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RESUME

L’ infection par le virus de I’hépatite C représente un probléme majeur de santé publique.
La prévalence dans la population mondiale serait de 0,5 % & 1 %. L'infection peut se manifester
par une hépatite aigu€, une hépatite chronique qui peut dégénérer en cirrhose ou en carcinome
hépatocellulaire (plus de 5% des cas). Bien que I’agent infectieux soit cloné depuis 1989, il est
actuellement difficile de le propager en culture cellulaire.

Par analogie avec la plupart des protéines exposées & la surface des virus, les
glycoprotéines denveloppe El et E2 Jouent probablement un role important dans l'infection
virale en étant responsables de l'interaction du virus avec son ou ses récepteurs a la surface des
cellules cibles, ces protéines sont également importantes pour l'immunogénicité virale. L'étude
de la maturation et de I’expression des protéines E1 et E2, tout comme leur interaction et leur
assemblage est donc nécessaire pour une meilleure compréhension du cycle viral et de la
pathogénese du VHC.

Dans un premier temps, les mécanismes de la rétention des protéines E1 et E2, ainsi que.
du complexe E1E2 a l'intérieur du réticulum endoplasmique (RE) ont été explorés. Il a été
montré que le complexe formé par les glycoprotéines El et E2 comprend des signaux de
rétention dans le RE, portés par les domaines transmembranaires respectifs de ces deux
protéines. Ces domaines transmembranaires sont situés respectivement pour les protéines El et
E2, entre les acides aminés 353 et 384 pour I'un et 718 et 747 pour l'autre. =+ -

En second lieu, nous avons identifié les sites potentiels de glycosylation reconnus sur la
glycoprotéine E1 du virus de ’hépatite C. Nous avons montré que seul le site de glycosylation
n°5 de la protéine E1 n'est pas utilisé pour l'addition d'un oligosaccharide. Puis nous avons
étudié le role des glycannes dans le repliement et 1’assemblage des glycoprotéines El et E2.
Nous avons montré que la glycosylation sur le site n°4 de la protéine E1 est un élément
déterminant pour la formation d’un complexe E1E2 natif, alors que la mutation des sites 1, 2 ou
3 n'entraine que peu ou pas de perturbations. Les hypothéses permettant d'expliquer
l'importance de la glycosylation sur le site n°4 ont été testées.

Enfin, nous avons testé la sécrétion de formes tronquées de la protéine E1, délétées leurs
extrémités C-terminales. Nous avons pu mettre en évidence une forme tronquée tres
efficacement sécrétée. ' »

Une meilleure compréhension des mécanismes de formation des hétérodiméres matures
permettrait une optimisation de leur potentiel immunogénique. De méme, des formes fortement

sécrétées de la protéine E1 seraient trés utiles pour constituer un outil diagnostique.



Abréviations

aa: acide aminé

Ac: Anticorps

bDNA : branched DNA (ADN Branché)

BiP: Binding immunoglobulin protein
BVDV : Bovine viral diarrhea virus

cADN : ADN complémentaire

C-terminale : Carboxy-terminale

CDS : Cluster differentiation 8

CMV : Cytomégalovirus

endoH : Endo-B-N-acétylglucosaminidase H.
ERGIC : Endoplasmic reticulum-to-golgi intermediate compartment
GTP: Guanosine triphosphate

HPLC: Chromatographie liquide haute performance
HVRI: Région hypervariable I

IFN : Interféron

IgM : Immunoglobuline M

IRES : Internal ribosome entry site

ISDR : Interferon sensitivity determining region
LTR: Long terminal repeat ‘

3’ NC: Extrémité 3' non-codante

NS3: Protéine non-structurale 3

N-terminale : Amino-terminale

PBMC : Cellules mononuclées du sang périphérique
PCR: Polymerase chain reaction

RE: Réticulum endoplasmique

TNF : Tumor necrosis factor

VHC : Virus de I'hépatite C

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

Wt : Wild type (type sauvage)

YF: Yellow fever
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I. Découverte du Virus de I'Hépatite C (VHC).

Des les années 70, alors que les virus de ’hépatite B (Blumberg, et al. 1965) et de
I'hépatite A (Feinstone, et al. 1973) étaient identifiés et les tests diagnostiques permettant la
détection de ces deux virus établis (Bradley, et al. 1979, Prince 1968), il devint évident que 90%
des hépatites post-transfusionnelles n’étaient pas dues a ces deux agents. De nombreuses
équipes de recherche ont alors tenté de mettre en évidence 1’agent de cette hépatite non-A, non-
B.

Des expériences de transmission au chimpanzé, seul modéle animal connu, ont permis
de démontrer I’existence d’un agent transmissible responsable de I’hépatite non-A, non-B
(Alter, et al. 1978, Bradley, et al. 1985, Tabor, et al. 1978). Celui-ci se révéla sensible au
- chloroforme, suggérant 1'existence d’une enveloppe (Bradley, et al. 1985). Les études
d’ultrafiltration réalisées sur ce virus ont montré qu'il avait une taille comprise entre 30 et 80 nm
(Bradley, et al. 1985, He, et al. 1987, Yuasa, et al. 1991).

Cependant, en raison de I’absence d’un systéme de culture cellulaire apte a multiplier
efficacement le virus et du faible titre infectieux de celui-ci dans les sérums de chimpanzés, il fut
impossible d’étudier plus avant cet agent.

Il faut attendre 1989 pour que ce virus soit caractérisé par le groupe de Houghton (Choo,
et al. 1989) en collaboration avec I’équipe de Bradley du « Center for Disease Control »
d’Atlanta. C’est par des techniques de biologie moléculaire (voir le principe figure 1) que, pour
la premiéere fois dans le domaine de la virologie, le génome viral a pu étre identifié par clonage,
avant tout isolement de la particule virale (les premieres images de microscopie électronique
commencent seulement & apparaitre) (Kaito, et al. 1994).

L’analyse comparative de ces séquences avec celles du virus de la fievre jaune (YF)
(Flavivirus) ou du virus de la peste porcine classique (CSFV) (Pestivirus) a permis de classer

ce virus dans la famille des flaviviridae (Miller and Purcell 1990)

II. Epidémiologie



Figure 1 : Principe de l'isolement du virus de I'hépatite C
Par le groupe de Houghton des laboratoires Chiron et 1'équipe du Dr. Bradley du "Center for
Disease Control" d'Atlanta.

