

protéique, que dans la mise en conformation des 

protéines, le métabolisme des lipides, la glycosylation, 

I'ERAD et le trafic entre le RE et le Golgi. 

Tableau 3-;_ Classe des gènes réguléspar l'UPR 

Fonction Nombre de 
gènes 

hnpliqués dans la voie de sécrétion 103 au total 

---Translocation protéique 7 

Métabolisme des lipides 19 

Glycosylation réticulaire 17 

Mise en conformation 10 

Dégradation des protéines 6 

Transport ER-Golgi 11 

Transport Golgi-ER 5 

Glycosylation golgienne 6 

Envoi vers les vacuoles 4 

Sécrétion vers la membrane 7 
plasmique 
Biosynthèse de la membrane 11 
plasmique 

Non impliqués dans la voie de 1 05 au total 
sécrétion 
Fonction inconnue 173 au total 

Cette régulation de gènes, impliqués dans des 

fonctions aussi diverses, suggère que I'UPR peut 

remodeler entièrement la voie de sécrétion suite à un 

stress du RE. les gènes transcrits lors de Factivation 

de I'UPR vont ainsi coder pour des protéines qui vont 

agir en synergie, pour diminuer la concentration de 

protéines mal conformées dans la lumière du RE De 

ce fait, FUPR régule l'homéostasie du RE- en 

augmentant les capacités de mise en conformation du 

RE par surexpression de chaperonnes et en permettant 

la dégradation des protéines qui s'accumulent en 

surexprimant les protéines impliquées dans I'ERAD. 
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4.1 Lien entre L'UPR et I'ERAD 

Durant I'ERAD, nous avons vu que les protéines 

ainsi que les glycoprotéines mal conformées sont tout 

d'abord rétrotransloquées de la lumière du RE vers le 

cytoplasme, ubiquitinées et dégradées ensuite par le 

protéasome cytosolique 268. En plus des nombreuses 

données qui montrent que I'UPR et I'ERAD sont deux 

processus indissociables, il est également très facile 

d'imaginer que les cellules déficientes dans I'ERAD 

accumulent des protéines mal conformées au sein de la 

lumière du RE et activent par conséquent I'UPR. 

Les analyses génomiques et génétiques ont 

révélé que plusieurs gènes codant pour des protéines 

impliquées dans I'ERAD, étaient sous le contrôle 

transcriptionnel de I'UPR, permettant ainsi, en cas de 

stress, d'augmenter directement la clairance des 

protéines mal conformées dans la lumière du RE 

(Tableau 3). Alors que dans ces conditions, les 

capacités de dégradation du système ERAD sont 

facilement saturables, l'induction de I'UPR va permettre 

d'augmenter les capacités de cette voie afin d'éviter 

une saturation du RE. Ainsi, dans des cellules mutantes 

incapables d'activer I'UPR, le processus de dégradation 

de substrats spécifiques est fortement compromis. Les 

cellules déficientes en IRE1, sont par exemple, 

incapables de dégrader la carboxypeptidase Y 

(Cassagrande et al., 2000). Cette notion de saturabilité 

du processus de dégradation, via la voie de I'ERAD, est 

également confortée par le fait que l'utilisation de la 

tunicamycine ou du OTT qui génère un taux élevé de 

protéines mal conformées à l'intérieur du RE, diminue 

fortement la dégradation de la carboxypeptidase Y. De 

façon surprenante, lorsque I'UPR est induite par 

l'expression de Hac1 p, qui ne cause pas 

d'accumulation de protéines mal conformées, le taux de 

dégradation par I'ERAD est fortement augmenté, 
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démontrant ainsi que I'UPR joue un rôle direct en 

augmentant les capacités de dégradation de I'ERAD. 

L'UPR intervient également dans la dégradation 

des glycoprotéines mal conformées. En effet, alors que 

la formation d'un signal de dégradation de type 

MansGicNAc2 isomère B constitue l'étape limitante 

dans la dégradation des glycoprotéines, les travaux de 

Travers et al., 2000 ont montré que l'enzyme qui 

générait cette structure (la ER-mannosidase 1) était 

sous le contrôle transcriptionnel de I'UPR. Ainsi, en cas 

de stress du RE, I'UPR serait capable d'accélérer la 

dégradation des glycoprotéines en réduisant le temps 

disponible pour leur mise en conformation. 

4.2 Lien entre I'UPR et la N-glycosylation 

Depuis que l'on sait que la structure des 

glycannes sur les glycoprotéines affecte le processus 

de contrôle qualité et plus particulièrement la mise en 

conformation des glycoprotéines, la relation entre I'UPR 

et la N-glycosylation est fortement suggérée. En effet, il 

faut savoir que tous les aspects de cette réponse 

décrits auparavant, peuvent être déclenchés par 

l'emploi d'inhibiteurs qui modifient la structure du 

glycanne ou qui interfèrent avec la synthèse de 

l'oligosaccharide lié au dolichol. Par exemple, la 

tunicamycine qui bloque le processus de 

N-glycosylation en inhibant une enzyme clé dans le 

cycle des dolichols, est un puissant inducteur de I'UPR. 

Celui-ci conduit à l'augmentation transcriptionnelle de 

BiP, à l'arrêt de la traduction protéique et, si le 

traitement se poursuit, à la mort cellulaire par apoptose. 

La castanospermine, un inhibiteur des étapes de 

déglucosylation réticulaire, active également cette 

réponse en empêchant les N-glycoprotéines mal 

conformées de subir un cycle gluco-dégluco essentiel 

pour leur remise en conformation. Il faut cependant 
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noter, que contrairement à la tunicamycine, la 

castanospermine ne cause pas d'arrêt de la traduction 

ou n'induit pas d'apoptose. Ces résultats indirects 

révèlent bien l'importance de la structure 

Glc3MangGicNAc2 dans la mise en conformation des 

glycoprotéines. 

Néanmoins, malgré de fortes présomptions, 

aucun lien direct entre I'UPR et la N-glycosylation 

n'avait été démontré. Ce n'est que récemment, suite 

aux travaux de Travers et al., (2000) et Ng et al., (2000) 

que ce lien a pu être établi. En effet, chez la levure, ces 

auteurs ont montré que la transcription de gènes 

impliqués dans le processus de glycosylation, aussi 

bien réticulaire que golgien, était induite lors de 

l'activation de I'UPR et que certains mutants de levure 

déficients dans des gènes de N-glycosylation 

présentaient une activation constitutive de I'UPR. C'est 

d'ailleurs de cette manière, que la protéine Rft1 qui 

permet la translocation du MansGicNAcz-PP-Dol du 

côté cytoplasmique vers la face luminale a pu être 

identifiée. 

Chez les mammifères, ce lien est plus difficile à 

établir du fait de la complexité de cette réponse, et du 

LLO tronqués 

modèle où la génétique est plus délicate à mettre en 

œuvre. Une première preuve de cette relation a 

cependant pu être mise en évidence en 1999 par le 

groupe de Lehrman montrant que l'activation de I'UPR 

dans une culture primaire de fibroblastes humains, 

augmentait la concentration en Glc3MangGicNAcz-PP

Dol (Doerrler et Lehrman, 1999). D'autres résultats sont 

venus depuis conforter cette hypothèse. En effet, il 

semblerait que I'UPR contrôle les trois aspects du 

métabolisme des oligosaccharides liées au dolichol : la 

synthèse, l'allongement et le transfert de ce donneur 

sur la protéine. Ce mécanisme, suggéré comme une 

des priorités de I'UPR, a pour fonction d'augmenter la 

qualité du donneur oligosaccharidique, assurant ainsi à 

la cellule un contrôle qualité adéquat des 

N-glycoprotéines mal conformées. 

Cependant, le mécanisme par lequel I'UPR est 

activée n'est pas encore élucidé. En effet, cette 

activation ne résulterait pas d'une accumulation de 

protéines mal conformées au niveau de la lumière du 

RE, mais d'une accumulation d'intermédiaires tronqués 

du type Man(2-5JGicNAcz-PP-Dol. Le modèle proposé 

pour expliquer l'allongement des LLO tronqués est 

LLO matures 

( 
Man-P-Ool Glc-P-Dol 

... + + 
GDP-M~~-'-,( UDP-Gic 

···--......... .,.: GP ) .. ·-...... , 
Glycogene GP-® .., Glc-1-P GP: Glycogène Phosphorylase 

LLO: Lipid Unked Oligosaccharides 
+Pi 

Figure 25: Modèle expliquant 1 'allongement du donneur oligosaccharidique par activation de la glycogénolyse 
régulée par 1 'UPR (selon Gill et al., 2002). 
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fondé sur l'activation rapide, par phosphorylation, d'une 

glycogène phosphorylase. Une fois phosphorylée, cette 

enzyme, en favorisant la glycogénolyse, augmente les 

concentrations de Glc-1-P et de Glc-6-P. Ces 

métabolites permettront ainsi la production de GDP

Man, Doi-P-Man et Doi-P-Gic indispensables pour 

permettre l'allongement de LLO tronqués en LLO 

matures. 

Ces résultats suggèrent ainsi, qu'en plus des 

aspects que nous venons de voir, I'UPR est également 

capable de contrôler le métabolisme des hexoses d'une 

manière bénéfique dans le processus de 

N-glycosylation. 

D'après toutes ces données, se dégage dans la 

réponse UPR, la notion de gradation. En effet, il 

semblerait que selon la gravité du stress occasionné à 

la cellule, différents niveaux d'UPR soient activés. En 

effet, alors qu'un stress léger n'activera que le premier 

niveau, un traitement à la tunicamycine prolongé 

activera les quatre niveaux de cette réponse (Shang et 

al., 2002). 

APOPTOSE 

Inhibition de la 
traduction 

Induction 
transcriptionnelle 

4 

3 

2 

1 

Figure 26: Les différents niveaux d 'UPR activés selon 
1 'intensité du stress occasionné à la cellule. 
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5. UPR et pathologies 

Parmi les pathologies susceptibles de déclencher 

I'UPR, il faut distinguer deux grandes classes de 

maladies : les maladies génétiques, et les maladies 

conformationnelles. 

Selon les maladies génétiques, toutes n'activeront 

pas I'UPR. En effet, deux phénomènes sont 

indispensables pour déclencher cette réponse : une 

accumulation de protéines mal conformées et une 

reconnaissance de ces dernières par la protéine 

chaperonne BiP. 

Dans les pathologies telles que la mucoviscodose 

ou une déficience en a.1-antitrypsine, l'accumulation de 

protéines mal conformées au sein de la lumière du RE 

est observée, cependant, I'UPR n'est pas activée, étant 

donné que ces protéines n'interagissent pas avec la 

BiP. Par contre, dans le cas de l'ostéogenèse 

imparfaite qui résulte d'une mutation dans le 

procollagène, les protéines produites lient BiP et I'UPR 

est ainsi activée de façon constitutive (Lamande et 

Bateman, 1999). 

Les maladies conformationnelles causées par la 

répétition de motifs polyglutamiques ainsi que les 

maladies neurodégénératives, telles que la maladie 

d'Alzheimer et la maladie de Parkinson, représentent 

également une large classe de maladies où I'UPR est 

activée. Cependant, dans ces pathologies, 

l'accumulation de protéines mal conformées se situe, 

non pas au niveau de la lumière du RE, mais du 

cytoplasme ou du noyau. En fait, il semblerait que la 

présence d'agrégats protéiques dans ces 

compartiments, perturbe la machinerie de dégradation 

cytosolique. Pour la cellule, une perte de ses capacités 

à dégrader conduit alors à l'accumulation de protéines 

mal conformées dans la lumière du RE, qui elles, vont 

déclencher la réponse UPR. Ainsi, I'UPR est non 

seulement capable de signaler une accumulation de 
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protéines mal conformées dans le RE mais également 

une accumulation de protéines mal conformées dans le 

cytosol, via une inhibition du protéasome et des 

fonctions de I'ERAD. 
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Introduction 

La N-glycosylation; étape clé correspondant au 

transfert de Glc3MangGicNAc2 sur les protéines en 

cours de synthèse, est un processus extrêmement 

conservé au cours de l'évolution, identique chez la 

plupart des espèces étudiées (mammifères, plantes et 

cellules d'insectes). Seuls quelques . organismes 

unicellulaires tels que Trypanozoma cruzi utilisent, pour 

ce processus, un donneur oligosaccharidique contenant 

entre 6 et 9 résidusde mannose dépourvu en glucoses 

terminaux (Bosch, 1988). 

