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La chaperédoxine CnoX

et le controle-qualité rédox
des substrats du systeme
de repliement de protéines

Gro€EL/ES

€mile Dupuy"?, Jean-Francois Collet"2

> Les protéines sont constituées de
chaines linéaires d’acides aminés for-
mant des polypeptides qui adoptent
une conformation tridimensionnelle
(3D) précise (forme « native ») leur
permettant de devenir fonctionnels [1].
Lors de leur synthése ou en réponse a
divers stress, les polypeptides peuvent
former des interactions toxiques avec
différentes macromolécules, condui-
sant a leur agrégation ou a leur dégra-
dation. Ces phénomenes sont associés
a des pertes de fonctions potentiel-
lement Iétales pour la cellule. Pour
s’en prémunir, les cellules possédent
des réseaux complexes de chaperons
moléculaires pour stabiliser et assister
certaines protéines dans I"obtention et
la préservation de leur forme native.

Parmi ces chaperons, les chaperonines
Hsp60 (heat shock protein 60) consti-
tuent une classe unique présente dans
tous les types de cellules du monde
vivant. Leur activité essentielle, dépen-
dante de I’adénosine triphosphate
(ATP), est de lutter contre les inte-
ractions non productives qui peuvent
s’établir entre polypeptides [2]. Les
chaperonines se distinguent des autres
chaperons par leur architecture : elles
forment un complexe de deux anneaux
heptamériques adossés I'un a I'autre,
contenant chacun une cavité cylin-
drique. Chaque sous-unité de Hspé0
comporte un domaine de liaison a ’ATP,
situé dans la région équatoriale, un
domaine intermédiaire, et un domaine
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apical de liaison aux protéines subs-
trats (Figure 1A). La fonction de Hsp60
est intrinséequement liée a celle de
la protéine essentielle Hspl0. Cette
derniére, qui fonctionne comme co-
chaperon, adopte une forme de déme
composé de sept sous-unités. En pré-
sence de nucléotides, Hspl0 s’associe
avec le domaine apical de Hspé0, en
agissant comme un couvercle recou-
vrant un anneau de Hsp60, créant ainsi
une cage de repliement (ou cage de
Anfinsen). Uassociation de Hspl0O avec
Hsp60 provoque le déplacement de la
protéine substrat a Pintérieur de la
cage de repliement, ol elle bénéficie
de quelques secondes pour se replier
dans un environnement protégé des
interactions extérieures. Le mécanisme
de repliement des substrats par les
chaperonines est étudié depuis plus
d’un demi-siecle. La plupart des études
utilisent comme modele Gro€L (homo-
logue de Hsp60) et Gro€S (homologue
de Hspl0) de la bactérie Escherichia
coli [3].

Il'y a quelques années, des travaux de
recherche sur la protéine bactérienne
CnoX ont permis sa caractérisation
comme chaperon capable de transférer
ses substrats a GroEL et Gro€S pour
repliement. Cette découverte inatten-
due suggérait que des liens fonction-
nels entre la chaperonine Gro€lL et des
co-facteurs additionnels restaient a
découvrir [4, 5]. CnoX est composée
d’un domaine de type thiorédoxine [6]

a Iextrémité amino-terminale et d’un
domaine tétratricopeptide a I’extrémité
carboxy-terminale [7] (Figure 1B). C’est
une « chaperédoxine », combinant une
fonction de protection rédox de ses
substrats — en empéchant I'oxydation
irréversible des résidus cystéines — et
une activité de chaperon, qui les pro-
tege de I'agrégation. CnoX est cepen-
dant incapable de replier ses substrats :
elle les transfére a des systémes comme
Gro€L et Gro€S, qui utilisent I’énergie
fournie par I’ATP pour leur permettre
d’atteindre leur état natif [4, 8]. Nous
avons cherché a comprendre les méca-
nismes moléculaires de cette coopé-
ration fonctionnelle, et nous avons pu
montrer que CnoX interagissait directe-
ment avec Gro€L afin de contrdler I’état
d’oxydation des protéines substrats de
cette chaperonine [9]. Nous suggérons
que si une cystéine d’un substrat est
oxydée (par exemple, formant un acide
sulfénique) ou impliquée dans un pont
disulfure, CnoX déclenche sa réduction
par I’établissement d’un pont disulfure
mixte entre CnoX et le substrat, ce
qui permettra au substrat de retrouver
un état réduit compatible avec son
repliement dans la cavité de Gro€L.
'existence d’homologues structuraux
de CnoX chez certains eucaryotes [9]
est en faveur de la conservation de ce
mécanisme au cours de I’évolution des
especes.

Nous avons d’abord découvert que CnoX
forme un complexe stable avec Gro€lL
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Figure 1. A. Structure de 'une des 14 sous-unités composant le complexe Gro€L de la bactérie

Escherichia coli (PDB 1558). Le domaine apical est représenté en cyan, le domaine intermédiaire

en marron clair, et le domaine équatorial en bleu. B. Structure du CnoX de E. coli (PDB 3p0U).