Le matériel de départ dérivait d'un lot de facteur VIII antihémophiliques connus comme
infectieux et enrichis par passages successifs chez le chimpanzé (Bradley et al., 1979). Les
acides nucléiques ont €té extraits du plasma de ces chimpanzés. L'action de la transcriptase
inverse a permis d'obtenir des ADN complémentaires (ADNc) a partir de fragments simple -
brin d'ADN et d' ARN. Ces ADNC ont ensuite été insérés dans des vecteurs Agt,; qui ont servi a i
transfecter des bactéries. Des protéines virales synthétisées a partir de séquences nucléotidiques
transfectées ont ét€ identifiées par immunomarquage avec des anticorps sériques de patients
atteints d'hépatite non A non B. L'isolement de clones codant pour des plypeptides viraux a
alors permis le séquengage complet du génome du virus responsable de la plupart des hépatite

nonA nonB, désormais appelé virus de I'hépatite C (Trépo, 1990).
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L’hépatite C, maladie répandue dans le monde entier, représente un probléme majeur de
santé publique. De nombreuses études réalisées sur des donneurs de sang ont permis d'étudier
la prévalence des anticorps anti-VHC dans différentes régions du globe (figure 2). Elle ont
permis de montrer que cette infection touche environ 1% de la population mondiale. La
séroprévalence, relativement faible dans le nord de I’Europe et aux Etats Unis (entre 1 et 1,5%),
est plus forte dans le sud de I’Europe, en Asie du sud-est (jusqu’a 3%), en Afrique du nord et
au Moyen Orient (1,4 a 2,1%). Des séroprévalences trés préoccupantes sont trouvées en
Ukraine, dans les pays de I’ Afrique centrale et en Egypte ou la prévalence est estimée a 14,5%.

En France, on estime que 500 000 a 1 000 000 de personnes sont contaminées.

La transmission se fait essentiellement par voie parentérale mais d’autres voies de
transmission ont été rapportées. Néanmoins, environ 40% des contaminations n’ont pas de
causes identifiées (hépatites sporadiques). Il est vraisemblable quune partie de ces

contamination non-identifiées aient pu avoir lieu par voie nosocomiale.

IL1. Transmission par voie parentérale

- Avant la mise au point des tests permettant le dépistage du VHC, on estime que 10 a
20% des individus ayant recu des produits sanguins, étaient infectés par ce virus. Le
développement de ces tests et le traitement systématique des lots sanguins de fagon chimique ou
thermique, ont pratiquement fait disparaitre les risques liés a la transfusion sanguine. Ainsi,
alors qu’avant 1990, le risque de contamination était de 450 sur 100 000 unités transfusées, il
n’est plus aujourd’hui que de 1 sur 100 000 unités transfusées (Schreiber, et al. 1996). -

Néanmoins, les statistiques réalisées concernant les hémophiles restent préoccupantes.
On estime en effet -actuellement qu’environ 76% d’entre eux sont porteurs du virus
(Mauserbunschoten, et al. 1995, Morfini, et al. 1994, Soni, et al. 1993, Troisi, et al. 1993,
Wagner and Rotthauwe 1994). Les statistiques atteignent méme 84 a 100% lorsque les
procédures d’inactivation du virus dans les lots sanguins ne sont pas respectées, comme le
montrent les études réalisées sur des groupes d'hémophiles américains (Troisi, et al. 1993,
Wagner and Rotthauwe 1994).

- Les patients déficients en immunoglobulines et recevant des préparations d’anticorps

ont également ét¢ décrits comme faisant partie d’un “groupe a risques* (Flora, et al. 1996,
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Healey, et al. 1996). En effet, des études montrent que ’on détecte la présence de I’ARN viral
dans une préparation d’anticorps sur deux (Yu, et al. 1994).

- Le virus peut €tre également contracté lors d’une dialyse (Bukh, et al. 1993, Cassidy, et
al. 1995, Dussol, et al. 1993, Lin, et al. 1993). La prévalence varie ici entre 8 (Bukh, et al. 1993)
et 69% (Taiwan) (Lin, et al. 1993). Il semblerait que le risque de transmission soit corrélé avec
la durée et la fréquence des dialyses (Cassidy, et al. 1995, Okuda, et al. 1995).

- Chez les transplantés rénaux, la prévalence de I’hépatite C est importante en raison de
la forte diffusion virale chez les dialysés et des protocoles de préparation a la greffe qui
prévoient une transfusion sanguine. (Bang, et al. 1995, Genesca, et al. 1995). Elle est d’environ
25% en France.

- Pour les toxicomanes par voie intraveineuse, les prévalences apparaissent extrémement
élevées en raison de 1’utilisation de seringues souiliées. En fonction des populations concernées,
le taux de contamination varie entre 50 et 100% des individus (Fingerhood, et al. 1993, Maayan,
et al. 1994, Mauserbunschoten, et al. 1995, Van Ameijden, et al. 1993, Woodfield, et al. 1993).
En Europe, ces statistiquesAoscillent entre 70 et 92% (Esteban 1993).

| Il faﬁt noter que‘ la céntaﬁﬂnation par piciﬁre accidentelle avec des aiguilles
souillées semble dépendre de la quantité de sang transférée, du titre du virus ainsi que de la
profondeur de I’injection. Un individu étant ainsi en contact avec le virus a environ 2% de
chance d’étre contaminé (Kiyosawa, et al. 1990, Puro, et al. 1995).

- Enfin, il convient de rappeler que le piercing, le tatouage, l’acupuncture, la
mésothérapie et certaines pratiques traditionnelles impliquant un contact avec le sang sont
régulierement mis en cause dans la transmission du virus (Kiyosawa, et al. 1994, Mele, et al.
1995).

I1.2. Transmission par voie sexuelle

~

Il aé montré que la transmission par voie sexuelle du virus de ’hépatite C était
possible mais beaucoup moins fréquente que pour I’hépatite B. Des études réalisées en Europe
et aux Etats Unis indiquent que le risque de transmission entre partenaires hétérosexuels est
relativement faible (Gordon, et al. 1992, Meisel, et al. 1995, Soto, et al. 1994). Des risques de
transmission plus importants sont détectés dans certains pays d’Asie (Chang, et al. 1994,

Nakashima, et al. 1995). Pourtant, le mécanisme de la transmission par cette voie devra étre
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plus clairement défini. En effet, plusieurs études montrent qu’on ne détecte pas le virus dans le
sperme, la salive et les sécrétions vaginales (Chang, et al. 1994, Nakashima, et al. 1995).
Aussi, ce mode de contamination, s’il semble avoir une existence réelle, ne parait pas

étre une cause majeure de la propagation du virus.

IL.3. Transmission materno-foetale

Aujourd’hui encore le mécanisme de cette transmission reste discuté (Nousbaum, et al.
1995). Mais, bien que I’'infection intra-utérine ait ét€ postulée, la contamination materno-foetale
surviendrait plutdt lors du travail ou au moment de la libération (Weiner, et al. 1993). Ainsi,
I’ARN du VHC a été détecté dans le fluide puerpéral et dans les menstrues (Kurauchi, et al.
1993, Silverman, et al. 1994). Cet ARN est également détecté de fagon transitoire dans le sang
du cordon chez 40% des nouveaux-nés de meres infectées (Kurauchi, et al. 1993, Silverman, et
al. 1995). Ainsi, le risque de transmission périnatale varie entre 0 et 7% (Kurauchi, et al. 1993,
Moriya, et al. 1995, Silverman, et al. 1995).

Par contre, il n’est pas encore clairement établi si I’allaitement par une mere infectée

représente un risque pour I’enfant.