Chez les mammifères, les travaux de Gilmore et 

collaborateurs concernant les substrats utilisés par 

l'oligosaccharyltransférase (OST) ont déterminé que 

celle-ci montrait une préférence très . nette pour le 

donneur oligosaccharidique triglucosylé 

Glc3MansGicNAc2-PP-Dol. Cependant, la présence 

dans certaines pathologies, telles que les CDG, de 

structures glycanniques tronquées sur· les protéines, 

montrent que potentiellement, l'OST est également 

capable de transférer d'autres donneurs 

oligosaccharidiques. C'est ainsi, que les patients 

atteints dans les gènes équivalents à ALG12, ALG6, et 

ALG3, transfèrent respectivement sur leurs protéines 

du Man7GicNAc2, MansGicNAc2 et du Man5GicNAc2. Il 

faut également noter que la mesure de l'activité de 

l'OST in vitro, se fait en utilisant comme donneur le 

GlcNAc2-PP-Dol, montrant· ainsi une ·large spécificité 

dans la nature des donneurs. 

Parmi toutes les structures glycanniques 

susceptibles d'être transférées dans les cellules 

eucaryotes, le Man5GicNAc2 occupe une place 

particulière. En effet, cette structure peut. être 

transférée sur les protéines en cours de synthèse dans 

un grand nombre de circonstances détaillées ci-après. 
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1- Tout d'abord, une diminution de la concentration 

en GDP-Man intracellulaire provoquée par une 

diminution de la concentration en Glc du milieu de 

culture, une déficience en phosphomannomutase ou 

encore une diminution de la charge énergétique de la 

cellule, sont des conditions qui vont favoriser 

l'accumulation et le transfert du donneur 

oligosaccharidique Man5GicNAc2-PP-Dol. En effet, de 

part la réversibilité de la réaction 

GDP-Man + Doi-P ~ Man-P-Dol + GDP, une baisse 

de la concentration en GDP-Man entraîne une 

diminution de la concentration en Man-P-Dol. 

Il- Une déficience en Man-P-Dol synthase peut 

également conduire à une diminution du pool de Man

P-Dol. Ceci concerne en particulier la famille des 

mutants de glycosylation Lec15. Dans celle-ci, on 

notera particulièrement les cellules 83F7 que nous 

avons utilisées au cours de notre étude. 

Ill- Un défaut dans la Man-P-Dol flippase 

caractérise le mutant PIR (Processing lnhibitor 

Resistance). Dans ce cas, le donneur 

oligosaccharidique correspond également à du 

Man5GicNAc2-PP-Dol. Des travaux in vitro, ont montré 

que l'incapacité de ces cellules à utiliser le Man-P-Dol 

et le Glc-P-Dol peut être corrigée par l'addition de 

détergents (Anand et al., 2001). Ces résultats ont 

conduit ainsi à l'hypothèse, que la déficience touche 

une protéine responsable du mouvement de "flip-flop" 

du Man-P-Dol et du Glc-P-Dol. 

IV- Pour terminer, un défaut dans la dernière 

étape de synthèse du dolichol (Polyprenol reductase), 

engendre l'accumulation de polyprenoi-P qui possède 

une affinité beaucoup plus faible que le Dolichoi-P pour 

les enzymes du cycle des dolichols et en particulier la 
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Man-P-Dol synthase. Ceci conduit au phénotype de 

type Lec15 avec l'accumulation et le transfert de 

MansGicNAc2-PP-Dol (Stoll et al., 1988). 

Ainsi, la présence de structures glycanniques 

tronquées de type MansGicNAc2 peut être considérée, 

comme un témoin de toute une série de désordres des 

voies métaboliques conduisant au processus de 

N-glycosylation. 

Alors que potentiellement, rien n'empêche ces 

structures glycanniques tronquées d'être maturées par 

les enzymes golgiennes en glycannes de type 

complexe, différents travaux tendent à corréler la 

présence de ces structures avec un phénomène de 

sous-glycosylation et l'activation du premier niveau de 

la réponse UPR (Shang et al., 2002). C'est ainsi, que 

nous avons comparé la destinée des glycoprotéines 

portant des glycannes tronqués de type MansGicNAc2 

avec celle portant des glycannes de type MangGicNAc2, 

lorsque ces deux populations glycoprotéiques sont 

synthétisées au sein du même RE. 

Ces travaux ont fait l'objet d'un article, accepté 

pour publication dans European Journal of 

Biochemistry et intitulé : « Endoplasmic reticulum 

associated degradation of glycoproteins bearing 

MansGicNAcz and MangGicNAcz species in the MIS-5 

CHO cellline ». 

Article 1 
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SUMMARY 

Endoplasmic reticulum associated degradation of newly synthesized glycoproteins has been demonstrated using various 

mammalian cell lines. According to the cell type, it has been demonstrated that glycoproteins bearing Mang glycans and 

those bearing Mans glycans could be efficiently degraded. A wide variety of parameters could lead to a defective 

synthesis of lipid linked oligosaccharides and thus in mammalian cells, Mans- and Man5GicNAc2 derived species were 

often recovered onto newly synthesized glycoproteins. However, the degradation of glycoproteins bearing these two 

species had never been studied. 

We used a CHO cell line lacking Glc-P-Dol dependent glucosyltransferase 1 to generate various proportions of Man5-

and MangGicNAc2 populations onto newly synthesized glycoproteins. By studying the structure of the soluble 

oligomannosides originating from the degradation of glycoproteins, we demonstrated the presence of a higher proportion 

of soluble oligomannosides originating from truncated glycans demonstrating that glycoproteins bearing Man5GicNAc2 

glycans are preferentialy degraded. 
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INTRODUCTION 

The N-glycosylation process is characterized by the transfer "en bloc• of a preassembled oligosaccharide onto a nascent 

protein. According to the specificity of the oligosaccharyltransferase, it has been demonstrated in vitro that a wide variety 

of assembly intermediates GIC(0-3)Man{o-9)GicNAc2-PP-Dol can serve as the donor substrate for N-linked glycosylation [1]. 

ln vivo, Gilmore and coworkers have determined that oligosaccharyltransferase shows a preference for the full length 

oligosaccharide substrate [2]. 

Once transferred onto proteins, the N-linked oligosaccharides play a role of information carrier in the quality control 

mechanism of N-glycoproteins in the endoplasmic reticulum (ER). lndeed, monoglucosylated oligosaccharides 

generated either after sequential action of glucosidase 1 and Il or by the soluble UDP-Gic glycoprotein 

glucosyltransferase (UGGT), can be ligands for molecular lectin-like chaperones calnexin or calreticulin until proper 

folding of N-glycoproteins [3, 4]. 

Concerning N-glycoproteins th at fail to acquire a correct folding, a MansGicNAc2 species is generated by an ER a 1 ,2-

mannosidase probably the ER mannosidase 1 and constitutes a putative degradation signal [5]. Recently, Frenkel et al., 

[6] demonstrated that the degradation of unstable N-glycoproteins accumulated in a rough ER subcompartrnent (QG 

compartrnent) involves sugar chain trimming to Man{6-5)GicNAc2 species. Furthermore, by using mutant cell line 

synthesizing truncated Man5GicNAc2 Ermonval et al., [7] demonstrated that the degradation of a soluble form of 

ribophorin 1 required the formation of Man4GicNAc2 species. After the trimming of mannose residues, these misfolded N

glycoproteins are then degraded by a specifie pathway named ERAD for Endoplasmic Reticulum Associated 

Degradation. This pathway involves a deglycosylation step located in the cytosol and the soluble oligomannosides 

released by this process were then submitted to the action of a DIM sensitive cytosolic mannosidase [8]1eading to the 

formation of a specifie Man5GicNAc1 isomer [9] before entering in the lysosomal compartment [10]. 

Thus, it appears that at !east three oligomannoside structures can be involved as degradation signal for ERAD 

(MansGicNAc2 and MansGicNAc2 for glycoproteins bearing Mang species and Man4GicNAc2 for glycoproteins bearing 

Man5 species). However, this has been observed by using different celllines. So we decided to study the degradation of 

N-glycoproteins when these oligomannoside structures are bath transferred onto newty synthesized glycoproteins in a 

same cellline. 
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Using Ml8-5 cellline which is not able to synthesize glucosylated lipid linked oligosaccharides (LLO), but in which UGGT 

remains active, we show that non glucosylated MansGicNAc2-PP-Dol could be efficiently transferred onto glycoproteins. 

ln contrast to what has been observed in vitro, MansGicNAc2 species bound to glycoproteins was efficiently glucosylated. 

By studying the degradation process as revealed by the structure of the released soluble oligomannosides, we 

demonstrated that glycoproteins bearing Mans population are preferentially degraded compared to glycoproteins bearing 

Mans population. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Materials 

[2-3H] mannose (429 Gbq/mmol) was from Amersham (Little Chalfont, Bucks U.K.). Trypsin and castanospermine were 

from Sigma. Kifunensine and DIM were from ICN, Orsay, France. Peptide N-glycanase F (PNGase F) was from Biolabs 

(USA). 13-galactosidase (isolated from Jack bean), 13-hexosaminidase (isolated from Jack bean) were from Oxford 

GlycoSystems (Abingdon, UK). Glucosidase Il purified from rat liver was a generous gift from Dr T. Butters Oxford 

Glycobiology lnstitute, University of Oxford, U.K. 

Cell culture 

The Glc-P-Dol dependent glucosyltransferase 1 deficient mutant CHO cellline (MI8-5) was a gift of Dr. S.S. Krag (Johns 

Hopkins University, Baltimore, USA). This cellline was grown in the a-minimal essential medium (a-MEM) (Gibco BRL) 

supplemented with 10% (v/v) of fe tai calf serum, at 34 oc under 5% C02. 

Metabolic labelling of oligosaccharides and chase experiments 

For this purpose, Ml8-5 cells were routinely grown in 10 cm Petri dishes. Cells were preincubated at low glucose 

concentration (0.175 mM) for different times and then metabolically labeled for 1 h with 100 j..tCi/ml (41JM) of [2-3H] Man 

at the same glucose concentration. For chase experiments, the radioactive culture medium was replaced by a-MEM 

containing the physiological glucose concentration (5mM) supplemented with 5 mM Man. When used, kifunensine 

(201JM) and DIM (1mM) were present throughout the experiment (preincubation, pulse and chase). Sequential extraction 

and purification of oligosaccharide material were achieved as previously described [9]. 

Analysis of oligosaccharide material and glycosidase treatments 

Soluble oligomannoside fractions obtained after the sequential extraction were desalted on Biogel P2 eluted with a 5% 

(v/v) acetic acid in solution. Glycoprotein fractions obtained at the end of the sequential extraction were digested by 

trypsin (1 mg/ml) in 0.1 M ammonium bicarbonate buffer pH 7.9 overnight at room temperature. Glycopeptides were then 

treated with 0.5 unit of peptide-N-glycanase F (PNGase F) in a 50 mM phosphate buffer pH 7.2 for 4 h to release 

oligosaccharides. Concerning the lipid linked oligosaccharides (LLO), the oligosaccharide moieties were released by 
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mild acid treatment (0.1 M HCI in tetrahydrofuran) for 2 h at 50°C. The different oligosaccharide fractions were 

subsequently desalted on a Biogel P2 eluted with a 5% (v/v) acetic acid solution. Analysis were performed by HPLC on 

an amino-derivatized Asahipak NH2P-50 (250 mm x 4.6 mm) column (Asahi, Kawasaki-ku, Japan) with a solvent system 

of acetonitrile/water from 70:30 (v/v) to 50:50 (v/v) at a flow rate of 1 ml/min over 90 min. Oligomannosides were 

identified on the basis of their retention times compared to well-defined standards [11]. Elution of the radiolabeled 

oligosaccharides was monitored by continuous-flow detection of the radioactivity with a flo-one f3 detector (Packard, 

France). 

For the sequential glycosidase treatrnents, oligosaccharides released after PNGase digestion were first dissolved in 2 M 

acetic acid and hydrolysis was carried out at aooc during 2 h to release sialyl residues. Incubation with 0.1 U of 

f3-galactosidase was performed in 20 ~Lof 100 mM sodium acetate buffer, pH 3.5 overnight at 3rC. Then 0.1 U of 

f3-hexosaminidase was added for an additional overnight incubation. The incubation mixture was then analyzed by 

HPLC. 
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RESULTS 

Synthesis and transfer of Man5GicNAc2 species in MIS-5 cellline 

We have previously demonstrated that MIB-5 CHO cells are deficient in Glc-P-Dol dependent glucosyltransferase 1 and 

that the glycans transferred onto glycoproteins are thus non glucosylated [12]. By using incubation with labeled mannose 

at low glucose concentration (0.175mM Glc), we currently observed that MansGicNAc2-PP-Dol, an intermediate in the 

formation of MangGicNAc2-PP-Dol, was transferred onto glycoprotein acceptors (Fig 1, panels A and E). Recently, 

Shang et al., [13] described that when cells were preincubated at low glucose concentration, the truncated LLO were 

extended as a consequence of UPR activation. To obtain various proportions of Mans and Mang species onto newly 

synthesized glycoproteins, MIB-5 cells were preincubated up to 120 min at low glucose concentration (0.175mM Glc) and 

incubated with labeled mannose during 60 min. Figure 1 indicates that when the preincubation period was increased, the 

UPR was activated since after 20, 40 and 120 min glucose deprivation, the radioactivity shifted from truncated species 

(Man3GicNAc2-PP-Dol and MansGicNAc2-PP-Dol) to MangGicNAc2-PP-Dol (Fig 1, panels A, Band C). To demonstrate 

that glycans bound to proteins are not the result of modification by processing enzymes, the same experiment was 

performed in the presence of kifunensine, an inhibitor of the demannosylation process. Figure 1 panels D and H, 

revealed that incubation in the presence of 201-JM kifunensine did not affect the proportion of Mans and Mans species 

bound onto LLO and onto glycoproteins. This demonstrates that both populations were transferred with different 

proportions according to the relative abundance of each species present onto LLO (Fig 1, panels E, F and G). 

