
SYNTHÈSE 
médecine/sciences 1991 ; 7 : 895-9 

Doris Germain 
Philippe Crine 
Guy Boileau 
David Y. Thomas 

ADRESSES -------
D. Germain : stagzarre de recherche. Ph. 
Cri ne : professeur titulaire. G.  Boileau : pro­
fesseur agrégé. Département de biochimie, uni­
versité de Montréal, case postale 6128 suce . 
A Montréal, H3C 3]5, Canada. 
D. Y. Thomas : chef de section, génie généti­
que. Institut de recherche en biotechnologie, 
CNRC Royalmount , Montréal, H4P 2R2, 
Canada. 

mis n ° 9, vol. 1, novembre 91 

Protéolyse différentielle 
des prohormones : identification 
de convertases 

Le clonage du gène de levure KEX2, codant pour une 
enzyme de maturation endoprotéolytique des précurseurs 
de la phéromone a et des toxines tueuses (killer) K 1 et 
K2, a fourni le premier modèle d'une convertase capa­
ble de transformer un précurseur polyprotéique de 
neuropeptides et d'hormones en ses produits actifs. C'est 
en partie grâce aux informations structurales ainsi 
recueillies que furent par la suite clonés les ADN c codant 
pour PC1 et PC2, deux convertases probablement impli­
quées dans la maturation de neuropeptides et d'hormo­
nes polypeptidiques, notamment de la POMC, le pré­
curseur de l' ACTH. Les clivages provoqués par PC1 et 
PC2 sont différents et aboutissent à des peptides struc­
turalement et fonctionnellement différents, ce qui mime 
la maturation différentielle de la POMC dans les lobes 
antérieur et intermédiaire de l'hypophyse. Les conver­
tases sont elles-mêmes synthétisées sous la forme de pré­
curseurs devant subir une maturation protéolytique. La 
conversion des précurseurs polyhormonaux peut donc 
être la conséquence d'une cascade d'activations mettant 
en jeu de nombreuses enzymes encore inconnues. 

L a plupart des hormones et 
des neuropeptides du 
système nerveux central 
sont produites sous forme 
de précurseurs. Les domai-

tides actifs .  Cette hypothèse a pour 
la première fois, été proposée, pour 
la conversion de la pro-insuline en 
insuline [ 1 ]  et pour la  conversion de 
la {3-lipotropine en ,6-mélanotropine 
[ 2 ) .  Le modèle de protéolyse spécifi-
que fut par la suite généralisé à plu-
sieurs autres hormones peptidiques et 
neurotransmetteurs [3 ) . En 1977 ,  la 
découverte du précurseur de l 'ACTH 

nes nécessaires à 1' activité physio­
logique de ces peptides sont généra­
lement délimités par un résidu argi­
nine ou par une paire d ' acides ami­
nés basiques (Arg, Lys) , suggérant 
qu'une enzyme de type trypsine 
intervient dans la libération de pep-

et de la ,6-endorphine, appelé proo­
piomélanocortine (POMC) [4) permit ---
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d'étendre ce concept à des précur­
seurs contenant plusieurs peptides, 
doués chacun d 'une activité biologi­
que différente. Ces précurseurs mul­
tiples, ou polyprotéines, permettent 
de diversifier, au niveau post­
traductionnel , les peptides actifs 
engendrés à partir d ' un seul 
précurseur. 
La complexité du processus de pro­
téolyse différentielle implique la 
reconnaissance sélective de certains 
sites. Bien que certaines caractéristi­
ques structurales des régions adjacen­
tes à ces sites semblent importantes 
pour. diriger les protéases de matura­
tion [5-6]. il n'existe aucun consen­
sus quant au rôle des séquences pri­
maires [ 7 ] .  De plus, les sites possibles 
de protéolyse d'un même précurseur, 
tel que la POMC, sont reconnus dif­
féremment selon les tissus où le pré­
curseur est exprimé. Ces observations 
suggèrent l 'existence de plusieurs 
endoprotéases de maturation. 
Pendant plusieurs années, les cher­
cheurs ont tenté d ' isoler par les 
méthodes classiques de la biochimie 
ces enzymes de maturation commu­
nément appelées << convertases ••. Bien 
que certains candidats aient été par­
tiellement isolés et caractérisés [8- 1 2). 
ce n'est que récemment que les 
ADNe de certains membres de cette 
famille d 'enzymes ont pu être clonés 
et leur structure primaire déterminée. 
Ces travaux constituent un jalon 
important pour l 'étude des mécanis­
mes qui contrôlent 1 'expression des 
hormones polypeptidiques et des neu­
ropeptides. La caractérisation de ces 
convertases devrait permettre l 'éluci­
dation de mécanismes fondamentaux 
inhérents à la biochimie du système 
nerveux central. De plus, tout pro­
grès dans ce sens pourrait avoir des 
retombées cliniques puisque certaines 
de ces enzymes pourraient être des 
candidates pour la maturation de 
protéines telles que la substance {3-
amyloïde, associée à la maladie 
d' Alhzeimer, ainsi que de certains 
facteurs de croissance. 