I1.4. Transmission familiale

Un certain nombre de publications rapportent la possibilité d’une contamination
horizontale (sexuelle et sanguine exclues) suggérant lexistence d’une transmission
intrafamiliale (Kiyosawa, et al. 1994). Mais, s’il existc, le mécanisme de transmission par cette
voie reste inconnu. De plus, aucune étude n’a pu exclure la possibilité qu’une contamination

puisse se produire par le biais de micro-effractions vasculaires ou épithéliales.

Enfin, on ne peut oublier de citer dans la liste des groupes a risque les individus
souffrant d’alcoolisme. En effet, un certain nombre de travaux rapportent que la prévalence chez
les alcooliques est plus élevée que pour la population générale. Un taux moyen de
contamination de 16% est avancé, avec des prévalences beaucoup plus importantes dans
certains pays comme |’'Italie (48%) (Bode, et al. 1995, Fong, et al. 1994, Mendenhall, et al.
1993, Verbaan, et al. 1993, Zignego, et al. 1994). De plus, il semblerait que I’infection par le
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VHC et la prise d'alcool aient des effets cumulatifs, en favorisant un taux plus élevé de virus
circulants et entrainant des lésions hépatiques plus séveres (Coelho, et al. 1995, Fong, et al.
1994, Gonzalez, et al. 1995, Zignego, et al. 1994).

III. Diagnostic de I’hépatite C

Il est important de réaliser le diagnostic de I'hépatite C le plus précocement possible afin
de gérer au mieux I’évolution de la maladie.

En ce qui concerne les tests sérologiques permettant la mise en évidence d’anticorps anti
VHC, on les classe en deux types: les tests de dépistage et les tests de validation. Le manque de
spécificité des tests de premiere génération basés sur la technique ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), a conduit & développer des tests RIBA (recombinant immunoblot
assay).

Des tests permettant la détection des IgMs anti-VHC ont également été récemment
développés (HCV IgM EIA, Abbot Diagnostics), mais' leur intérét reste cependant discuté
(Pawlotsky 1996).

Il existe depuis 1990 (Garson, et al. 1990, Weiner, et al. 1990) des tests de diagnostic
moléculaire permettant Ja détection de I’ ARN viral, basés sur la technique de PCR. Il sont
principalement utilisés quand les résultats des tests sérologiciaues présentent des ambiguités.

Enfin, trés récemment, des tests quantitatifs détectant I'ARN viral ont été

commercialisés. Is sont basés sur l'utilisation de la technique de ' ADN branché.

IIL.1. Diagnostic sérologique

Ce sont des tests de type immuno-enzymatiques, ou ELISA. Ils permettent la détection
d’anticorps anti-VHC dans le sérum des patients. Ces tests, élaborés en 1989 et mis sur le
marché dés 1990 (Kuo, et al. 1989), utilisaient comme antigene la protéine recombinante ¢100-
3 qui couvre la zone de jonction entre les protéines NS3 et NS4 (voir figure 3). Pourtant, il
apparait rapidement que ces tests ne permettent de détecter que 80% des individus infectés.

Ces inconvénients ont amené a développer des tests de validation. Ils sont basés sur une
technique d’immunobloting, ou RIBA. Ces tests associent a la protéine c100-3, des peptides
synthétiques et des antigénes recombinants comme la protéine c22 qui représente la
nucléocapside, la protéine c33c qui couvre la majeure partie de NS3 et la protéine c200 qui

correspond aux protéines NS3 et NS4 (voir figure 3) (Katayama, et al. 1992).



Cible de PCR

C22
I C 200
I C33c
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Figure 3 : Antigenes dérivés du génome du VHC et utilisés dans les tests de dépistage sérologique

Les antigénes présentés sont ceux utilisés principalement dans les tests de premiére génération (1), de
deuxiéme génération (2) et de troisieme génération (3).
(d'aprés Van Der Poel et al. 1994)
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Les tests de troisi¢me génération combinent €également des peptides correspondant a des
régions a la fois plus conservées et plus réactives du génome viral, comme la partie N-terminale
de la protéine C, ou comme certaines régions de E2 ou NS5 (voir figure 3) (Nakagiri and
Ichihara 1995).

~ Ainsi, grice 2 leur développement, le risque de contamination transfusionnelle qui était
de 6 a4 10% dans les années 1980, est passé a 0,02% par unit¢ de sang transfusé aujourd’hui
(Cahour 1995).

Pourtant, ces tests sérologiques de demiere génération ont aussi leurs limites. Ainsi, il
reste toujours des cas ol le diagnostic est difficile voire impossible. Ceci concerne les personnes
immunodéprimées présentant un taux d’anticorps particulierement faible, et les malades se
trouvant dans la « période silencieuse », c’est & dire entre I’infection et la séroconversion (ou
apparition des premiers anticorps). \

Enfin, ces tests ne rendent pas compte de la charge virale mais rapportent seulement un
contact du patient avec le virus.

Aussi, il est parfois indispensable de disposer de tests dirigés contre le génome du virus,

permettant un diagnostic moléculaire.

III.2. Diagnostic moléculaire

- LLa détection de I’ ARN viral passe par une premiére étape de rétrotranscription générant
un brin d’ADN complémentaire (CADN) sur modele d’ARN. C’est ce cADN qui sera ensuite
amplifié par PCR (Polymérase Chain Réaction) a I’aide d’amorces choisies en général dans la
région 5’NC connue pour €tre particulierement bien conservée (Bukh, et al. 1992, Bukh, ‘et al.
1992). Cette technique est tres sensible et peut détecter de tres faibles quantités d’ARN viral.
Elle permet ainsi de mettre en évidence la présence du virus une semaine apres la contamination
d’un patient<par transfusion (Farci, et al. 1992), précédant alors la séroconversion de 12
semaines.

Néanmoins, cette méthode nécessite d’étre standardisée, notamment en ce qui concerne
les étapes préparatoires des échantillons 2 tester. En effet, des contaminations accidentelles
peuvent €tre a I’ origine de faux positifs.

- Récemment une méthode de détection quantitative de I’ ARN viral a été commercialisée
par la société Chiron (Quantiplex® HCV RNA 1.0 et 2.0, Chiron Diagnostics). Elle utilise la
technique de I’ADN branché ou bDNA (Urdea, et al. 1991). Elle consiste en une capture en
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sandwich de la molécule d’ARN cible par des sondes spécifiques bivalentes, qui vont elles
mémes €tre hybridées par une sonde appelée ADN branché. Celle-ci sert de support a de
nombreuses sondes marquées a la phosphatase alcaline, qui en présence d’un substrat, vont
entrainer I’émission d’un signal lumineux proportionnel a la quantité d’ARN cible. Cette
technique est moins sensible que la PCR mais permet de donner un résultat quantitatif et permet

une appréciation indirecte de I’importance de la réplication virale (voir figure 4).

IV. Physiopathologie de I’hépatite C

Les conséquences d’une infection par le virus de ’hépatite C peuvent étre dramatiques.
Cette contamination peut en effet mener au développement d’une cirrthose qui peut étre fatale
mais aussi dégénérer en carcinome hépatocellulaire qui reste mortel dans la majorité des cas. La
sévérité de ces affections est liée a I’évolution vers la chronicité de la majorité des infections par
le VHC. L’apparition de 1ésions hépatiques est continue et I’activité virale persiste méme lors
des phases critiques de cirrhose ou de carcinome hépatocellulaire (Bouffard, et al. 1992).