Dual fate of Man5GicNAc2 species bound to glycoproteins in MIS-5 cellline 

As already described for Ml8-5 cells, the transfer of MangGicNAc2 onto glycoproteins led to the formation of Mana- and 

Glc1MangGicNAc2 since the formation of monoglucosylated glycans by UGGT was not affected in this cell line. ln the 

same manner, the transfer of MansGicNAc2 species was attested onto glycoproteins by three peaks: Man4-, 

MansGicNAc2 and peak X migrating as Glc1MansGicNAc2 (see Fig 1, panels E, F, Gand H). 

To demonstrate that peak X could be the result of the reglucosylation of MansGicNAc2 species, MIB-5 cells were 

metabolically labeled with [2-3H] Man with or without 100 1-Jg/mL of castanospermine an inhibitor of the glucosidases 1 

and Il. ln the presence of castanospermine, the level of Glc1MangGicNAc2 was increased and a similar observation can 

be made for peak X (Fig 2, panels A and 8). Under these conditions, the decreasing amount of MangGicNAc2 and 
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MansGicNAc2 species was correlated with the increasing amount of Glc1MangGicNAc2 and peak X respectively. 

Furthermore, as expected, the peak X and Glc1MangGicNAc2 were totally sensitive to purified glucosidase Il treatment 

giving MansGicNAc2 and MangGicNAc2 species respectively (Fig 2, panel C). Since in Ml8-5 cells, Glc-P-Dol dependent 

glucosyltransferase was not active, the monoglucosylated species detected onto glycoproteins could only originate from 

the action of UGGT. Furthermore, when incubation was performed in the presence of 201-JM kifunensine, the formation of 

Man4 and MansGicNAc2 species was strongly inhibited (Fig 1, panel H). This suggests the involvement of class 1 

mannosidase in these demannosylation processes [14]. 

Fate of glycoproteins bearing Man5- and MangGicNAc2 populations 

According to the preincubation time at low glucose concentration, various proportions of Mans and MangGicNAc2 species 

could be transferred onto proteins. T o obtain an equal distribution of the radioactivity between ManS and Man9 

populations bound to glycoproteins, cells were preincubated during 40 min in 0.175 mM Glc, labeled for 1 h and chased 

in the culture medium (5mM Glc with 5mM Man) during 0, 3 and 6 h. At each ti me, glycans bound to glycoproteins were 

released by PNGase and sequentially treated to release sialic acid, galactose and N-acetylglucosamine residues. As 

previously described [15], the appearance of Man3GicNAc2 species after these treatments revealed the leval of Golgi 

processing. Fig 3 shows that the radioactivity bound to Man3GicNAc2 species increased from 18% of the radioactivity 

after the pulse to 38% of radioactivity after 6 h chase. The formation of complex type could be correlated with the 

decrease of the percentage of radioactivity associated to oligomannoside type glycans mainly Mang population. When 

looking at the end products of the processing, most of the MansGicNAc2 was converted into Man4GicNAc2 in contrast to 

the small amou nt of MansGicNAc2 originating from MangGicNAc2 species. 

ERAD of glycoproteins bearing Man5 and Mang population in Ml8-5 cells 

The N-glycosylation process is accompanied by the release of soluble oligomannosides. At least part of this soluble 

material has been demonstrated to originate from glycoprotein degradation (16, 17] after the quality control mechanism. 

Fig 4, panel A shows the pattern of oligomannosides bound to glycoproteins after 20 min preincubation at 0.175 mM Glc 

followed by 1 h labeling and 1 h chase in a culture medium containing 5mM Glc and 5mM Man. ln these conditions as 

previously described [17], the profile of soluble oligomannosides revealed three major species: Man4GicNAc1, 
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MansGicNAc1 and Glc1MansGicNAc1 (Fig 4, panel 8). The smaller species (from Man3GicNAc1 to Man1GicNAc1) 

correspond to lysosomal degradation of the soluble oligomannosides as previously demonstrated [18]. Since these 

species could be the result of the action of the cytosolic mannosidase [8], the same experiment was performed in the 

presence of OIM to avoid cytosolic demmanosylation of glycans released during the degradation process. Figure 4 panel 

C shows the profile of soluble oligomannosides when the same experiment was performed in the presence of 1 mM OIM. 

Although the pattern of oligosaccharides bound to glycoproteins was not affected by the inhibitor (not shown) Mans and 

Mang populations were recovered in the soluble oligomannoside fraction. However, when compared the pattern of 

soluble oligomannosides to the one obtained with glycans bound to proteins (Fig 4, panels C and A respectively), it 

clearly appears a higher proportion of soluble oligomannosides originating from Mans population than the one originating 

from Mang population. 

However, it has been demonstrated that part of these soluble oligomannosides could originate from hydrolytic activity of 

the oligosaccharyltransferase complex using water as acceptor for the oligosaccharide-PP-Ool donor [19]. Since in Ml8-5 

cells glucosylated oligomannosides were present only onto glycoproteins, Glc1MansGicNAc1 and Glc1MangGicNAc1 can 

be used as marker for glycoprotein degradation. Table 1 shows that the ratio Glc1MansGicNAc1/Gic1MangGicNAc1 

obtained with soluble oligomannosides was two fold more important than the ratio Glc1MansGicNAc2/Gic1MangGicNAc2 

obtained with the glycoproteins pattern. This result indicated that when glycoproteins bearing Mang and Mans 

populations are synthesized in the same cellline, glycoproteins bearing Mans population are more efficiently degraded. 

Furthermore, when various proportions of Mans populations were transferred onto glycoproteins as a result of different 

preincubation time at low Glc concentration, a direct relationship can be observed between the leval of released soluble 

oligomannosides and the proportion of Mans species bound onto the glycoprotein fraction (Fig4, panel 0). 

Glycoproteins bearing only Mang species (0% of Mans population) can be obtained in two ways : either by inducing the 

UPR by an extensive preincubation period at low Glc concentration (this treatrnent produced the extension of 

oligomannosides bound to lipid intermediates) as in Fig 40 (0% of Mans population), or by incubating cells in the culture 

medium (5mM Glc) which considerably lowered the labeling. However, in both cases, the degradation of glycoproteins 

as measured by the ratio radioactivity bound to soluble oligomannosides/ radioactivity bound to glycoproteins is identical 

between 10 and 13%. Concerning the physiological relevance of the incubation conditions used, this result suggests that 

glucose deprivation does not significantly affect the degradation process of glycoproteins. 
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DISCUSSION 

The synthesis of oligomannosides linked to lipid intermediates depends on several cellular and extracellular parameters. 

The glucose concentration in extracellular medium [20], the capacity of the cell to synthesize the different metabolic 

precursors (GOP-Man, UOP-Gic, Man-P-Ool, Glc-P-Ool), and the variations in the level of expression of the various 

glycosytransferases as observed in patients with COG [21, 22] are parameters which can modify the quality of the lipid 

linked oligosaccharide donors. 

However, several mechanisms avoid the transfer of truncated lipid donors especially MansGicNAcz onto proteins, first 

the activation of UPR which promotes the extension of such truncated LLO intermediates to Glc3MangGicNAc2-PP-Ool 

[13] and second, the high turnover rate of lipid donors. These sets of adaptive events concern only the lipid intermediate 

donors but not the glycans bound to the protein moiety. Thus the fate of glycoproteins bearing MansGicNAcz glycans has 

to be envisaged. 

For this, we decided to generate glycoproteins bearing Mans and Mang populations in a same cell type. T o avoid 

preferential transfer of glucosylated species from LLO, we used MIB-5 CHO cells deficient in Glc-P-Ool dependent 

glucosyltransferase 1. As already observed for other celllines [23], the stress induced by a preincubation at low glucose 

concentration leads to a cellular response named UPR, the first level of which was the extension of LLO. According to 

the preincubation time, various proportions of Mans and MangGicNAcz species can be transferred onto proteins. The ER 

processing of these two species has been studied. As expected, Mang species gave Glc1MangGicNAcz which revealed 

the action of UGGT. For MansGicNAcz species, although it has been claimed that UGGT was not active on this species, 

we clearly demonstrated the formation of Glc1MansGicNAcz species. The formation of this species has already been 

observed in mutant cell lines [24, 25]. However, this result indicates that this reglucosylation step was not specifie of 

Man-P-Ool deficient mutant cellline but could be observed when Mang population was present onto newly synthesized 

glycoproteins. Similarly, Mang and Mans species undergo demannosylation reactions. The MansGicNAcz species were 

converted into Man4GicNAcz species unable to be reglucosylated and the MangGicNAcz species could be 

demannosylated first into ManaGicNAcz and for longer chase period to Man6GicNAcz. This species has been observed 

onto resident glycoproteins as demonstrated for ribophorin 1 [26] and for unstable glycoproteins [6]. 

Most of the evidences obtained for the occurrence of degradation signais involved in ERAD have been obtained by 

studying the effect of inhibitors of demannosylation (Kif and dMM) on glycoprotein degradation. As we demonstrated that 
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the glucosylated soluble oligomannosides released during the N-glycosylation process of Ml8-5 originate only from 

glycoprotein degradation [17], we compared the ratio Glc1Man&'Gic1Mans species on glycoproteins and on the soluble 

oligomannoside fractions in experiments performed in the presence of DIM an inhibitor of the cytosolic mannosidase. We 

observed that glycoproteins bearing Man5 population were more efficiently degraded (2 fold) than glycoproteins bearing 

Mans population. lt has to be noted that the release of the glucosylated species was accompanied by the release of 

Mane-5GicNAc1 and Man4GicNAc1 which are putative degradation signais for glycoproteins bearing Mans and Man5 

populations respectively. As we took into account only monoglucosylated species, the degradation of Man5 population 

was probably under evaluated. 

We have already mentionned [27] that the lev~l of soluble oligomannosides released during the N-glycosylation process 

was higher in Man-P-Ool deficient cell lines than in wild type cells able to elongate their lipid intermediates. We also 

demonstrated that the pattern of these oligomannosides was related to the pattern of the glycans bound to the newly 

synthesized glycoproteins [18]. We demonstrated here that when Man5GicNAc2 oligosaccharides are transferred onto 

glycoproteins in cells able to synthesize and transfer MangGicNAc2. the glycoproteins bearing these truncated glycans 

are preferentially degraded. lt means that the mechanism of degradation discovered in mutant cells was also used by 

normal cells. 
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Tablel 

Radioactivity bound to Glc1Mans and Glc1Mansspecies during chase experiments in Ml8-5 cells 

in presence of 1 mM DIM 

Ml8-5 cells in presence of 1 mM DIM were pulsed for 1 h and chased in the culture medium containing 5mM Glc and 

5mM Man for 1 h after 20 min preincubation in 0.175 mM Glc. Cells were then submitted to the sequential extraction 

procedure. The radioactivity bound to Glc1 Mans and Glc1 Mang species was measured after counting of the glycoprotein 

and the soluble oligomannoside fractions taking into account the percentage of these species as determined by HPLC. 

Glc1Mans species Glc1Mans species Ratio Glc1Mans species/ 

(DPM)* (DPM)* Glc1Mans species 

113512 127650 0,88 

Glycoprotein fraction 114070 134000 0,85 

114418 134350 0,85 

14520 7100 2,04 
Soluble oligomannoside released 

13250 8206 1,61 
during the chase experiment 

13510 8214 1,64 

* Values of three different experiments 
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Figure 1: HPLC analysis of LLO and oligomannoside species bound to newly synthesized glycoproteins 
during glucose deprivation of MIS-5 cells. 

Ml8-5cellswere preincubated in 0.175mM Glc during 20,40 and 120min and then pulsed during 1h with [2-3H] Man 
in the same culture medium. Cells were then submitted to the sequential extra::tion prœedure. Oligomannosides 
bound to LLO (Panels A B, C and D) and to glycoproteins (Panels E, F, G and H) were analyzed by HPLC as 
de~ribed under experimental proced:Jres.Panels D and H correspond to the pattern of oligomannosides brund to 
LLO and to glycoproteins respecti\.elywhen the incuba1ion was performed in the preœnce of 20 1-1M Kif after a 20 min 
preincubalim. 
G1M9 indicates oligomannosides containing one glucose, nine mannose and two N-a::etyl glucosamine residues. M3, 
M4, MS, MS and MS indicate otigomannosides crntaining 3,4,5,8 and 9 mannose residues and two N-acetyl 
glucosamine res dues, resp~tively. X indicates an unidentified peak. 
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Figure 2: Reglucosylation of Mans- and MansGicNAc2 species in MIS-5 cells. 