1 
Identification 
d'une protéase 
de maturation 
chez la levure 

Une étape importante dans l ' identi­
fication des convertases des systèmes 

mis n ° 9, vol. 7, novtmbrt 91 



pré pro 
Site actif 

O H  N S 

KEX 2 ll'iAlll Homologie subtilisine 
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Figure 1 . Structures des convertases du type-Kex2. Les différents domai­
nes sont représentés : peptide signal (Pré), Pro-peptide (Pro), site actif, région 
trans-membranaire (TM). La présence de séquences Pro dans la furine, PC 1 
et PC2 n'a pas encore été démontrée. Les acides aminés impliqués dans la 
fonction catalytique sont également représentés dans leur code à une lettre. 
D : Asp ; H = His : N : Asn ; S : Ser. 

neuroendocriniens des mammifères 
fut l ' identification d 'une protéase de 
maturation chez un eucaryote unicel­
lulaire : Saccharomyces cerevisiae (plus 
connu sous le nom de levure de 
bière). Cette levure peut exister sous 
trois types cellulaires : les formes 
haploïdes MAT a et MAT a, et la 
forme diploïde MAT a/MAT a. Le 
passage de la forme haploïde à la 
forme diploïde se fait par conjugai­
son sexuelle entre cellules haploïdes 
de types différents et nécessite la 
sécrétion de peptides actifs dénommés 
facteurs a et a. Le type haploïde 
MAT a produit le facteur a sous 
forme de précurseur contenant qua­
tre copies du facteur a mûr enca­
drées par des paires d 'acides aminés 
basiques. 
En 1 984, le groupe de Jeremy Thor­
ner a caractérisé une souche mutante 
de S. cerevisiae incapable de produire , 
à la fois, le facteur a mûr et une 
seconde protéine, issue elle aussi d'un 
précurseur, la toxine " Killer 2 » .  Le 
gène responsable fut cloné et nommé 
KEX2 [ 1 3 ] .  La protéine, codée par le 
gène KEX2, possède un domaine 
d 'homologie avec une protéase à 
sérine, la subtilisine (figure 1). De plus, 
la protéine Kex2 possède une activité 
endoprotéolytique spécifique des sites 
dibasiques . Cette enzyme semble donc 
posséder certaines caractéristiques 
d 'une convertase .  Néanmoins ,  
l ' importance de la protéine Kex2 en 
mis n ° 9, vol. 7, novembre 91 

tant que prototype de « convertase » 
n'apparut que lorsqu 'on démontra 
qu'elle était capable d 'entraîner la 
maturation de la proalbumine 
humaine in vitro [ 1 4] . En outre ,  lors­
que la protéine Kex2 est exprimée de 
façon transitoire [ 1 5 ,  16] ou sta­
ble [ 1 7 ] ,  par transfection d'un vecteur 
d'expression à l ' intérieur des cellules 
de mammifères, elle est capable de 
procéder à la maturation de la POMC 
et du précurseur de la protéine C 
humaine [ 1 8] . Ces résultats suggèrent 
donc que la protéine Kex2 est fonc­
tionnellement analogue aux converta­
ses des mammifères supérieurs. ! Identification 

de convertases 
de type Kex2 
chez les mammifères 

En 1 986, un groupe de chercheurs de 
l 'université de Nijmegen qui s ' inté­
ressait à l 'oncogène cjesljos, décrivit 
le clonage du gène fur. Le gène fur 
code pour une protéine transmem­
branaire appelée furine. Il existe une 
similarité de séquence étonnante 
entre la furine et Kex2 , suggérant 
ainsi que la furine pourrait être une 
convertase . Afin de vérifier cette 
hypothèse, on exprima le gène de la 
furine par transfection dans des cel­
lules de mammifères. On put démon­
trer que la furine humaine peut 
entraîner la maturation in vivo du fac-