On distingue plusieurs phases successives dans I’évolution de la maladie.
1) L infection, détectable chez un patient une semaine apres la contamination.
2) L’hépatite aigué, généralement caractérisée par une élévation des amino transférases.
3) L’infection chronique, qui s’installe alors dans 50 & 75% des cas. Elle peut avoir une durée
d’évolution trés variable, R a
20% des hépatites chroniques vont mener au développement d’une cirrhose qui peut dégénérer

en carcinome hépato-cellulaire.

IV.1. L’hépatite aigué

Elle se produit de 2 semaines a 6 mois apres I'infection. Durant ce temps de latence
caractéristique du VHC, le virus est présent dans 1’organisme (Shimizu, et al. 1990). On peut
également observer une augmentation (d’importance variable selon le sujet) du taux sérologique
des ALTs (ALT pour ALanine amino Transférase), caractéristique de la destruction des
hépathocytes. Cette phase de la maladie reste asymptomatique dans deux tiers des cas.
Lorsqu’elle est symptomatique, elle se manifeste par un certain nombre de signes cliniques, tel
que I’ictere dans environ un quart des cas. Elle peut également s'illustrer par des céphalées, une

fievre modérée et une asthénie intense, plus rarement une hépatomégalie ou une splénomégalie.
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Des cas d’hépatites fulminantes ont été décrits (Yoshiba, et al. 1994), mais ils demeurent
extrémement marginaux.
A ce stade, le systtme immunitaire parvient dans un tiers des cas a éliminer le virus. La

plupart du temps, I’hépatite aigué conduit a ’hépatite chronique.

IV.2. L’hépatite chronique

Durant cette phase, on peut observer que le taux sérologique des ALTs varie en
présentant plusieurs pics successifs. Le premier de ces pics peut étre trés précoce apres la primo
infection. Bien que chez un certain nombre de sujets le taux d’ALT puisse se normaliser, la
virémie persiste (DiBisceglie, et al. 1991). Le siege de I’activité virale se localise principalement
au niveau des cellules hépatiques. Les conséquences de la chronicit¢ vont dépendre de la
dynamique de la maladie. On distingue en effet I’hépatite chronique persistante de ’hépatite
chronique active.

~- Dans le premier cas, les 1ésions histologiques vont é&tre limitées.
L’ inflammation reste localisée a la région périportale.
- Dans le second cas, les lésions sont beaucoup plus étendues. En plus de
I’'inflammation périportale, on observe 1’apparition de nodules lymphoides dans cette région,
d’altération des canaux biliaires interlobulaires, d’une infiltration du foie par des lymphocytes et
d’une fibrose. Une biopsie hépatique permet de préciser alors le stade de la maladie: -
Cette nécrose inflammatoire va entrainer 1’apparition d’une cirthose pour 20% des

malades chroniques.

IV.3. La cirrhose

La nécrose inflammatoire va s’étendre et peut mener dans 20 a 25% des cas a un arrét
total des fonctions du foie. Cette dysfonction va donc nécessiter une transplantation. Pourtant,
on assiste trés souvent a une réinfection du greffon, alors méme que I’ARN du virus n’est plus
détectable dans le sérum au moment de la greffe. Les PBMCs, qui ont été décrits a plusieurs
reprises comme €étant infectés in vivo par le VHC (Bouffard, et al. 1992, Muller, et al. 1993),
peuvent probablement constituer des sites extra-hépatiques (désignés comme les « réservoirs a

virus ») responsables de cette réinfection rapide (Lerat and Inchauspé 1997).
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L’intervalle moyen entre I’infection et le déclenchement de la cirrhose est estimé a 10 a
15 ans. Le potentiel évolutif d'une cirrhose est le carcinome hépato-cellulaire. Le risque de

survenue de ce cancer serait de I'ordre de 5% a 15 ans (Kiyosawa, et al. 1990).

IVA4. Le carcinome hépato-cellulaire

11 a été montré que I’ ARN viral pouvait étre mis en évidence au sein des tumeurs (Chou,
et al. 1991). L’effet carcinogéne du virus est actuellement & 1’étude dans de nombreux
laboratoires. Pourtant, intervalle de temps important entre l’infection et 1’apparition du
carcinome hépatocellulaire, ainsi que la nécessité apparente d’une cirrhose préexistante,
semblent indiquer que le virus n’est pas oncogene par lui-méme. De méme, aucune activité de
transcription inverse n'a été observée dans le cas du VHC. En conséquence, il ne peut y avoir de
synthése d'ADN susceptible de s’intégrer dans le génome de la cellule hdte et entrainer une
mutagenese insertionnelle. . .

Un certain nombre de facteurs ont ét€ décrits comme pouvant favoriser une évolution
critique de la maladie. Le génotype du virus semble étre un facteur important (DiBisceglie 1997,
Donato, et al. 1997, Dusheiko, et al. 1994, Pozzato, et al. 1994). La contamination par
transfusion est liée 4 un pronostic plus. défavorable que pour les autres voies (Gordon, et al.
1993). La coinfection avec le virus de 1’hépatite B (DiBisceglie 1997.;,F0hg, et al. 1991) ainsi
que la consommation méme modérée d’alcool (DiBisceglie 1997, Mendenhall, et al. 1991) sont
également décrits comme des facteurs aggravants.

En dehors de ce schéma classique d’évolution de la maladie, la présence du VHC dans

I’organisme est également associée a un certain nombre de pathologies auto-immunes.

IVs. Pathologies auto-immunes associées au VHC

50% des cas d’hépatite chronique sont associés a une cryoglobulinémie mixte de type II
(Ferri, et al. 1993, Lunel, et al. 1994). Cette pathologie se caractérise par l’apparitiod de
complexes immuns circulants qui ont la propriété de précipiter & une température inférieure a
37°C. Cette pathologie peut entrainer des complications cutanées, rénales, articulaires ou
neurologiques. La cryoglobulinémie semble étre associée de fagon spécifique et réguliere a ce .

virus.



Figure 5 : Représentation théorique du virus de I'hépatite C
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L’infection par le VHC peut également €tre associée a 1’apparition d;un syndrome de
Sjogren, caractérisé par une infiltration des glandes salivaires par des lymphocytes.

On peut également rencontrer des cas associé€s de porphyrie cutanée (Decastro, et al.
1993), de maladies auto-immunes du foie (Koskinas, et al. 1994) et de licken plan.

Enfin, on détecte souvent la présence d'auto-anticorps dans le sérum: Ac anti noyau, anti
muscle lisse, anti KLLM (ou Liver Kidney Microsomial) (Lunel, et al. 1992).