MIB-5 cells were preincubated during 20 min in the presence of 0.175 mM Glc and pulse- labeled wth [2-3H] Man 
during 1 h without (Panel PJ or with 100 !Jg/ml castano~permine (Panel B). After incubation and sequential extraction, 
oligomannosidesbound toglycoproteinswere anatyzed byHPLC as described in experimental procedures. Panel C 
displays the HPLC chromatogram of oligomannosides obtained after incubation with puri fied glucosdase Il. 
G1M9 indicates oligornannosides containing one glucose, nine mannose and two N-acetyi glucosamine residues. M4, 
M5, M8 and M9 indicate oligomannosidescontaining 4, 5, 8 and 9 mamose residues and two N-acet~ glucosamine 
residues, respectively. X indicates an unidentified peak. 
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Figure 3: Evolution ofMangand Mans populations bound to proteins during a pulse-chase experiment. 

M 18-5 CHO cells were pulse lébeled with [2-3H] Man for 1 h after 40 min of preincubatim in 0.175 mM Glc (fOh) and 
chased in a culh.Jre medium cantaing 5mM Glc and 5mM Man du ring 3 and 6 h (f3h and T6h re!l>ecfi'vely). After the 
pulse and chase, cells were submitted to the sequential extraction prœedure. Gl~ans were releaœd from the 
gl~oprotein fraction by the actim of PNGase. Glycans \Nere th en analyzed by H PLC after mild acid treatrnent and 
sequential actim of (3-galactosidase and f3-hexosaminidaœ as described under Experimental procedures section. 
M3,M4,M5,M6,M7,M8,M9 indicated digomannosides with 3,4,5,6,7,8 and 9 mannose readues and two N-acetyi 
glucosamine resdues at the reducing end. G1M5 indicates ofigomannosdes IMth five mannose, two N-acetyi 
glucosamine at the reducing end and one glucose res dues respecti\ely. G1 M9 indicates digomannosides with one 
glucoœ residue and ni ne mannose and two N-acet~ glucosamine res dues at the reducing end. 
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Figure 4: Pattern of oligomannosides released by Ml~5 
CHO cells du ring the N-glycosylation process . 

MIS-5 cells were pulsed br 1 h ater 20 min preincubation in 
0.175 mM Glc and chased br 1 h in a culture medium 
con1aining 5mM Glc and 5mM Man in Ile presence (Panel C) 
or in Ile absence of 1 mM DIM (Panels A and 8). Cells were 
llen submited b Ile sequentiel ex1racfion procedure. 
Glycoproleins were extacted and glycans species were 
analyzed by HPLC (Panel A).The soluble oligomannoside 
maerial was purified and analyzed by HPLC in absence of 
DIM (Panel 8) or in presence of DIM (Panel C). Panel D 
shows Ile relationship beb.veen Ile radioactivily bound b 
soluble oligomannoside maerial and Ile proportion of Mans 
species (Man4-, Mans- and Glc1MansGicNA02) 1ransferred 
onlo glycoproeins. These various proportions were ob1ained 
by using difurent preincubation times in 0.175 mM Glc 
before Ile 1 h pulse (tom 120 min preincubation br 0% 
Man5 species b 20 min preincubation for 50% Man5 
species). 
OS: Soluble Oligomannosides. M4, M5 ,M6 ,M7 ,MS ,M9 
indicaed oligomannosides wi1h 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9 
mannose residues and b.vo N-acelyl glucosamine residues at 
1he reducing end. G1 M5 indicaes oligomannosides will fiVe 
mannose, b.vo N-acelyl glucosamine at fle reducing end and 
one glucose residues respectively. G1M9 indicaes 
oligomannosides with one glucose residue and nine 
mannose and lwo N-acelyl glucosamine residues at Ile 
reducing end. M4Gn1, M5Gn1, M6Gn1, M7Gn1, M8Gn1, and 
M9Gn1 indicaed oligomannosides wilh 4, 5, 6, 7, 8, 9 
mannose residues and one GleNAc residue at 1he reducing 
end. G1M5Gn1 and G1M9Gn1 indicaed oligomannosides 
will one glucose residue, fiVe or nine mannose residues and 
one GleNAc residue at the reducing end. 
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Discussion 

Afin de comparer la dégradation des 

glycoprotéines portant une population glycannique à 

Man5GicNAc2 et MangGicNAc2, nous avons généré au 

sein d'un même RE, des proportions variables de ces 

deux populations glycoprotéiques. En prenant comme 

témoin de la dégradation des glycoprotéines, les 

oligomannosides solubles (OS) retrouvés dans le 

cytoplasme, nous avons démontré que la population 

glycoprotéique à Man5GicNAc2 était préférentiellement 

dégradée par rapport à celle à MangGicNAc2. 

Les oligosaccharides solubles, retrouvés dans le 

cytoplasme et possédant un seul résidu 

d' N-acétylglucosamine à leur extrémité réductrice 

(OSGn1), peuvent avoir une double origine: 

1- Ils peuvent être les produits de la 

Cytoplasme 

Article 1 

dégradation des glycoprotéines néosynthétisées par 

I'ERAD (Voie 1 de la figure 27). 

2-lls peuvent provenir de l'activité hydrolytique 

de l'oligosaccharyltransférase (Voie 2 de la figure 27). 

Cette activité, qui génère au niveau de la lumière 

du RE, des OS possédant deux résidus 

d'N-acétylglucosamine à leur extrémité réductrice 

(OSGn2), rejoignent le cytoplasme où ils sont 

transformés par l'activité chitobiase en OSGn1, se 

surajoutant ainsi à ceux issus de la dégradation des 

glycoprotéines (Kmiécik et al., 1995; Moore et al., 

1995) (Figure 27). 

Pour cette étude, afin de distinguer, la part 

respective du matériel oligosaccharidique soluble 

provenant de la dégradation de celle provenant du 

transfert sur l'eau, nous avons pris comme témoin de la 

Et)osGn1 

Chitobias;}; 

.Â Glucose 0 Mannose • GleNAc OST: Oligosaccharyltransférase 

Figure 27: Double origine des OSGn1. 
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dégradation des glycoprotéines, les OS 

monoglucosylés. Etant donné que les cellules Ml8-5 

sont déficientes en Glc-P-Dol transférase, ces espèces 

ne peuvent donc provenir que de la dégradation des 

glycoprotéines. 

Pour étudier l'apparition d'oligomannosides 

solubles monoglucosylés, nous avons d'abord 

démontré que la population glycoprotéique à 

Man5GicNAc2 pouvait aussi efficacement être 

reglucosylée que celle à MangGicNAc2 (Article 1, figure 

2), puis nous avons inhibé la mannosidase cytosolique 

par le DIM. Ainsi, dans ces conditions, l'analyse du 

matériel oligosaccharidique soluble nous a permis de 

montrer: 

• que la population glycoprotéique à 

Man5GicNAc2 est préférentiellement dégradée par 

rapport à celle à MangGicNAc2 (le rapport 

Glc1Man&'Gic1Mang étant plus élevé pour les produits 

de dégradation (OS) que pour les glycoprotéines), 

+ que les populations d'oligosaccharides 

solubles sont strictement identiques à celles retrouvées 

sur les glycoprotéines. 

Ce dernier point, suggère fortement que la quasi 

totalité du matériel oligosaccharidique présent dans les 

cellules Ml8-5, provient de la dégradation cytosolique 

des glycoprotéines. Ceci a déjà été observé pour 

d'autres mutants de glycosylation transférant sur les 

protéines des glycannes tronqués (Duvet et al., 1998). 

Compte tenu des connaissances actuelles concernant 

l'implication de la structure glycannique dans le 

processus de mise en conformation des glycoprotéines, 

il est concevable d'imaginer que la présence de 

glycannes tronqués puisse perturber l'étape de mise en 

conformation des glycoprotéines et favoriser ainsi le 

processus de dégradation des glycoprotéines via 

I'ERAD. 
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Si l'efficacité du contrôle qualité sur les 

glycoprotéines possédant des glycannes de type 

MangGicNAc2 est bien démontrée, l'efficacité du 

contrôle qualité sur des glycoprotéines portant des 

glycannes de type Man5GicNAc2 reste encore très 

controversée. 

1. Contrôle qualité des glycoprotéines portant des 

glycannes de type Man5GicNAc2 

Afin de prouver que la population glycoprotéique à 

Man5GicNAc2 pouvait subir un contrôle qualité efficace, 

nous avons cherché à démontrer les trois points 

suivants: 

+ la reglucosylation du Man5GicNAc2 par I'UGGT, 

+ la déglucosylation du Glc1Man5GicNAc2, 

• l'association à la calnexine des glycoprotéines de 

type Glc1Man5GicNAc2. 

1.1 La reglucosylation 

Dans l'article précédent, nos résultats ont montré 

que les glycoprotéines portant des glycannes tronqués 

de type Man5GicNAc2, pouvaient subir l'action de 

I'UGGT, suggérant qu'in vivo, cette enzyme était aussi 

active sur la population glycoprotéique à Man5GicNAc2 

que sur celle à MangGicNAc2 (Article 1, figure 2). 

Pour étudier les deux points restants, nous avons 

utilisé les cellules B3F7 qui sont déficientes en Man-P

Ool synthase. 

1.2 La déglucosylation 

Afin de démontrer que l'étape de déglucosylation 

pouvait s'effectuer in vivo, nous avons réalisé, en 

utilisant les cellules B3F7, un marquage métabolique 
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Figure 29: Dég/ucosy/ation de 1 'espèce Glc1Man5GicNAc2 

Après un marquage d '1h des cellules B3F7 au 2-PHJMan en présence de 20j.JM de kifunensine (Panel A), les 
cellules ont été ensuite perméabilisées avec la digitonine puis soumis à une expérience de chasse métabolique 
pour 30 min et 1h (Panels B et C). Après la perméabilisation, les différentes espèces oligiosaccharidiques 
libérées des protéines ont été analysés par HPLC. 
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Figure 30: Association des glycoprotéines portant du G/c1 Man5GicNAc2 avec la caine xi ne 

Les cellules Pro-5 et B3F7 sont marquées pendant 30 min avec 1001JCi/mL de r5s]Met en présence et en 
absence de 1001Jg/mL de castanospermine. Après le marquage, les cellules sont lavées puis lysées. Le lysat 
est ensuite soumis à une immunoprécipitation avec un anticorps anti-calnexine. Les glycoprotéines marquées 
sont séparées pas SOS-PAGE puis analysées à 1 'aide d'un Phosphor Imager. 

* Glycoprotéine dont 1 'interaction avec la calnexine est inhibée en présence de castanospermine (Cst +). 
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Résultats 

d'une heure avec du mannose tritié en présence de 

kifunensine (un inhibiteur de mannosidases de classe 

1). Pour empêcher des interférences possibles avec le 

processus de dégradation ou de sécrétion, les cellules 

ont été perméabilisées par la digitonine afin de bloquer 

le trafic intracellulaire (Piutner et al., 1992). Après le 

marquage suivi de la perméabilisation, une chasse a 

été réalisée pendant 30 et 60 minutes. Les glycannes 

liés aux glycoprotéines ont été analysés par HPLC. Les 

profils obtenus sont représentés dans la figure 28. 

On observe très nettement, pendant la chasse, la 

déglucosylation des espèces Glc1Man5GicNAc2 et 

Glc2Man5GicNAc2 produites durant le marquage. La 

radioactivité, liée aux espèces glucosylées est d'ailleurs 

entièrement retrouvée dans le Man5GicNAc2, prouvant 

ainsi que les glycoprotéines portant des glycannes 

tronqués monoglucosylés peuvent, in vivo, être 

déglucosylés vraisemblablement par la glucosidase Il. 

1.3 L'association à la calnexine 

Etant donné que l'étape de reglucosylation des 

glycoprotéines est intimement impliquée dans la 

reconnaissance par la calnexine, nous avons étudié, in 

vivo, l'association des glycoprotéines portant des 

glycannes monoglucosylés de type Glc1Man5GicNAc2 

avec la calnexine, selon la méthode de Ou et al., 

(1993). Pour cela, les cellules B3F7 et Pro-5 (cellules 

parentales des B3F7) ont été marquées pendant 30 

minutes avec de la méthionine P5S], après une 

préincubation de 12 heures en présence et en absence 

de 1001-JglmL de castanospermine. Ensuite, le lysat 

cellulaire a été soumis à une immunoprécipitation avec 

des anticorps anti-calnexine. Les glycoprotéines 

marquées ont été séparées par SOS-PAGE, puis 

analysées par autoradiographie. L'autoradiogramme 

est représenté dans la figure 29. 
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Les résultats obtenus montrent ici que 70% de la 

radioactivité liée à la calnexine n'est pas retrouvée 

lorsque les cellules Pro-5 et B3F7 subissent une 

préincubation avec la castanospermine. Ceci suggère 

donc que les glycoprotéines portant des glycannes de 

type Glc1Man5GicNAc2 peuvent, in vivo, s'associer à la 

calnexine. 