Le domaine thiorédoxine est représenté en rouge bordeaux, le domaine TPR en rose. Les deux

résidus cystéine de CnoX (Cys38 et Cys63) sont représentés en jaune. Cys38 fait partie du motif

catalytique typique des thiorédoxines (SXXC chez €. coli), tandis que Cysé3 est impliqué dans la

formation de complexes disulfures mixtes avec les protéines du substrat, les protégeant ainsi

d’une oxydation irréversible.

dans des bactéries en phase exponen-
tielle de croissance, méme en I’absence
de stress [9]. Nous avons pu montrer
que CnoX et Gro€lL interagissent phy-
siquement, en utilisant des approches
expérimentales complémentaires,
telles que la co-immunoprécipitation
et la co-purification, et I'affinité de
CnoX pour GrofL a été mesurée (Kd
= 310 nM). Nous avons ensuite étu-
dié 'impact de Gro€S sur I’interaction
entre GrofL et CnoX: en présence de
nucléotides, I"ajout de Gro€S provoque
le détachement de CnoX de la surface
de Gro€L.

'imagerie du complexe entre Gro€L et
CnoX, reconstitué in vitro a partir des
protéines purifiées, par cryo-micros-
copie électronique, a permis d’obte-
nir la structure de ce complexe avec
une résolution de 3,7 A. Elle a révélé
que c’est le domaine carboxy-termi-
nal de CnoX, avec son motif tétratri-
copeptide, qui interagit avec Gro€lL
(Figure 2). Le domaine thiorédoxine,
quant a lui, n’a pas pu étre localisé par
cette technique, vraisemblablement
a cause d’une trop grande flexibilité.
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Nous avons constaté que I’extrémité
C-terminale de CnoX se lie a des rési-
dus appartenant aux hélices K et J du
domaine apical de Gro€L, a proximité
de I’entrée de la cavité de Gro€L. Cette
zone d’interaction ne correspond pas
a celle impliquée dans la liaison de
GroEL avec son co-chaperon Gro€S et
les substrats, qui se lient a des acides
aminés appartenant aux hélices H et |
de Gro€L [10]. Nous avons confirmé ces
informations structurales en montrant
que I'introduction, dans CnoX et Gro€L,
de certaines mutations affectant des
acides aminés situés dans la zone
d’interaction entre ces deux protéines
empéchait la formation du complexe
CnoX-Gro€L.

Quelle est donc la fonction biolo-
gique de ce complexe ? La détection
de complexes covalents entre CnoX
et certains substrats de Gro€L impli-
quant la formation d’un pont disul-
fure inter-protéines conduit a pen-
ser que ces ponts disulfures refletent
I’activité de CnoX. €n effet, certains
substrats de Gro€L et de Gro€S néces-
sitent plusieurs minutes pour parvenir

CnoX

Gro€L

CnoX

Figure 2. Vue latérale de la structure du com-
plexe GroEL-CnoX de Escherichia coli (PDB
7YWY). Les domaines équatorial, intermédiaire
et apical de Gro€L sont représentés respecti-
vement en bleu, marron clair et cyan, et CnoX
est représenté en rose. CnoX se lie a Gro€L par

I’intermédiaire de son hélice oo C-terminale.

a la chaperonine et atteindre leur
état natif [11], ce qui interroge sur
la fagon dont leurs acides aminés
sont protégés de I"oxydation, notam-
ment les résidus cystéines, qui sont
trés sensibles a I'action des molé-
cules oxydantes présentes dans la
cellule, méme en absence de stress
oxydant [12] : le groupement thiol de
la cystéine est rapidement oxydé en
acide sulfénique (-SOH), un dérivé
instable qui peut rapidement réagir
avec une autre cystéine pour former
un pont disulfure, ou qui peut étre
oxydé irréversiblement en acide sul-
finique et sulfonique. Or, pour que les
substrats de Gro€L puissent se replier
dans la cage de repliement, ils ne
peuvent présenter des cystéines oxy-
dées ; la présence d’un pont disulfure,
par exemple, est incompatible avec le
repliement. Notre hypothese est donc
que CnoX, qui combine une activité
chaperon @ une fonction de protection
rédox, sert de systeme de contrdle
et de protection de I’état rédox des
substrats de Gro€L, avant qu’ils soient
« encapsulés » par Gro€S.



Il conviendra de confirmer la pré-
sence, chez les eucaryotes, de modules
moléculaires similaires a CnoX asso-
ciés aux protéines de la famille Hspé0.
Ces modules, pourraient remplir une
fonction rédox, ou jouer un autre rdle
crucial dans le fonctionnement des
systémes de chaperonines. ¢

A molecular assistant for redox quality
control of GroEL/ES substrates
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