V. Traitement de L’hépatite C

Le seul traitement actuellement prescrit en France est basé sur I'utilisation de I'IFN«
(Lindsay 1997). La molécule traditionnellement utilisée est une protéine recombinante (CIFN),
Introna® et Roferon A®, dont la séquence est un consensus de celle des 4 sous-types d’IFNa. Le
mécanisme d’action de ces molécules est complexe et non complétement élucidé. En se liant a
des récepteurs spécifiques a la surface cellulaire, I'IFN active une voie de seconds messagers
qui conduit & I’expression de nombreux geénes comme les protéines Mx, les 2°-5’
oligoadénylate synthétases, la protéine kinase dépendante d’ARN bicaténaire (PKR) et I’oxyde
nitrique sjtnthase (pour revue, voir (Meurs 1997)). Ces protéines ont de nombreuses activités
‘antivirales, supresseur de tumeur, etc....

Le traitement habituel prévoit I’administration de 6 & 10 millions d’unités, trois fois par
semaine pendant douze mois. Ce traitement est malheureusement peu efficace. En effet, on
observe une normalisation des transaminases chez seulement 50% des patients. De plus, a
’arrét du traitement, la moitié des répondeurs rechutent. Finalement, une normalisation a long
terme (apres six mois suivant I’arrét du traitement) n’intervient que pour 20 a 25% des sujets
(Nousbaum, et al. 1995).

Une autre molécule, la Ribavirine, est actuellement évaluée pour le traitement de
I'hépatite C. C'est un analogue de la guanosine, modifi€ au niveau de la base. Pour exercer son
action antivirale, cet analogue de la guanosine doit subir une phosphorylation intracellulaire. Elle
inhibe indirectement la synthése d'acides nucléiques viraux par effet de éompétition avec le
stock de guanosine de la cellule infectée. Elle aurait également un effet inhibiteur direct sur
I'ARN polymérase ARN dépendante. Néanmoins, son impact sur la multiplication virale et sur
I'histologie semble faible et son utilisation serait potentiellement plus intéressante en association

avec I'TFN.



Généralités 15

Aussi, on distingue trois groupes de patients en fonction de leur réponse au traitement:

- Les Répondeurs (R) chez qui on observe une normalisation du taux d’ALT sérique au
moment du traitement et au dela de six mois suivant l'arrét du traitement. Cette réponse
s’accompagne d’une disparition de I’ARN viral sérique et d’une diminution de I’activité
histologique (Miyajima, et al. 1998). Néanmoins, il n’est pas démontré que ce traitement
prévienne chez les répondeurs les complications & long terme comme la cirrhose ou le
carcinome hépatocellulaire.

- Les Répondeurs Rechuteurs (RR) qui répondent favorablement au traitement par une
normalisation des ALT mais qui, dés la fin de celui-ci ou dans les six mois qui suivent, voient
leur taux de transaminase remonter. Cette augmentation des ALT est généralement corrélée avec
une réapparition de I’ARN viral sérique. Chez les RR, le traitement semble tout de méme
apporter une amélioration histologique. Un deuxi®me traitement serait positif pour 50% des
rechuteurs (Chemello, et al. 1997).

- Les non-répondeurs (NR) pour qui I’absence de réponse s’illustre par une absence de
normalisation des ALT. Il ne semble pas y avoir d’amélioration histologique et un deuxiéme

traitement n’est pas recommandé.

Le traitement par I’IFN peut donner lieu a des effets secondaires: syndrome grippal,
anxiété et état dépressif (Hunt, et al. 1997) et activation ou amplification de désordres auto-
immuns (arthrite (Chung and Older 1997),...). Il est également extrémement contre—indiqué
dans un certain nombre de cas: grossesse, insuffisance rénale sévére, hépatite auto-immune,
cardiopathie séveére, transplantation rénale,...

Enfin, on peut résumer les facteurs prédictifs de bonne réponse de la facon suivante:
sexe féminin, jeune age, absence de consommation d’alcool méme modérée, absence de
surcharge en fer et d’obésité, un génotype viral différent du génotype 1 et une charge virale

faible (Shiratori, et al. 1997, Takagi, et al. 1997).

V1. Le Virus de I’Hépatite C

D’apres les données obtenues par microscopie électronique, le VHC se présenterait donc
sous la forme d’une petite particule sphérique portant & sa surface de fins spicules
(probablement les protéines El et E2), et dotée d’un core de 30 & 35 nm de diametre [Kaito,
1994 #11]. La taille de la particule virale doit étre définie plus précisément. Elle serait de 45 nm
selon I’équipe de Mizuno (Mizuno, et al. 1995), de 55 nm selon I’équipe de Takahashi
(Takahashi, et al. 1992) ou de 60 nm selon I'équipe de Kaito (Kaito, et al. 1994). Tous ces



Organisation du génome du VHC
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Figure 7 : Le processing de la polyprotéine du VHC
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Figure 8 : La Famille des Flaviviridae
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Figure 9 : Modele de structure secondaire de 1 ’extrémité 5 > non-codante
du génome du VHC
D ’apres Brown et al, (1992); Lemon et Honda, (1997)
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Figure 10 : Modéle de structure secondaire de 1 ’extrémité 3 > non-codante
du génome du VHC (génotype II/1b)

D ’apres Tanaka et al, (1996)
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travaux sont en accord avec I’étude de He (He, et al. 1987) qui dés 1987, par des expériences

d'ultra-filtration, estimait cette taille comprise entre 30 et 60 nm (voir figure 5).

VII. Le génome du VHC

Le génome du VHC est constitué d’une molécule d’ARN simple brin, de polarité
positive d’environ 9600 nucléotjdes (Choo, et al. 1991, Houghton, et al. 1991, Kolykhalov, et
al. 1997). Deux régions non-codantes, localisées aux extrémités 5’ et 3’, encadrent un large
cadre ouvert de lecture qui code une polyprotéine (souche H, voir figure 6) dont la taille varie
selon les génotypes: 3010 a 3014 aa pour les virus de génotype 1, 3033 aa pour les virus de
génotype 2, 3021 aa pour les virus de génotype 3 (Bukh, et al. 1995).

Cette polyprotéine libére apres clivage par des protéases d’origine cellulaire et virale, les
différentes protéines structurales et non-structurales du VHC (voir figure 7). Cette organisation

est comparable a celle observée chez les flavivirus et les pestivirus (voir figure §8).

VIL.1. Les extrémités non-codantes

VIL.1.1. L’extrémité 5’ non-codante (5’NC)

La région 5’NC du génome du VHC est la zone la plus conservée du génome entre les
différents isolats viraux décrits dans la littérature (Bukh, et al. 1992, Chen, et al. 1991). Cette
région montre une forte homologie de s€quence avec celle des pestivirus (Han, et al. 1991). Sa
taille a longtemps été estimée a 341 nucléotides, mais tres récemment, la mise en évidence
d’une séquence CCCCCCCA a son extrémité 5°, semble porter celle-ci a 349 nucléotides
(Trowbridge and Gowans 1998). Plusieurs codons (AUG) d’initiation de la traduction sont
présents sur I’extrémité S’NC. Mais, s'ils définissent des petits cadres ouverts de lecture, leurs
produits n'ont jamais été identifiés (Tsukiyamakohara, et al. 1992).