Ainsi, contrairement à ce qui était admis, nos 

résultats tendent à prouver que les glycoprotéines 

portant des glycannes tronqués de type Man5GicNAc2 

peuvent, au même titre que celles portant des 

glycannes de type MangGicNAc2, subir un véritable 

contrôle qualité, incluant un cycle de glucosylation

déglucosylation et une association à la calnexine. 

Comme nous l'avons noté au cours des 

généralités, la présence de glycoprotéines portant des 

glycannes de type Man5GicNAc2 active le premier 

niveau de I'UPR. Cependant, lorsque nous avons 

entrepris ces travaux, la relation entre la qualité du 

glycanne et l'activation de cette réponse n'était pas 

évidente chez les mammifères. C'est l'étude de I'UPR 

dans les cellules mutantes de glycosylation B3F7 qui 

nous a permis de préciser l'implication de la structure 

du glycanne dans le déclenchement de cette réponse. 

Cette étude a fait l'objet d'un article paru dans 

Biochemical Journal et intitulé : « The unfolded 

protein response in a dolichyl phosphate mannose

deficient Chinese hamster ovary cell line points out 

the key role of a demannosylation step in the 

quality control mechanism of N-glycoproteins ». 
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Discussion 

Au cours de ce travail, nous avons démontré que 

les cellules B3F7 étaient constitutivement en UPR et 

avons mis en évidence, l'implication d'une étape de 

démannosylation dans le contrôle qualité des 

glycoprotéines à Man5GicNAc2. L'hypothèse à laquelle 

nous arrivons est résumée dans la figure 30. 

En absence de kifunensine (-Kif), l'action d'une 

n1 ,2 mannosidase de classe 1 génère une population 

glycoprotéique de type Man4GicNAc2, qui ne peut plus 

être glucosylée, et qui soustrait ainsi les glycoprotéines 

synthétisées au contrôle qualité. Le taux de 

glycoprotéines mal conformées va augmenter dans la 

lumière du RE, déclenchant ainsi la réponse UPR. 

En présence de kifunensine (+Kif), l'inhibition de 

Cytoplasme 

Article2 

cette mannosidase favorise le contrôle qualité des 

glycoprotéines ce qui entraîne une diminution de la 

proportion de glycoprotéines mal conformées au niveau 

de la lumière du RE, une diminution du niveau de 

I'UPR, ainsi qu'une augmentation de la sécrétion des 

glycoprotéines. 

Dans cette étude, se pose donc la question de la 

nature de cette n1 ,2-mannosidase de classe 1. 

Potentiellement, trois mannosidases sont susceptibles 

de remplir cette fonction : la ER mannosidase 1, la 

Mang-mannosidase et la mannosidase 1 golgienne. 

Etant donné, que la transformation Man5GicNAc2 en 

Man4GicNAc2 est maintenue pour des glycoprotéines 

strictement résidentes de la lumière du RE, l'hypothèse 

de la mannosidase 1 golgienne semble peu probable 

(Duvet et al., 2000). 

0 Mannose • GleNAc 
UGGT: UDP-Gic glycoprotéine glucosyltransférase 
CNX : Calnexine Kif: Kifunensine 

Figure 31: Rôle clé de 1 'étape de démannosy/ation dans 1 'activation de 1 'UPR dans /es cellules B3F7. 

79 



Biochem. J. (2002) 362, 491-498 (Prinled in Great Britain) 491 

The unfolded protein response in a dolichyl phosphate mannose-deficient 
Chinese hamster ovary cell line points out the key role of a 
demannosylation step in the quality-control mechanism of N-glycoproteins 
François FOULQUIER, Anne HARDUIN-LEPERS, Sandrine DUVET, Ingrid MARCHAL, Anne Marie MIR, Philippe DELANNOY, 
Frédéric CHIRAT and René CACAN1 

Laboratoire de Chimie Biologique, CNRS-UMR 8576, Université des Sciences et Technologies de Ulle, F-59655 Villeneuve d'Ascq Cédex, France 

The CHO (Chinese hamster ovary) glycosylation mutant cellline, 
B3F7, transfers the truncated glycan Glc

3
Man

5
GlcNAc

2 
on to 

nascent proteins. After deglucosylation, the resulting Man, 
GlcNAc2 glycan is subjected to two reciprocal enzymic processes: 
the action of an endoplasmic-reticulum (ER) kifunensine
sensitive a:1,2-mannosidase activity to yield a Man4 GlcNAc2 

glycan, and the reglucosylation involved in the quality-control 
system which ensures that only correctly folded glycoproteins 
leave the ER. We show that the recombinant secreted alkaline 
phosphatase (SeAP) produced in stahly transfected B3F7 cells, is 
co-immunoprecipitated with the GRP78 (glucose-regulated pro
tein 78), a protein marker of the unfolded protein response 

INTRODUCTION 

The normal process of N-glycosylation corresponds to the 
transfer en bloc of the Glc3Man9GlcNAc2 oligosaccharide chain 
on an asparagine residue of a nascent protein. This process takes 
place in the endoplasmic reticulum (ER) in which newly synthe
sized glycoproteins encounter a favourable folding environment, 
essential for the acquisition of their biological properties. This 
environment comprises enzymes [e.g. the peptidyl disulphide
isomerase (PDI)], molecular chaperones including GRP78 (glu
cose-regulated protein 78) and lectin-like chaperones such as 
calnexin (CNX) or calreticulin (CRT) [1]. Moreover, a quality
control system which ens ures that only the correctly folded glyco
proteins leave the ER is mediated by the soluble UDP-Glc: 
glycoprotein glucosyltransferase (UGGT) and glucosidase II, 
resident of the ER. This fust enzyme recognizes hydrophobie 
patches on incorrectly folded or unassembled glycoproteins and, 
as a consequence, adds a glucose residue on the outermost 
mannose residue of the a:1,3 arm of oligomannoside glycans. 
Resulting monoglucosylated glycoproteins can then interact 
specifically with molecular chaperones CNX or CRT in a folding 
complex with ERp57 (a PDI-like protein) in order to correct 
their folding. The removal of the glucose residue by glucosidase 
II allows the release of glycoproteins from the folding complex. 
UGGT, which serves as a folding sensor, detects the still 
misfolded glycoproteins which undergo a new gluco-degluco 
cycle (for a review, see [2]). Finally, the glycoproteins that fail to 
acquire a correct folding are directed into the ER-associated 
degradation (ERAD) pathway [3]. An ER a:1,2-mannosidase, 
probably the ER mannosidase 1, has been shown to play a 

(UPR). The leve! of GRP78 transcription has been evaluated by 
reverse transcription-PCR (RT-PCR) and we demonstrate that 
B3F7 cells present a constitutively higher leve! of UPR in the 
absence ofinductors, compared with Pro-• cells. Interestingly, a 
decrease was observed in the UPR and an increase in SeAP 
secretion in the kifunensine-treated B3F7 cells. Altogether, 
these data highlight the relationships between the glycan struc
ture, the quality control system and the UPR. Moreover, they 
support the idea that a specifie demannosylation step is a key 
event of the glycoprotein quality control in B3F7 cells. 

Key words: mannosidase activity, N-glycosylation. 

pivotai role in this pathway [4-7]. However, there is very little 
information concerning the relationships between the glycan 
structure, the quality-control system and the secretion of correct! y 
folded glycoproteins [8]. 

Accumulation of unfolded proteins in the ER lumen induces a 
specifie response named UPR (unfolded protein response) [9]. 
This response leads to the transcriptional activation of numero us 
genes (more than 350 in yeast), most of which encode factors 
involved in the folding process, such as molecular chaperones or 
folding enzymes [10], and also in the ERAD process [11,12]. 

The relationships between the glycan structure and the UPR 
have been well documented in yeast. lndeed, it has been shown 
in sorne glycosylation mutants which transfer truncated glycans 
on to their nascent glycoproteins that an UPR was triggered in 
the absence of exogenous stimuli [13]. Converse! y, direct relation
ships between glycan structure and UPR have never been 
demonstrated in mammalian cells, since the appearance of 
truncated glycan chains on glycoproteins was always the result 
of exogenous stimulations such as long-term glucose starvation, 
or the use of inhibitors of either glycosylation (tunicamycin) or 
glycan processing (e.g. castanospermine) [14]. 

In the dolichyl phosphate mannose (Dol-P-Man)-deficient 
Chinese hamster ovary (CHO) mutant cellline B3F7, a truncated 
Glc3Man5GlcNAc2 oligosaccharide is transferred on to nascent 
protein chains [15]. Indeed, the newly transferred Glc3Man5 

GlcNAc
2 

(Glca:1-2Glca:1-3Glca1-3Mana:1-2Mana:l-2Mana:l-3 
[Mana:1-6]ManP1-4GlcNAcp1-4GlcNAc) is rapidly trimmed by 
glucosidases 1 and II [16]. We have recently demonstrated 
that the generated Man5GlcNAc2 glycans can be either regluco
sylated to yield Glc,Man5GlcNAc2, which is able to interact 

Abbreviations used: Ap-Ab, antiserum against human placenta! alkaline phosphatase; CHO, Chinese hamster ovary; CNX, calnexin; CRT, 
calreticulin; Doi-P-Man, dolichyl phosphate mannose; ER, endoplasmic reticulum; ERAD, endoplasmic-reticulum-associated degradation; GRP78, 
glucose-regulated protein 78; «-MEM, «-minimal essential medium; PDI, peptidyl disulphide-isomerase; PNGase F, peptide N-glycanase F; pNPP, 
p-nitrophenyl phosphate; PTA, phosphotungstic acid; SeAP, secreted alkaline phosphatase; UGGT, UDP-Gic:glycoprotein glucosyltransferase; UPR, 
unfolded protein response. 

1 To whom correspondance should be addressed (e-mail Rene.Cacan@univ-lille1.fr). 
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Scheme 1 Processing of oligomannoside bound to glycoproteins in B3F7 
cells 

ln the Doi-P-Man-deficient CHO œllline 83F7, the truncated Glc3MaflsGicNAc2 oligosaccharide 
which is transferred en bloc on to nascent proteins is rapidly deglucosylated to yield the 
MaflsGicNAc2 glycan. This glycan structure undergoes two reciprocal enzymic actions: (i) the 
action of a kifunensine-sensitive ER œ1 ,2-mannosidase aclivity to generale the Man4GicNAc2 
glycan which cannat be further reglucosylated, and ~i) the reglucosylation by the UGGT 
ta generale Glc,Man5GicNAc2 glycans involved in the quality control system. t•. GleNAc; 
e. Man; ~. Glc and UGGn. 

with calnexin [17,18], or are the substrate of a kifunensine
sensitive ER al,2-mannosidase activity yielding Man4GlcNAc2 

glycans, unable to be reglucosylated [19) (see Scheme 1 ). 
In the present paper we show that, in these glycosylation 

mutant CHO B3F7 cells, the UPR is constitutively activated 
compared with the parental CHO cellline, Pro-5

• More interes
tingly, we demonstrate that, in kifunensine-treated B3F7 cells, 
the leve! of the UPR was decreased and the secretion of 
glycoproteins increased. 

EXPERIMENTAL 

Materials 

[2-"H)Mannose (429 GBqjmmol) and radioactive [35S)MetjCys 
mixture (Promix; 37 TBqjml,1000 Cifmol) were from Amer
sham (Little Chalfont, Bucks., U.K.). Trypsin and p-nitrophenyl 
phosphate ta blets (pNPP) were from Sigma. Peptide N-glycanase 
F (PNGase F) was from New England Biolabs, Beverley, MA, 
U.S.A., Kifunensine was from ICN, Orsay, France, and protease
inhibitor-cocktail tablets were from Roche Diagnostics Gmbh, 
Mannheim, Germany and the a1,2-mannosidase (from Asper
gillus saitoï) was from Glyko, Novato, CA, U.S.A. Promega, 
Charbonière-les-bains, France, supplied dNTPs. Polyclonal anti
serum against human placenta! alkaline phosphatase (AP-Ab) 
was purchased from Dako, Glostrup, Denmark, and was coupled 
directly to Protein A-Sepharose CL4B beads (Pharmacia). Poly
clonal antibody against GRP78 was from Stressgen, Biotech
nologies Corp., Victoria, BC, Canada. Goat anti-rabbit lgG 
conjugated to horseradish peroxidase was from Dako, Glostrup, 
Denmark. Hi-Taq DNA polymerase and RNeasy Mini Kit were 
from Qiagen GmbH, Hilden, Germany, and First-strand eDNA 
synthesis kit was from Amersham Pharmacia Biotech. The 
oligonucleotide primers were synthesized and purified from 
Eurogentec, Liège, Belgium. 