teur de croissance pro-{3 NGF [ 19] et 
du précurseur du facteur von Wille­
brand [20 ] .  La maturation de ces 
protéines s 'effectue au niveau de 
sites dibasiques. En revanche, la 
furine de souris ne semble pas capa­
ble d' induire la maturation de la 
pro-rénine [2 1 ]  et, à ce jour, aucune 
maturation de prohormone par la 
furine n'a été rapportée. De plus, la 
furine semble être présente dans tous 
les tissus, même ceux où l ' on 
n'observe pas 1' expression de pro­
hormones. Cette distribution ubiqui­
taire ne peut expliquer la spécificité 
de la protéolyse à l ' intérieur de cer­
tains tissus, notamment le cerveau, 
et laisse donc présager la présence 
d'autres enzymes agissant indépen­
damment ou de concert avec la 
furine. Les chercheurs eurent donc 
recours à la technologie de l 'ampli­
fication d 'ADN par PCR pour pro­
céder à l ' identification d 'autres enzy­
mes de la même famille .  Le groupe 
de Steiner a utilisé des oligonucléo­
tides dérivés des séquences conser­
vées entourant le site actif de la pro­
téine Kex2 et de la subtilisine pour 
amplifier les ADNe d 'une banque 
d'insulinome humain. Ce travail per­
mit l ' identification d 'un ADNe con­
tenant une seule phase de lecture de 
1 9 14  pb, désigné hPC2 [22] . Au 
même moment , un second groupe, 
celui de Seidah et Chrétien, utilisait 
des oligonucléotides dérivés cette fois 
des séquences conservées entre la 
furine et Kex2 , pour amplifier les 
ADNe d'une banque d'hypophyse de 
souris. Leur travail permit l ' identi­
fication d 'un premier clone, ayant 
une phase de lecture ouverte de 
2 250 pb, désigné mPC 1 ,  et d 'un 
second clone , de 1 9 1 1 pb, désigné 
mPC2 [23 ] .  

Finalement, un troisième ADNe, 
désigné PC3 , fut isolé des cellules 
AtT20, une lignée cellulaire tumorale 
d'hypophyse de souris [24] . Ce der­
nier correspond à mPC 1 .  Il semble 
donc y avoir, à ce jour, trois con­
vertases potentielles de type Kex2 
chez les mammifères : la furine, PC 1 
et PC2 .  1 Localisation et spécificité 

de PC 1 et PC2 
chez la souris 

Contrairement à la furine , l 'expres-
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Figure 2. Protéolyse différencie/le du précurseur de la POMC par les con­
vertases Kex2, PC1 et PC2. Seuls les produits de maturation de la POMC 
identifiés à ce jour sont représentés. JP : joining peptide (peptide de jonction). 
ACTH : adrénocorticotropine. /3-LPH : /3-lipoprotéine. /3END : /3-endorphine. 
aMSH : a-mélanotropine. 

sion de PC 1 et PC2 est limitée à cer­
tains tissus tels que le cerveau, le 
pancréas et l'hypophyse. Le foie , le 
rein, le cœur et les intestins n'expri­
ment par ces deux ARNm à un 
niveau détectable [24] . Une étude 
approfondie de localisation par hybri­
dation in situ sur différentes sections 
du cerveau a permis de cartographier 
l 'expression de PC1 et PC2 [25] . 

Cette étude démontre notamment 
que PC 1 est exprimé dans les lobes 
antérieur et intermédiaire de la 
glande pituitaire , alors que PC2 est 
exprimé uniquement dans le lobe 
intermédiaire . Cette observation sou­
lève la possibilité intéressante que 
l 'expression conjointe ou individuelle 
de PC 1 et PC2 est responsable de la 
maturation différentielle de précur-
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seurs tels que la POMC dans les 
lobes antérieur et intermédiaire. 
Cette hypothèse est renforcée par les 
résultats d 'analyses de spécificité de 
coupure de la POMC par PC 1 et 
PC2 . En effet, PC 1 coupe la POMC 
à deux des sites dibasiques, libérant 
ainsi l 'adrénocorticotropine (ACTH) 
et la ,6-lipotropine (,6-LPH), alors 
que PC2 découpe la POMC à cinq 
sites dibasiques ,  l ibérant l ' a­
mélanotropine (a-MSH) et la ,6-
endorphine (,6-END) [26] (figure 2). 1 Conclusion 

et perspectives futures 
Les deux dernières années ont été le 
témoin d'une explosion des connais­
sances dans le domaine des conver­
tases. Ce succès repose principale­
ment sur l 'exploitation d'un principe 
de conservation des séquences au 
cours de l 'évolution. Malgré la forte 
similarité de séquences observée entre 
la subtilisine, Kex2, la furine, PC 1 
et PC2, une différence surprenante 
existe au cœur même des sites actifs 
de ces convertases .  Des études du 
mécanisme catalytique des subtilisines 
ont démontré que non seulement la 
triade Asp, His et Ser est nécessaire 
à l 'activité enzymatique, mais qu'en 
plus un résidu Asn situé à proximité 
de cette triade est également impor­
tant pour la fonction catalytique des 
subtilisines. Kex2, la furine et PC 1 
possèdent un tel résidu Asn. En 
revanche, ce résidu est remplacé par 
un résidu Asp dans la séquence de 
PC2.  Cette substitution suggère 
qu'un environnement acide est néces­
saire à l ' activité optimale de 
PC2 (24] . Selon cette hypothèse, 
1' activité de PC2 pourrait être res­
treinte aux organites acides tels que 
les granules de sécrétion. 