Comme pour certains virus a ARN, cette région est impliquée dans le processus
d’initiation de la traduction. De nombreuses études montrent I’existence d’une séquence IRES
(Internal Ribosome Entry Site) portée par le génome du VHC, permettant la fixation interne du
ribosome et I’initiation de la traduction (Han, et al. 1991, Tsukiyamakohara, et al. 1992, Wang,
et al. 1993, Yoo, et al. 1992). On admet habituellement que la structure IRES constitue un

mécanisme alternatif d'initiation de la traduction d'un ARN non coiffé. Le modele proposé par
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Lemon et Honda (Lemon and Honda 1997), qui est un modele adapté de celui de Brown et al.
(Brown, et al. 1992) suggére une structure secondaire relativement complexe de I'extrémité
5’NC (voir figure 9). Elle est constituée de quatre domaines majeurs (I & IV), le troisiéme étant
analogue au domaine III du modele établi pour les pestivirus (Brown, et al. 1992). Plusieurs
équipes se sont attachées a mettre en évidence la séquence minimale nécessaire a ’initiation de
la traduction. Brown et al. montrent qu’une délétion au deld du nucléotide 72 abolit I’initiation
de la traduction, alors que I’équipe de Tsukiyamakohara place ce nucléotide critique en position
98 (Tsukiyamakohara, et al. 1992). D’autre part, I’équipe de Katayama montre que la structure
en « alpha branch » présente sur le domaine II entre les nucléotides 47 et 67 serait un élément
indispensable (Fukushi, et al. 1994) ce qui semble indiquer que le domaine II est un €élément
crucial pour I’initiation de la traduction. Cette hypothese est renforcée par le travail de Rijnbrand
et al. qui montre que seule la boucle I n’est pas indispensable a I'initiation (Rijnbrand, et al.
1995).

L'initiation de la traduction serait de plus favorisée par la fixation de facteurs cellulaires.
Fukushi et al. ont identifi€ une protéine de 25 kDa interagissant avec I'IRES (Fukushi, et al.
1997). D’autre part, deux protéines cellulaires (p8k7 et pl20) ont été mises en évidence par
I’équipe de Yen (Yen, et al. 1995). Leur site de fixation se situerait au niveau de I’épingle a
cheveux III. Ces protéines favoriseraient I'initiation de la traduction pour 1'une (p120) et la
réplication virale pour 'autre (p87). Récemment, I'équipe de Sizova (Sizova, et al. 1998) a
montré que la protéine eIF3 (eukaryotic Initiation Factor3) se.fixerait au niveau de la boucle b
du domaine III et jouerait un rle essentiel dans l’initiatibn de la traduction en favorisant la

fixation de I’ARN a la sous-unité 40S du ribosome.

VIL1.2. L’extrémité 3’ non-codante (3’NC)

On distingue trois parties dans la région 3’ non-codante: une séquence de 27 a 45
nucléotides peu conservée entre les différents isolats, une séquence polyuridylée de 10 a 130
nucléotides, et enfin une séquence extrémement conservée de 98 nucléotides décrite depuis peu
(Kolykhalov, et al. 1996, Tanaka, et al. 1996). Depuis le modele proposé par Tanaka et al.
(Tanaka, et al. 1996) (voir figure 10), plusieurs études sont venues préciser la structure adoptée
par cette extrémité. Ito et al. (Ito and Lai 1997), par des expériences de digestion a la RNase,
décrivent la présence de trois épingles a cheveux, la deuxiéme et la troisieme étant les plus

conservées. Par ailleurs, Blight et al. (Blight and Rice 1997) indiquent la présence d’une €pingle
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a cheveux a I'extrémité 3’ et une séquence beaucoup moins ordonnée a I’extrémité 5° de cette
méme extrémité.

Comme cela est décrit pour d’autres systemes viraux, 'extrémité 3’NC a un rdle
potentiel dans la synthése du brin d’ARN négatif et des facteurs cellulaires pourrait é&tre
nécessaire lors de cette synthése. Ainsi la fixation de la PTB (polypyrimidine tract-binding
protein) sur I’extrémité 3’ NC a été décrite a plusieurs reprises (Ito and Lai 1997, Tsuchihara, et
al. 1997). Cette fixation aurait lieu sur les épingles a cheveux deux et trois, au niveau d’une
séquence équivalente 2 un site de fixation pour la PTB. Cette interaction pourrait étre impliquée

dans I'initiation de la réplication du génome.

VIL2. Les protéines virales

(voir figure 6)

VIL.2.1. Les protéines structurales

VIIL.2.1.a. La protéine C

La protéine Core (C) ou de la capside est la plus conservée parmi les protéines du VHC
(Houghton, et al. 1991). Cette protéine basique est trés probablement la protéine de capside du
VHC. En effet, la protéine C est détectée dans les particules virales présentes dans les sérums
de patients (Ito, et al. 1996, Kaito, et al. 1994). Elle interagirait avec ’ARN viral lors de
I’encapsidation pour former la nucléocapside.

Le geéne de la capside code une protéine de 23 kDa (p23) qui peut, par. un clivage
alternatif, libérer une forme de 21 kDa (p21) (Hijikata, et al. 1991, Hussy, et al. 1996, Liu, et al.
1997, Lo, et al. 1995, Lo, et al. 1994, Santolini, et al. 1994). Ces deux protéines correspondent
respectivement a:

- une forme de 191 aa contenant a I’extrémité-carboxy term@nale une zone tres
hydrophobe (H1). Cette région H1 contiendrait le peptide signal de E1, permettant ainsi sa
translocation dans le RE (Santolini, et al. 1994). '

- une forme de 173 aa résultant du ciivage par une signalase cellulaire de la
région H1, entre les aa 173 et 174 (Santolini, et al. 1994, Yasui, et al. 1998).

Par ailleurs, Lo et al. ont également décrit une protéine plus courte, de 16 kDa (p16) (Lo,

et al. 1995). Elle posséde la méme extrémité N-terminale que la p21 mais semble étre
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dépourvue d'une partie de l'extrémité C-terminale de cette p21. Toutefois, cette forme de 16 kDa
n’est pas détectée in vivo.

Les deux formes ont une localisation cytoplasmique, associées aux membranes du
réticulum endoplasmique. La protéine de 21 kDa a pu également €tre détectée dans le noyau
(Suzuki, et al. 1995). La détection d’une forme de 21 kDa dans les sérums de patients semble
confirmer que la p21 est la forme mature de la protéine C. (Yasui, et al. 1998).

Par ailleurs, d'autres auteurs rapportent que les expériences de double marquage ne
montrent pas une compléte colocalisation de la protéine C et des composants du réticulum
endoplasmique. Ils indiquent que des structures, constituées par des compartiments
subcellulaires non identifiés, pourraient accumuler la protéine C (Santolini, et al. 1994). Ces
structures semblent réagir spécifiquement avec des sérums de patients chroniquement infectés
par le VHC (Sansonno and Dammacco 1993). Récemment, Barba ez al. ont décrit 1’association

de la protéine de capside C avec des globules lipidiques (Barba, et al. 1997).