Cell culture 

The Dol-P-Man synthase-deficient mutant CHO cellline (B3F7), 
derived from parental Pro-5 (proline auxotroph) CHO cellline 
was a gift from Dr S. S. Krag (Biochemistry Department, School 
of Hygiene and Public Health, Johns Hopkins University, 
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Baltimore, U.S.A.). The AP2-1 cellline was derived from the 
B3F7 cellline, which was stahly transfected by electroporation 
with plasmid pBC12RSVSeAP encoding a secreted truncated 
form of human placenta! alkaline phosphatase (SeAP) [18]. The 
MadiA214 cell line was a gift from Dr Myriam Ermonval 
(Institut Pasteur, Paris, France), the Mi8-5 cellline was a gift of 
Dr S. S. Krag and the Lec23 cellline was a gift from Dr Pamela 
Stanley (Department ofCell Biology, Albert Einstein College of 
Medicine, New York, U.S.A.). Ail these celllines were grown in 
the a-minimal essential medium (a-MEM) (Gibco BRL) sup
plemented with 10% (v fv) fetal-calf serum, at 34 oc under 5% 
co •. 

Protein labeiHng, immunoprecipitation and gel electrophoresis 

Cells (2.5 x 105 per 35 mm-diameter dish) were cultured overnight 
at 34 °C. Following a pre-incubation period of 45 min in a 
methioninejcysteine-free medium, cells were pulsed for 30 min 
with 100 JtCifml (0.1 pM) of [35S)MetfCys. After 2 h of chase in 
500 1ll of cell culture medium containing unlabelled methionine 
and cysteine to a final concentra ti on of 14 mgjl and 100 mgjl 
respectively, supernatant was removed and cells were lysed in 
NET buffer (150mM NaCl, 50 mM TrisjHCl, pH 7.4, 5mM 
EDTA and 1% Triton X-100). Cel! extracts were then immuno
precipitated for 30 min at 4 oc using 50 pl ofanti-AP-Ab solution 
previously mixed with 50 pl of Protein A-Sepharose CL-4B 
beads. After incubation for 1 h at 4 °C, beads were washed four 
times with 1 ml of NET buffer containing 0.5 M NaCl followed 
by two washes with a 40 mM Hepes buffer (pH 7.4) prior to 
SDS/PAGE analysis. For this purpose, immunoprecipitates were 
boiled in 25Jll of 10% SDS/1 M 2-mercaptoethanolf25 mM 
TrisjHCl, pH 8.0, buffer solution and subjected to SDSjPAGE 
for 4 h. Hyperfilms (Amersham) were used for autoradiography 
of intensified gels. Unless otherwise indicated, an inhibitor of 
glycan processing, kifunensine, at a final concentration of 20 jtM, 

was added 45 min bef ore pulse-labelling and throughout the 
labelling and chase period. 

Metabolic labelling of oligosaccharides and chase experiments 

For this purpose, B3F7 cells were routinely grown in 10 cm
diameter Petri dishes. Cells were metabolically labelled for 1 h 
with 100 ~tCijml (4JtM) of[2-"H)mannose in the culture medium 
containing 5 mM glucose. For chase experiments, the radioactive 
culture medium was replaced by the a-MEM supplemented with 
5 mM mannose. When used, kifunensine was present throughout 
the experiment (preincubation, pulse and chase) at a final 
concentration of 20 ~tM. Sequential extraction and purification 
of oligosaccharide materials were achieved as previously de
scribed [20). 

Analysis of oligosaccharide material 

The glycoprotein fraction obtained at the end of the sequential 
extraction was digested with trypsin (1 mgjml) in 0.1 M am
monium bicarbonate buffer, pH 7.9, ovemight at room tem
perature. Glycopeptides were then treated with 0.5 unit of 
peptide-N-glycanase F (PNGase F) in a 50 mM phosphate buffer, 
pH 7.2, for 4 h to release oligosaccharides, which were sub
sequently desalted on a Bio-Gel P2-size exclusion chromato
graphy co luron eluted with a 5% (v ;v) acetic acid solution. Then 
they were fractionated by HPLC (apparat us from Spectra-Physics 
GmbH, Darmstadt, Germany) on an amino-derivatized Asahi
pak NH2P-50 (250 mm x 4.6 mm) column (Asahi, Kawasaki-ku, 
Japan) with a sol vent system of acetonitrilejwater from 70:30 to 
50:50 (v fv) at a flow rate of 1 mljmin over 80 min. Oligomanno-
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si des were identified on the basis of their retention times compared 
with well-defined standards. Standard oligomannosides with two 
GleNAc residues at their reducing end were obtained after 
PNGase F digestion of glycoprotein fractions from cells labelled 
with [2-3H]mannose. Man3GlcNAc2 was obtained from SF9 
(Spodoptera frugiperda) insect cells [21], Man,GlcNAc2 was 
isolated after extensive digestion of Man3GlcNAc2 with jack
bean (Canavalia ensiformis) mannosidase according to [21). 
Man4 GlcNAc2 , Man,GlcNAc2 , and Glc<, 2lMan5GlcNAc2 were 
obtained after incubation of Lee 15 CHO cells as described in 
[19]. Man8GlcNAc2, Man9GlcNAc2 and Glc1Man9GlcNAc2 

were obtained from Mi8-5 cells [22). Glc3Man8GlcNAc
2 

and 
Glc3Man9GlcNAc2 were obtained from Lec23 CHO cells [23). 
Elu ti on of the radiolabelled oligosaccharides was monitored by 
continuous-flow detection of the radioactivity with a Plo-One jJ 
Detector (Packard, Rungis Cedex, France). 

Western blot analysis of the GRP78 

At confluence, the B3F7 and Pro·• cells were lysed in the lysis 
buffer (TrisfHCl, pH 7.5, and 1% Triton X-100) and protein 
concentration was measured using the BCA (bicinchoninic acid) 
Kit (lnterchim, Montlucon, France). A 20 JLg portion of protein 
per lane was loaded on to SDS/PAGE gels. After the gel run was 
complete, proteins were electrotransferred to nitrocellulose and 
visualized by Ponceau Red staining (Sigma). The nitrocellulose 
membranes were blocked in 2% gelatin (Sigma) in TBS buffer 
(15 mM Tris/HCl, pH 8, 140 mM NaCl and 0.05% Tween 20). 
The proteins were detected by using the polyclonal anti-GRP78 
antibody as the primary antibody (1/500 in TBS buffer) and a 
goat anti-rabbit IgG conjugated to horseradish peroxidase (1 : 
1000 in TBS buffer). The immunoreactive bands were detected by 
chemiluminescence using an ECL® (enhanced chemilumines
cence) kit from Amersham Pharmacia (Uppsala, Sweden). 

Quantification of secreted glycoproteins 

B3F7 cells were pulsed for 30 min with 100 pCi/ml (0.1 pM) of 
["'S)MetfCys following a pre-incubation for 15 h in the absence 
or presence of 20 pM kifunensine. Cells were then chased for 6 h 
and, every hour, culture medium was precipitated by 0.6% 
phosphotungstic acid (PTA) in 12% (v /v) trichloroacetic acid. 
After 30 min at 4 oc, precipita tes were recovered on a glass filter, 
and successive! y washed with 10% trichloroacetic acid, water and 
ethanol. Filters were then dried and counted for radioactivity 
by liquid scintillation using a Beckman scintillation counter.The 
enzymic activity of SeAP was determined as previously described 
[24). 

Figure 1 Effecl of kifunensine on the processing of glycoproleins in B3F7 
cells 

(A) AP2-1 cells were pulse-labelled for 1S min wilh [35S]MeVCys mixture and chased for 2 h 
with unlabelled ami no acids withoul (Jane 1) or with 20 t•M kifunensine (Jane 2). Al the end 
of the chase period, cells were lysed in a total volume of 200 t•l and the SeAP was 
immunoprecipitated. ln Jane 3, a mixture of immunoprecipitated SeAP synthesized in the 
presence or the absence of kifunensine was pooled, and digested by Œ1 ,2-mannosidase (A. 
saitoï) prior to analysis by SOS/PAGE and autoradiography. (8) AP2-1 was pulse-labelled for 
1 h with [2.3H]mannose and chased for 2 h in the presence or in the absence of 20 t•M 
kifunensine. Glycoproteins were extracted and the N-glycan species were released with the 
PNGase F prior to being analysed by HPLC as described in the Experimental section. 
Oligomannosides were identified on the basis of their retention times compared with standards. 
M1, M3, M4, MS and G1 MS, G2MS correspond to Man1GicNAc2, Man3GicNAc2, Man4GicNAc2, 

Man5GicNAc2, Glc1Man5GicNAc2 and GI~Man5GicNAc2 respeclively. MS, M9, G1 M9, G3M8 
and G3M9 correspond to Man8GicNAc2, Man9GicNAc2, Glt1 Man9GicNAc2, Glc3MafiaGicNAc2and 
Glc3Man9GicNAc2 respectively. 
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Figure 2 Kinellcs of the PCR ampDfication of GRP78 and p-aclin mRNAs isolaled from B3F7 and Pro-5 cells 

For each experiment, the PCR products obtained as described in the Experimental section were run on a 1 %- agarose gel, stained with elhidium bromide (A) and quantified (B). Arrows indicate 
the cycle number chosen for relative quanlilative RT-PCR (20 cycles for GRP78 and p-actin). 

RNA extraction, eDNA synthesls and reverse transcription-PCR 
(RT-PCR) 

Total RNA was extracted from B3F7 or Pro-• cells using the 
RNeasy Mini Kit and quantified by spectrophotometry at 
260nm. 

Total cellular RNA (5 p.g) was denatured at 65 °C for 10 min 
and placed on ice for 2 min. RT into eDNA was achieved using 
the First-Strand eDNA Synthesis kit, according to the manufac
turer's protocoL Oligonucleotide primer pairs corresponding to 
Cricetulus griseus GRP78 and .P-actin nucleotide sequences found 
in a public domain database (Genbank® accession number 
M97169 and U20114 respectively) were designed for the specifie 
PCR amplification of two eDNA fragments of 399 bp and 
265 bp respectively. In addition, these primers were designed 
such that they could be used under identical PCR conditions [Le. 
similar GC content and rm (melting temperature) values]. 
Of each primer (GRP78 sense primer 5'-CGCCTCATCGG
ACGCACTTG-3', GRP78 antisense 5'-AGGTTCCACCGCC
CAGGTCA-3', .P-actin sense 5'-GGCCGTCTTCCCATCCA
TCG-3', ,P-actin antisense 5'-CACCCTTGGCCTTGGGGTTC-
3') 150 pmol was combined with 0.7 unit of Hi-Taq DNA 
polymerase, 100 p.M dNTPs, in the Hi-Taq DNA polymerase 
buffer (50 mM KCl, 10 mM TrisjHCl, pH 9, 0.1% TritonX-100, 
2.5 mM MgCl2 and 150 ng of the fust-strand eDNA) in a 50 p.l 
reaction volume. PCR was performed as follows: after 1.5 min of 
a denaturation step at 95 °C, a variable number of cycles were 
achieved at 93 oc for 30 s, 66 oc for 30 s and 72 oc for 45 s, 
followed by a 10 min extension step at 72 °C. In ali experiments, 
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negative control reactions were done in which eDNA templates 
were replaced with sterile water. A 10 p.l portion of amplification 
products were size-separated on a 1 %-agarose gel containing 
ethidium bromide, visualized under lN light, photographed 
using Polaroïd film and analysed using Quantiscan Software 
(Bio-Rad, Hemel Hempstead, Herts., U.K.). 

RESULTS 

Processing of glycoproteins in B3F7 cells 

In order to study the role of the kifunensine-sensitive a1,2-
mannosidase activity in the N-glycosylation process of B3F7 
cells, a reporter recombinant glycoprotein SeAP, stably expressed 
in these cells (named AP2-1), was used as a mode!. As observed 
in Figure 1(A), the electrophoretic mobility study of intracellular 
SeAP in the absence or presence of kifunensine shows that, in the 
control (larre 1 ), SeAP migra tes as a single band (approx. 66 kDa) 
whereas, when cells were treated with 20 ftM kifunensine, the 
migration was slightly reduced (larre 2). To analyse the oligo
mannosides bound to proteins, AP2-1 cells were pulse-labelled 
with [2-"H]mannose as described in the Experimental section and 
chased for 2 h. HPLC analysis (Figure 1 B) reveals a major peak 
of Man5GlcNAc2 in the presence of k.ifunensine compared with 
the control incubation, for which the major peak was represented 
by Man4GlcNAc2 species. 