Une autre différence importante 
entre ces convertases est que Kex2 et 
la furine sont toutes deux des enzy­
mes transmembranaires, alors que 
PC1 et PC2 ne possèdent pas de 
séquences d'ancrage aux membranes 
(figure 1). Ces deux dernières fonc­
tionnent néanmoins à l ' intérieur des 
cellules, ce qui a amené certains 
chercheurs à suggérer que la présence 
d'une hélice amphipatique puisse être 
responsable de la rétention intracel­
lulaire de PC 1 et PC2 (25] . De plus, 
la présence de deux ARNm distincts 
mis n ° 9, vol. 7, novtmbre 91 

pour PC 1 et PC2 pourrait suggérer 
l 'existence de deux isoformes, une 
forme soluble et une autre transmem­
branaire [22] .  La vérification de cette 
hypothèse devra attendre la purifica­
tion et la caractérisation de ces 
protéines .  
Finalement, l a  présence de sites diba­
siques, notamment dans la région N­
terminale de ces convertases, suggère 
qu'elles-mêmes sont produites sous 
formes de précurseurs. La détermina­
tion de la séquence N-terminale de 
la protéine Kex2 démontre, effective­
ment , une maturation au site diba­
sique Lys 107-Arg108 (résultats non 
publiés) . Cette maturation est dépen­
dante de l 'activité de Kex2, ce qui 
suggère donc une automaturation de 
la forme proKex2 en Kex2 . A ce 
jour, trois fonctions ont été associées 
aux pro-peptides : ( 1) la synthèse 
d 'enzymes sous forme de zymogènes 
inactifs ; (2) la facilitation de la 
sécrétion ; et ,  finalement (3) Je 
repliement correct de la protéine. La 
détermination du rôle de la prorégion 
de ces convertases représente un 
domaine de recherche prometteur 
puisque le développement d ' inhibi­
teurs capables de constituer de nou­
veaux agents pharmacologiques 
repose sur une meilleure compréhen­
sion des mécanismes d 'activation de 
ce type de protéases .  
Des progrès énormes ont été réalisés 
dans la caractérisation des converta­
ses spécifiques des sites dibasiques. 
Cependant, il est important de men­
tionner que plusieurs précurseurs 
sont clivés en des sites monobasiques, 
ce qui suggère l 'existence d'au moins 
une autre classe de convertases. 
D 'ailleurs ,  certaines convertases 
monobasiques ont été détectées chez 
le poisson [27] , les mammifères [28] 
et la levure [29] . Il est possible que 
certaines convertases soient responsa­
bles de l 'activation d 'autres enzymes 
de maturation, telles que les carboxy­
peptidases (30] . La clé de la régula­
tion fine de la protéolyse différentielle 
repose donc possiblement sur une 
cascade d'événements d 'activation 
intra- et intermoléculaire entre enzy­
mes de maturation. Quoi qu ' il en 
soit , il apparaît de plus en plus évi­
dent que le mécanisme de protéolyse 
différentiel est complexe et pourrait 
faire intervenir d 'autres protéases, 
dont certaines attendent leur jour de 

gloire depuis quelques années déjà 
dans plusieurs laboratoires de par le 
monde • 

Summary 
Differentiai proteolysis  of pro­
hormones : ident i ficat ion of 
mammalian endoproteases 

In mammals ,  most active peptide 
hormones or neuropeptides are 
released from precursor proteins of 
higher molecular weight. The spe­
cifie endoproteases involved in the 
processing of these precursors 
have been difficult to isolate and 
characterize biochemically, pri­
marly due to their law concentra­
tions in the cel! . In the yeast Sac­
charomyces cerevisiae, maturation of 
the a factor pheromone precursor 
and of the K 1 and K2 kil! er toxin 
precursors requires the endopro­
tease Kex2 . Expression of this 
yeast endoprotease in mammalian 
cells reveals that Kex2 is a poten­
tial homologue of the maturation 
enzymes in higher eukaryotes .  
Three enzymes have been isolated 
from mammalian cells based on 
their sequence similarity with 
Kex2. These proteins are furin, 
PC 1 and PC2 . Studies of locali­
zation and substrate specificity of 
these proteins confirmed their role 
in processing of prohormones. 
However, the heterogeneity of the 
processing sites in prohormones 
underlines the necessity for the 
intervention of many other matu­
ration enzymes.  Candidates for 
these other enzymes have been 
reported .  
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