La protéine C semble avoir de nombreuses autres activités biologiques, que ce soit en
modulant I’activité de génes viraux (autres que les siens) ou de genes cellulaires (Ray, et al.
1995, Zhu, et al. 1998). |

Ainsi la transfection de vecteurs exprimant la protéine C dans des cellules d’hépatome
entrainerait I’inhibition: de la transcription, de 1’assemblage et de la libération du virus de
I’hépatite B (VHB) (Shih, et al. 1993).

Selon Ray et al.,‘cette protéine pourrait interagir avec les LTR du VIH-1 et réguler
négativement leur activité (Ray, et al. 1995). De méme, Kim et al. rapportent que la protéine C
pourrait avoir un rdle régulateur sur l'expression du gene cellulaire interféron B [Kim, 1994

#4432].

De trés nombreuses études montrent que ’interaction de C avec des facteurs cellulaires
pourrait participer a la pathogénicité du VHC:
| plusieurs auteurs décrivent une fixation de C sur le LT-pR (lymphotoxin-§
Receptor), impliqué dans la transduction du signal de NF-xB. Cette fixation aggraverait
Iactivité cytolytique de NF-xB (Chen, et al. 1997). De plus, en raison de I'implication du LT-
BR dans de nombreux mécanismes physiologiques liés au systtme immunitaire, elle pourrait
également produire une large immuno-modulation (Matsumoto, et al. 1997).
I’équipe de Lai décrit I’association spécifique de C avec la hnRNP K (nuclear
Ribonucléoprotein K) qui perturbe fortement I'effet inhibiteur de celle-ci sur Dactivité¢ du

promoteur de la Thymidine Kinase (Hsieh, et al. 1998).
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Barba et al. suggerent que la protéine C perturberait le métabolisme des lipides en
régulant les génes impliqués dans ce processus (Barba, et al. 1997). Cette dérégulation pourrait,
selon ces auteurs, €tre mise en rapport avec les phénomenes de stéatose du foie, caractéristiques
d'une infection par le VHC.

un potentie] oncogénique de la protéine C a également été rapporté par plusieurs
équipes. En effet, la lignée cellulaire Ratl exprimant la protéine C, montre toutes les
caractéristiques d’une cellule transformée, mais la capacité de C a transformer des cellules
primaires reste sujet a controverse (Chang, et al. 1998, Ray, et al. 1996).

enfin, bien que les études actuelles soient aussi trés contradictoires, il semble que
C soit impliqué dans la modulation de phénomeénes apoptotiques induits par le TNF (tumor
necrosis factor) (Ray, et al. 1996, Ray, et al. 1998, Zhu, et al. 1998).

Cette interaction de C avec de nombreux facteurs cellulaires pourrait participer a la

pathogénicité du virus mais également a l’installation et au maintien de celui-ci dans

I’organisme.

VIL.2.1.b. Les protéines E1 et E2.

Les protéines E1 et E2 sont considérées comme les deux protéines d’enveloppe du
VHC. Ces protéines sont libérées de la polyprotéine par des signalases cellulaires.

- La protéine E1 est une glycoprotéine d’un poids moléculaire apparent de 31 kDa
(souche H), dont I’extrémité N terminale est située au niveau de 1’aa 192 et P'extrémité C
terminale au niveau de 1’aa 383 (Foumillier, et al. 1996, Hijikata, et al. 1991).

- La protéine E2 est également une glycoprotéine, d’un poids moléculaire de 70 kDa
(souche H), dont les extrémités N et C terminales ont été situées respectivement au niveau des
aa 384 et 746 (Hijikata, et al. 1991, Lin, et al. 1994).

Comme nous le verrons en détail dans le chapitre suivant, ces deux protéines peuvent
interagir pour former un complexe non-covalent sous sa forme native (Deleersnyder, et al.
1997, Dubuisson, et al. 1994).

Les protéines E1 et E2 faisant I’objet de notre étude, un chapitre entier leur sera consacré

(voir chapitre résultats-discussion).
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VIL.2.2. Laprotéine p7

Cette protéine, située juste en aval de E2, a ét€ identifi€e en 1994 par 1’équipe de Rice
(Lin, et al. 1994). Il a également été montré qu’elle pouvait faire partie d’une protéine de fusion
avec E2 (E2-p7), sans que l’on puisse dire si cette forme est un précurseur de ces deux
protéines (Lin, et al. 1994, Mizushima, et al. 1994, Selby, et al. 1994). La fonction de cette
protéine reste actuellement inconnue, bien qu’un rdle dans le processus d’assemblage du virus
ait été proposé par Mizushima et al. (Mizushima, et al. 1994), par analogie avec la protéine p6
du "semliki forest virus". La p6 est nécessaire pour que le "semliki forest virus" puisse sortir
des cellules infectées (Liljestrom and Garoff 1991). Il est actuellement impossible de déterminer

si p7 du VHC est une protéine structurale ou non-structurale.

VIL.2.3. Les protéines non-structurales

VII.2.3.a. La protéine NS2

La protéine NS2 est une protéine de nature hydrophobe de 23 kDa. Ses extrémités N et
C terminales correspondent respectivement aux aa 810 et 1026 (Grakoui, et al. 1993,
Mizushima, et al. 1994). La protéine NS2 et le tiers amino ferminal de NS3 formeraient une
autoprotéase qui assurerait le clivage entre NS2 et NS3 au niveau des aa Leu-Ala (aa 1026-
1027) (Grakoui, et al. 1993, Hijikata, et al. 1993). Cette activité est dépendante du zinc et le
domaine catalytique serait déterminée par les aa His-952 et Cys 993 (Grakoui, et al. 1993,
Hijikata, et al. 1993).

VIL2.3.b. La protéine NS3

La protéine NS3 est une protéine de 70 kDa. Ses extrémités N- et C-terminales
correspondent respectivement aux aa 1027 et 1657.
Elle est cdnstituée de deux domaines distincts déterminant une double activité:
- L’extrémité N-terminale posséde wune activitt sérine-protéasique
(Bartenschlager, et al. 1993, Eckart, et al. 1993, Grakoui, et al. 1993, Tomei, et al. 1993) qui a
été localisée par I’équipe de Rice dans les 181 premiers acides aminés de la prot€ine (Lin, et al.

1994). Plus récemment, 1'équipe de Miyamura a mis en évidence le domaine fonctionnel
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minimum qui serait composé de 146 aa et compris entre les aa 1059 et 1204 (Yamada, et al.
1998). Cette sérine protéase assure le clivage entre les protéines non-structurales situées en aval:
NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A et NS5A-NS5B au niveau d’un site hautement
conservé constitué par la séquence Asp/GluXaa,Cys(Thr)=»Ser(Ala) (Eckart, et al. 1993,
Grakoui, et al. 1993, Pizzi, et al. 1994)

- L’extrémité C-terminale posseéde quant a elle une activité hélicase dépendante de
I’ARN ainsi qu’une activité NTPasique (Hong, et al. 1996, Kim, et al. 1995, Tai, et al. 1996).
Sa structure tridimensionnelle est maintenant connue (Yao, et al. 1997). Cette protéine
appartient a la famille des hélicases ARN-dépendantes a « DEAD box » . En effet, la séquence
protéique porte huit motifs conservés, caractéristiques des membres de cette famille
(Gorbalenya, et al. 1989, Kim, et al. 1997, Koonin 1991). Elle participerait au déroulement de
I’ARN génomique au cours de la réplication et 2 la séparation de duplexes ARN-ARN.
Comme pour toutes les hélicases ARN dépendantes, cette activité requiert de I’ATP et des ions
divalents tels que le Mg™ et le Mn"™ (Gwack, et al. 1997, Gwack, et al. 1995).