A mixture of control SeAP bearing Man4GlcNAc2 species 
plus SeAP synthesized in the presence of kifunensine-bearing 
Man5 GlcNAc2 species was treated in vitro with the a1,2-manno-
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Figure 3 Transcriplional and lransduclionallevels of GRP78 expression in 
B3F7 cens are higher lhan lhose in the parental Pro-• cells 

(A) Multiplex RT-PCR analysis of GRP78 and p-actin mRNA expression in B3F7 and Pro-5 cells 
cullured under physiological conditions in !he absence (-) or in the presence ( +) of 
10 JLQ/ml of tunicamycin (Tu) during 8 h. RNA was then extracled and amplified by 20 cycles 
of PCR. (B) Signais obtained from three separate experiments were integrated by Quantiscan 
software. The relative GRP781evel is expressed as !he ratio ol the densitometric data GRP78/ P· 
actin, which is arbitrarily set to 1 in the Pro-5 cells treated in !he absence of tunicamycin. (C) 
Western-bloHing analysis of GRP78 protein after electrophoresis of 20 flg of protein of B3F7 
and Pro-5 cells respectively as described in the Experimental section. 

sidase from A .. mitoï. As shown in Figure lA (lane 3), autoradio
graphy revealed a single band with a higher electrophoretic 
mobility. As already demonstrated [19], this treatment led to the 
formation of Man,,GicNAc2 glycans from both Man5GlcNAc2 

and Man4 GlcNAc2 species. This result allowed us to conclude 
that, indeed, the difference in the electrophoretic migration 
previously observed between lane 1 and 2 was due to the loss of 
one a:1,2-linked mannose residue. Altogether, these data indi
cated that, after 2 h chase, the oligomannoside species bound to 
SeAP were mainly Man4GlcNAc2• 

Interestingly, the electrophoregram (Figure lA, lane 1) also 
revealed that SeAP was co-immunoprecipitated with a protein 
with an apparent molecular mass of 78 kDa which has been 
clearly identified as the GRP78 [18,24]. Moreover, this co
immunoprecipitation was not observed when cells were incubated 
in the presence of kifunensine (Figure lA, Jane 2). Since it is weil 
established that the GRP78 is one of the major molecular 
cha perones produced d uring the UPR [25], we decided to examine 
fust the level of UPR in B3F7 cells and to compare it with 
that of parental Pro-• cells and then the consequence of the inhi
bition of the mannose trimming on this response. 
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B3F7AP2-l MadiA214 
2 3 4 
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Figure 4 Newly synlhesized glycoprolelns in B3F7 are nol under
glycosylaled 

AP2-1 cells (lane 1 and 2) and MadiA214 cells (lanes 3 and 4) were metabolically labelled with 
[35S]MeVCys amino acids for 15 min. Alter celt tysis with 1% Triton, the total SeAP was 
immunoprecipitated from the celt lysates, digested with (lane 2 and 4) or without (lane 1 and 
3) PNGase F and analysed using SDS/1 0%-PAGE. OG, 1 G and 2G correspond to non-, mono
and diglycosylated forms of SeAP respectively. 

The UPR occurs ln B3F7 cells at a higher level than ln the 
parental Pro-5 cells 

The expression of GRP78 mRNA was estimated in B3F7 cells by 
semi-quantitative RT-PCR [26] and compared with that of the 
parental Pro-• cells. The optimal number of PCR cycles was 
determined in order to work in the linear phase of amplification. 
To avoid variation from one tube to another, the amplifi
cation of GRP78 mRNA was simultaneously carried out with 
that of j/-actin mRNA used as an internai controL Electro
phoregrams (Figure 2A) and densitometry graphs (Figure 2B) 
indicate that the optimum number of cycles for GRP78 and 
p-actin PCR co-amplification ranged from 18 to 23 cycles. Th us 
20 PCR cycles were chosen. Under these conditions it clearly 
appears that the expression level of GRP78 mRNA is higher in 
B3F7 cells than that observed in Pro-• cells (compare Figure 3A, 
lanes 2 and 3). On the basis of j/-actin leve!, densitometric 
analysis revealed that the expression ofGRP78 in B3F7 cells was 
2.5-fold higher compared with that in Pro-• cells (Figure 3B, 
control). As a positive control, the two celllines were treated for 
8 h with tunicamycin, which is known to trigger a strong UPR. 
Figure 3A (lanes 1 and 4) shows that, in both celllines, a high 
transcription level of GRP78 was induced by this inhibitor (a 
2-fold increase compared with the basallevel in both celllines; 
Figure 3B). 

Taken together, these results indicate that the UPR pathway 
was constitutively higher in the Man-P-Dol synthase-deficient 
cellline B3F7, in the absence of exogenous stimulation. The fact 
that this transcriptional response was accompanied by an increase 
ofprotein synthesis was demonstrated by Western blotting using 
a polyclonal GRP78-specific antibody. Figure 3(C) shows an 
increase of GRP78 protein in B3F7 cells compared with Pro-• 
cells. The densitometric analysis revealed that the expression of 
GRP78 protein in B3F7 cells is 2-fold higher compared with that 
in Pro-" cells. 

Glycoproteins synthesised in B3F7 cells are not underglycosylated 

The increase of UPR observed in B3F7 cells refiects an increase 
in misfolded newly synthesized glycoproteins. In our case, this 
response could be explained either by the influence of truncated 
glycans on the protein folding process, or by an underglycosyla
tion due to a lower affinity of the oligosaccharyltransferase for 
truncated oligosaccharides, as already reported for MadiA214 
cellline, another glycosylation mutant which transfers only non
glucosylated Man5GlcNAc2 glycans [24]. To verify that glycopro-
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Figure 5 Action of kifunensine on GRP78 mRNA expression in B3F7 cells 

(A) The 83F7 cens were incubated in the absence (Control) or in the presence of 20 fLM 
kifunensine for 15 h. Total RNA was extracted and amplified by 20 cycles of relative quantitative 
RT-PCR. The PCR products were run on 1 %-agarose gel, ethidium bromide-stained and signais 
obtained from lhree individual experiments were integrated by Quantiscan Software. (B) The 
transcription levet of GRP78 mRNA was established as described in Figure 3. The densitometric 
data GRP78/ p-actin was arbilrarily set to 1 in the 83F7 cens treated in the absence of 
kifunensine. 

teins are not underglycosylated, we used SeAP, which possesses 
two N-glycosylation sites. The intracellular SeAP was then 
immunoprecipitated after a 15 min pulse in the presence of [""S] 
MetjCys, and analysed by SDS/PAGE. In contrast with the two 
bands ofSeAP produced in MadiA214 (Figure 4, lane 3), which 
corresponds to the two glycoforms with one and two glycans 
respectively [18], SeAP produced by AP2-1 cells revealed only 
one band, corresponding to the fully glycosylated glycoproteins 
(Figure 4, lane 1). To verify that aU these bands corresponded to 
different extents of glycosylation, immunoprecipitated SeAP 
produced in both AP2-1 and MadiA214 cells was treated with 
PNGase F prior to the analysis by SDSjPAGE. In both cases 
(Figure 4, lanes 2 and 4), the resulting SeAP molecules exhibit an 
identical electrophoretic mobility in accordance with the lack of 
their glycan chains. 

Kifunensine decreases the UPR and increases the secretion of 
SeAP in B3F7 cells 

As depicted in Figure l(A), lane 2, GRP78 did not co-immuno
precipitate with SeAP when cells were treated with kifunensine. 
To ascertain whether this absence was due to a decrease in UPR, 
B3F7 cells were cultured for 15 h with 5 mM glucose in the 
absence or presence of kifunensine, and the level of GRP78 
mRNA was analysed using the RT-PCR technique previously 
described. As shown in Figure 5, GRP78 transcript expression 
was lower in kifunensine-treated cells. Densitometric analysis 
indicates a 2.5-fold decrease of GRP78 mRNA in the presence of 
20 ,aM kifunensine. This effect was not detectable in the parental 
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Figure 6 Effecl of kifunensine on the SeAP secretion 

(A) AP2·1 cens were preincubated for 15 h in a-MEM culture medium in the absence (0) 
or presence (•) of 20 JLM kKunensine. Culture medium was then recovered at various times 
to determine the enzymic activity of the secreled SeAP. (B) AP2-1 cens were preincubated for 
15 h in a-MEM culture medium in the absence (0) or presence (•) of 20 JLM kifunensine 
and metabolically labelled with e5S] MeVCys amino acids for 15 min. Culture media were 
recovered and the prolein material was precipilated by 1 ml of a mixture of 0.6% PTA in 
12% (v/v) trichloroacetic acid. Radioactivity associated wilh each precipilate was lhen counted 
by liquid scintillation. 

Pro-• cells (results not shown). This result strongly suggests that 
the inhibition of ER ctl,2-mannosidase activity by kifunensine 
leads to a decrease in the ER pool ofmisfolded glycoproteins, as 
refiected in the decrease of the UPR. 

We thus decided to monitor the secretion of SeAP in the 
presence or absence of kifunensine. For this purpose, the SeAP 
secreted in the culture medium wasdetermined both bymeasuring 
enzymic activity (Figure 6A), and the level of ""S radioactivity 
associated to acid-precipitated glycoproteins (Figure 6B) in which 
the SeAP was found to represent approx. 90% of the bulk of 
secreted glycoproteins (results not shown). In both cases, it 
clearly appears that the secretion of SeAP is enhanced when 
B3F7 cells are pre-incubated with kifunensine. 

Altogether, these results reveal that, in addition to a decrease 
of the UPR, the kifunensine treatment leads to an increase in the 
secretion of glycoproteins in the B3F7 cells. 



DISCUSSION 

The fa te of newly synthesized glycoproteins is under the control 
of two different processes in wild-type cells. The fust one concerns 
the cleavage of a:l,2-linked mannose residue and the second one 
involves the so-called gluco-degluco cycle, which allows mono
glucosylated glycoproteins to transiently interact with lectin-like 
chaperone molecules CNX or CRT for efficient folding [27]. In 
wild-type cells, the two above-described processes can occur 
concomitantly, since Man9 to Man, oligomannoside species can 
be reglucosylated [28). In contrast, compared with the wild-type 
cells, the B3F7 cell mode! is much simpler, since the glycans can 
be the substrate of a kifunensine-sensitive a:l,2-mannosidase 
activity, leading to a unique Man4 isomer which cannot be 
further reglucosylated. Therefore, demannosylation and gluco
sylation in these cells appear to be two reciprocal processes. The 
key point of the quality control of N-glycoproteins in mammalian 
cetls is the detection of unfolded glycoproteins by an enzyme, 
UGGT, or molecular chaperones such as GRP78 [29). In the 
present study, we used the UPR to assess the folding state of 
proteins in the ER lumen. This response activates the tran
scription of severa! genes, particularly that of GRP78. Th us we 
monitored the leve! of GRP78 mRNA by a semi-quantitative 
RT-PCR technique. Compared with p-actin used as an internai 
standard, we demonstrated that the leve! of transcription of 
GRP78 was approx. 2.5-fold higher in B3F7 than in the parental 
Pro-5 cells. Furthermore we demonstrated, using Western blot
ting, that GRP78 protein was 2-fold more expressed in B3F7 
than in Pro-• cells. To our knowledge, this is the fust observation 
in mammalian cells of a spontaneous UPR without external 
stress such as glucose starvation or use of drugs interfering with 
either the glycosylation process or the glycan processing. 

The defect in glycoprotein folding could be induced by three 
parameters: (i) underglycosylation due to the presence of trunc
ated oligosaccharide lipid do nor, (ü) a local effect of the truncated 
glycan on the protein backbone itself or (iii) the efficient action 
of the ER a:l ,2 kifunensine-sensitive mannosidase activity, th us 
preventing further glucosylation needed for efficient folding via 
interaction with CNX or CRT. We clearly demonstrated that gly
coproteins synthesized in B3F7 cells are not underglycosylated, 
in contrast with those observed in a similar glycosylation 
mutant MadiA214 (transferring only non-glucosylated Man5 

GlcNAc2 glycans), for which a strong underglycosylation has 
been demonstrated [18,24). The question was whether the high 
leve! ofmisfolded glycoproteins in B3F7 is due to the truncated 
nature of oligosaccharide bound to proteins or the appearance 
of Man4GlcNAc2 species. The results obtained in the present 
study show that, when the transformation of Man,GlcNAc2 to 
Man4GlcNAc2 is prevented, a decrease in the leve! of misfolded 
glycoproteins is observed as reflected by the decrease of UPR. 
In this glycosylation mutant cellline B3F7, we propose that the 
formation of Man4 GlcNAc2 oligomannoside species, which 
cannot be further reglucosylated, prevents numerous glycopro
teins from entering the gluco-degluco cycle. This was supported 
by two observations: fust, we showed that the Man4GlcNAc2 

was generated at the expense of Glc1Man5GlcNAc2 species [19) 
and, secondly, it has been recently demonstrated, by using 
truncated ribophorin as a mode! glycoprotein which was rapidly 
degraded, that the Man4GlcNAc2 glycans could act as a 
degradation signal by triggering its degradation [30). 

Another effect of kifunensine was the increase of the secretion 
of the reporter glycoprotein SeAP. Such an effect has already 
been observed in mammalian wild-type cells [5,8), but the 
relationships between the inhibitory effect of kifunensine on 
the ER a:l,2-mannosidase activity, the quality control system 

N-glycosylation and unfolded protein response 497 

and secretion were not clearly established. In our mode!, a clear 
correlation can be made between the positive effect ofkifunensine 
on the folding process and the enhanced secretion ofSeAP. The 
action of kifunensine makes the ER folding machinery more 
efficient as revealed by an increase of the secretion of glycopro
teins. 

Although the nature of the a:1,2-mannosidase remains to be 
determined, in our mode! this enzyme acts as a timer in the 
folding of newly synthesized glycoproteins, as already proposed 
by severa! workers [4,31) for the ER mannosidase I in mammalian 
wild-type cells. 
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Résultats 

Concernant les deux mannosidases réticulaires, la 

Mang-mannosidase pourrait effectivement remplir cette 

fonction, puisqu'à partir d'un MangGicNAc2, cette 

mannosidase est capable d'hydrolyser les résidus de 

mannose de la branche en a 1 ,3, conduisant ainsi à 

l'isomère suivant du Man5GicNAc2. 

Man,a6 
Man 6 ( 

/ 3 ,a J34 J34 
Man-

2
Man a Man-GleNAc-GleNAc- Asn 

a Man/a3 ) 

Quant à la spécificité de la ER mannosidase 1 sur 

le Man5GicNAc2, celle-ci n'a jamais été étudiée. 

Article 2 

80 



CONCLUSION 



Conclusion 

Conclusion générale 

La N-glycosylation est la modification 

post-traductionnelle majeure rencontrée chez les 

eucaryotes et correspond au transfert d'une structure 

glycannique de type Glc3MangGicNAc2 sur les protéines 

en cours de synthèse. Une fois transférés, les 

glycannes subissent dans la lumière du RE, ainsi que 

dans l'appareil de Golgi, toute une série de 

modifications qui génèrent des structures glycanniques 

très diverses. 

A Glc 
Lumière du RE 

1 
Glc 

1 
Glc 

1 
Man Man Man 

1 
Man 

1 
Man 

1 
Man 

1 \ / 
IMan Man 

' / 
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GleNAc 

1 Elagage 
GleNAc 

1 
,1 

,.,---- Asn ___./ 

8 Glc Lumière du RE 
1 
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1 

Glc 
1 

Man 
1 

Man 
_l 

Man Man 

' / 
Man 

1 
GleNAc Elagage 1 
GleNAc 1 

1 
,.,---- Asn__./ 

D'une façon très schématique, le long de la voie 

de sécrétion, le précurseur Glc3MangGicNAc2 transféré 

sur la protéine va subir deux types majeurs de 

modifications : 

+ un élagage progressif des résidus de 

glucose et de mannose dans la lumière du RE, 

+ un ajout de monosaccharides dans 

l'appareil de Golgi (Figure 31 A). 

Ces transformations, conduiront à l'élaboration 

d'une structure glycannique de type complexe, 

présente uniquement sur les glycoprotéines matures. Il 

Appareil de Golgi 

Addition de 
monosaccharides 

Neu5Ac Neu5Ac 
1 1 

Gal Gal 
1 1 

GleNAc GleNAc 
1 1 

IMan Man 

' / Man 

1 > 1 
GleNAc 

1 
GleNAc 

Appareil de Golgi 

Addition de 
monosaccharides 

,.,---- Asn____/ 

Neu5Ac 
1 

Gal 
1 

GleNAc 

Neu5Ac 
1 

Gal 
1 

GleNAc 
1 1 

IMan Man 
\. / 

Man 

1 > 1 
GleNAc 

1 
GleNAc 

,.,---- Asn____/ 

Figure 31: Modifications des glycannes le long de la voie de sécrétion. La structure en jaune représente la structure 
pentasaccharidique commune à la fois aux glycoprotéines matures et aux différents types de donneurs oligosaccharidiques. 
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est intéressant, de noter, que la seule partie commune 

au donneur oligosaccharidique initial et au glycanne de 

type complexe, est le noyau pentasaccharidique 

ManJGicNAc2, commun à toutes les glycoprotéines 

matures. Se pose alors, la question de la finalité du 

transfert d'un tétradécasaccharide, alors que seuls, 

cinq monosaccharides suffisent pour élaborer une 

structure glycannique de type complexe. 

Depuis une dizaine d'années, de nombreux 

travaux démontrent que les structures 

oligosaccharidiques réticulaires, générées au cours de 

l'élagage, vont jouer des rôles cruciaux dans la mise en 

conformation des glycoprotéines, l'accès à la voie de 

sécrétion ou de dégradation, ainsi que dans le ciblage 

vers l'ubiquitination et le protéasome (Lehrman, 2001 ; 

Trombetta, 2003). Au contraire, l'addition des antennes 

et des sucres périphériques au niveau de l'appareil de 

Golgi, permet l'apparition de signaux de 

reconnaissance jouant des rôles clé dans l'interaction 

des glycoprotéines avec l'environnement extracellulaire 

(Varki, 1997). 

Bien que la structure du donneur 

oligosaccharidique soit extrêmement conservée au 

cours de l'évolution, des paramètres intracellulaires 

et/ou extracellulaires, tels que la charge énergétique 

cellulaire, la concentration en glucose, ou encore un 

défaut dans la machinerie enzymatique du cycle des 

dolichols, peuvent interférer avec la structure du 

donneur oligosaccharidique. Dans ces cas là, le 

transfert de glycannes tronqués de type 

(Gic)3MansGicNAc2 à la place du Glc3MansGicNAc2 est 

observé. 

Comme indiqué dans la figure 31 B, on 

retrouve également dans ces glycannes tronqués le 

noyau pentasaccharidique Man3GicNAc2, nécessaire à 

l'élaboration des structures glycanniques de type 
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complexe. Par contre, au cours de l'élagage réticulaire, 

le nombre de structures possibles est beaucoup plus 

limité que pour les espèces à Glc3MangGicNAc2. 

Au cours de ce travail, nous nous sommes donc 

intéressés, aux conséquences d'un transfert de 

glycannes tronqués de type MansGicNAc2 dans les 

phénomènes de mise en conformation, de dégradation, 

et de sécrétion des glycoprotéines. 

1. Influence des glycannes tronqués de type 

MansGicNAc2 sur la mise en conformation des 

glycoprotéines. 

Dans cette étude, nous avons démontré, via le 

niveau de la réponse UPR, que le transfert de 

glycannes tronqués de type MansGicNAc2 

compromettait le processus de mise en conformation 

des glycoprotéines. Etant donné, l'influence importante 

de la structure glycannique dans le contrôle qualité, il 

était possible d'envisager que la présence de tels 

glycannes empêchaient les glycoprotéines de subir un 

contrôle qualité efficace. En dépit des contradictions qui 

existaient sur l'efficacité du contrôle qualité des 

glycoprotéines à MansGicNAc2, nos résultats ont 

clairement démontré que : 

• les glycoprotéines à MansGicNAc2 peuvent 

être glucosylées par I'UGTI, 

• les glycoprotéines ainsi monoglucosylées 

peuvent être déglucosylées, 

• les glycoprotéines à Glc1 MansGicNAc2 

peuvent s'associer à la calnexine. 

Ces résultats semblent suggérer que la nature 

des glycannes transférés (MansGicNAc2 ou 

Man5GicNAc2), ne devrait pas perturber le processus 

de mise en conformation de la protéine. Cependant, le 

niveau de I'UPR nous montre que le taux de 
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glycoprotéines mal conformées est plus élevé dans la 

lignée transférant des glycannes tronqués. 

Afin d'expliquer le défaut de mise en 

conformation, nous nous sommes intéressés à l'étape 

de démannosylation qui permet la transformation des 

glycoprotéines de type MansGicNAc2 en Man4GicNAc2. 

Après avoir inhibé cette étape avec un inhibiteur de 

mannosidase de classe 1, nous avons observé, une 

diminution dans le niveau de I'UPR, suggérant un lien 

direct entre cette étape de démannosylation et la 

mauvaise mise en conformation des glycoprotéines. 

2. Influence des glycannes tronqués de type 

MansGicNAc2 sur la sécrétion des glycoprotéines. 

Afin d'étudier l'influence de la structure du 

glycanne sur la sécrétion des glycoprotéines, nous 

avons généré au sein du RE, deux populations 

glycoprotéiques : une à MansGicNAc2 et une à 

MansGicNAc2. Lors d'une expérience de chasse 

métabolique, nous avons démontré que ces deux 

populations se comportaient de façon différente. En 

effet, alors que la population glycoprotéique à 

MansGicNAc2 est transformée en type complexe au 

niveau de l'appareil de Golgi, la population à 

MansGicNAc2 est retenue sous la forme Man4GicNAc2 

dans la lumière du RE. De façon intéressante, lorsque 

cette étape de démannosylation est inhibée, on 

observe une diminution du niveau de la réponse UPR 

corrélée d'une part, à la diminution transcriptionnelle de 

la protéine chaperonne BiP, et d'autre part, à 

l'augmentation de la sécrétion de glycoprotéines. Ce 

résultat implique cette étape de démannosylation dans 

le phénomène de rétention des glycoprotéines au 

niveau de la lumière du RE. 
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3. Influence des glycannes tronqués de type 

MansGicNAc2 sur la dégradation des 

glycoprotéines. 

Dans le modèle Ml8-5, lorsque nous avons 

généré au sein du même RE deux populations 

glycoprotéiques, une à MansGicNAc2 et une à 

MansGicNAc2, nous avons montré, par l'étude des 

oligosaccharides solubles, que la population 

glycoprotéique à MansGicNAc2 était préférentiellement 

dégradée par rapport à celle à MansGicNAc2. 

L'ensemble de ces résultats, nous permet 

d'imaginer, que l'apparition de structures Man4GicNAc2 

constitue un véritable signal dans l'activation de la 

réponse UPR, étant donné que cette structure apparaît 

comme nous l'avons vu, à la suite de perturbations 

métaboliques intracellulaires ou extracellulaires 

constituant des stress. D'une façon générale, l'étape de 

démannosylation suivante : MansGicNAc2 ---+ 

Man4GicNAc2 serait non seulement, impliquée dans le 

contrôle qualité des N-glycoprotéines portant des 

glycannes de type MansGicNAc2, mais également, dans 

l'activation de la réponse UPR. Ces structures, 

apparaissant à la fois dans les cellules sauvages et 

mutantes de glycosylation, impliquent que la 

machinerie cellulaire, capable de générer un pool de 

glycoprotéines à Man4GicNAc2, serait présente dans 

toutes les cellules étudiées. Le signal formé, 

contrairement au MansGicNAc2 et aux différents 

isomères de MansGicNAc2 et Man1GicNAc2, ne peut 

plus être glucosylé par I'UGGT, empêchant toutes 

chances aux glycoprotéines d'entrer dans un cycle de 

mise en conformation via le système CNX-CRT. Le 

pool de glycoprotéines mal conformées se trouve ainsi 

retenu dans la lumière du RE, en particulier par la 

protéine chaperonne BiP, ce qui déclenche l'activation 



Conclusion 

de la réponse UPR. La dégradation préférentielle 

observée pour la population glycoprotéique à 

MansGicNAc2 par rapport à celle à MangGicNAc2, ne 

serait en fait qu'une conséquence d'une rétention 

prolongée. 

Afin de compléter cette étude, il serait intéressant, 

d'une part, de préciser la nature de la mannosidase 

impliquée dans l'apparition du signal Man4GicNAc2 et 

d'autre part, d'étudier le recrutement des glycoprotéines 

de type Man4GicNAc2 vers la voie d'ubiquitination. En 

effet, récemment, le chaînon manquant entre la 

glycosylation et l'ubiquitination a été découvert avec 

l'identification de complexes E3 capables de recruter 

spécifiquement sur la base des glycannes de type 

oligomannosidique, les glycoprotéines à ubiquitiner 

destinées à être dégradées par le protéasome. Etant 

donné, que la base de cette reconnaissance repose sur 

la structure glycannique portée par la glycoprotéine, il 

serait intéressant de savoir dans quelle(s) mesure(s), 

des structures de type Man4GicNAc2 peuvent être 

reconnues par ces complexes E3. 

L'importance de ces mécanismes dans beaucoup 

de phénomènes pathologiques, comme les CDG, pour 

lesquels, en plus du Man4GicNAc2, d'autres signaux 

peuvent apparaître selon le type de déficience ; ou 

encore, dans les infections virales, au cours desquelles 

la N-glycosylation et le métabolisme cellulaire sont 

fortement sollicités, sont autant d'exemples, où les 

relations entre la nature des signaux glycanniques et 

I'UPR n'ont pas encore été envisagées. 
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