- De plus, des travaux récents ont montré que NS3 interagissait par sa partie N-
terminale avec NS5B. Ce complexe fixerait NS4A pour intervenir dans le mécanisme de
réplication du génome (Ishido, et al. 1998).

La structure tridimensionnelle de NS3 a été récemment déterminée par cristallographie
aux rayons X, et ceci pour la protéine seule (Love, et al. 1998) ou avec le peptide NS4A

interagissant avec la partie N-terminale de NS3 (Kim, et al, 19925, Yan, et al. 1998).

VII.2.3.c. La protéine NS4A

NS4A est une protéine de 8 kDa. Ses extrémités N et C terminales correspondent
respectivement aux aa 1658 et 1711. Les 54 premiers résidus sont hydrophobes, suivis par une
région renfermant un grand nombre d’aa chargés. Ce polypeptide a été défini comme le
cofacteur de la sérine protéase NS3, en facilitant les clivages entre les différentes protéines et
serait particulierement importante pour le clivage de la jonction NS4B/NS5A (Bartenschlager, et
al. 1994, Failla, et al. 1994, Landro, et al. 1997, Lin, et al. 1994, Lin, et al. 1997). Cette activité
de cofacteur s’exercerait aussi bien lors des clivages en cis (NS3/NS4A) (Bartenséhlager, et al.
1994, Tomei, et al. 1993) que lors des clivages en trans (c’est a dire, tous les autres sites), par la
sérine protéase NS3. La détermination par I’équipe de Thomson de la structure cristalline d'un

peptide NS4A interagissant avec la partie N-terminale de NS3 montre que cette interaction
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aurait lieu par I’intermédiaire d’une région présente dans la zone hydrophobe des 50 premiers aa
de NS3 (Kim, et al. 1996).
La séquence minimum nécessaire a l'activité de cofacteur a ét€ déterminée par Shimizu

et al. comme étant constituée par les aa 22 a 31 sur NS4A (Shimizu, et al. 1996).

VI1.2.3.d. La protéine NS4B

NS4B est une protéine hydrophobe de 27 kDa dont les extrémités N- et C-terminales
sont situées respectivement au niveau des aa 1712 et 1972. Sa fonction est encore inconnue 2 ce

jour.

VIL.2.3.e. La protéine NS5A

NS5A est une protéine de 58 kDa dont les extrémités N et C terminales sont situées
respectivement au niveau des aa 1973 et 2420. Cette protéine est restée longtemps mystérieuse,
mais de nombreuses études récentes en ont fait apparaitre quelques caractéristiques.

Ainsi, on connait deux produits correspondant a la protéine NS5A. Ils different
seulement par leur état de phosphdrylatidn: une protéine de 56 kDa, phosphorylée, et une
protéine de 58 kDa, hyperphosphorylée (Asabe, et al. 1997, Kaneko, et al. 1994). Ces deux
protéines posseédent des résidus sérine phosphorylés localisés dans la partie C-terminale de la
protéine (Asabe, et al. 1997). Cette phosphorylation a lieu grice a une interaction avec une
protéine kinase non encore identifiée (Ide, et al. 1997, Reed, et al. 1997). Cette phosphorylation
pourrait €tre un élément indispensable au cycle réplicatif puisque cette caractéristique est
retrouvée chez deux autres membres de la famille des flaviviridae, le virus de la diarrhée virale
bovine (BVDV) et le virus de la fievre jaune (YF) (protéine NS5) qui appartiennent
respectivement aux genres des pestivirus et des Flavivirus (Reed, et al. 1998).

Plusieurs études suggerent que cette protéine posséderait une propriété d’activateur
transcriptionnel qui, en modulant les fonctions de la cellule hote, pourrait avoir un role
important dans la réplication virale et la carcinogénése (Chung, et al. 1997, Kato, et al. 1997).

Enfin, il convient de signaler qu'une séquence responsable de la résistance au traitement
par l'interféron-o a été définie par 'équipe d'Enomoto comme faisant partie de cette protéine. Il

s'agit de la région déterminant la résistance a l'interféron (ou ISDR) (Enomoto, et al. 1995,
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Enomoto, et al. 1996, Enomoto, et al. 1996). Les auteurs la situent entre les aa 2209 et 2248.
Cette séquence a ét€ déterminée par séquencage direct puis comparaison des séquences des
génomes viraux chez des patients qui présentaient des populations majoritairement sensibles
avant traitement devenant resistantes au cours du traitement. Cette séquence a tout d'abord été
déterminée pour le génotype 1b puis appliquée aux génotypes 2a et 2b. Ainsi, il a été déterminé
une séquence "prototype" correspondant a la séquence de HCV-J ("wild type"), qui définit la
résistance a l'interferon. Lorsque la séquence d'un génome viral au niveau de I'ISDR differe de
plus de trois aa par rapport a ce prototype, les auteurs considérent que ce virus peut étre
considéré comme sensible a l'interféron. Néanmoins, des équipes européennes ont réalisé des
études similaires sans retrouver cette corrélation (Khorsi, et al. 1997, Squadrito, et al. 1997,
Zeuzem, et al. 1997), alors que d'autres groupes Japonais ont confirmé les travaux d'Enomoto
avec des résultats moins absolus (Kurosaki, et al. 1‘997).

D'autre part, les travaux réalisés par l'équipe de Katze suggerent que la résistance a
l'interféron passe par une répression de l'activité de la PKR par la protéine NS5A [Gale, 1998
#503; Gale, 1998 #504]. Cette répression necessite la formation d'un complexe PKR-NS5A.
Cette association serait empéchée lorsque la région ISDR porte plusieur mutations, entrainant
alors un caractére sensible a l'interféron de cette souche du VHC.

Enfin, une séquence d’aa chargés positivement (DPRKKRTVYV), caractéristique d’un
signal de localisation nucléaire, a ét€ mise en évidence sur la protéine. Ce signal de localisation
nucléaire est fonctionnel; pourtant, une étude immunohistochimique montre: que la protéirie'
reste localisée au niveau du cytoplasme (Ide, et al. 1996). Ce signal de localisation nucléaire ne
pouvant diriger la protéine vers le noyau que lorsque la protéine est délétée de sa partie C-
terminale, on peut s'interroger sur la signification biologique d'une telle séquence ou d'une telle

délétion.

VII.2.3.f. La protéine NS5B

NS5B est une protéine hydrophile de 68 kDa dont les extrémités N et C terminales sont
situées respectivement au niveau des aa 2421 et 3011.

La présence sur la protéine du motif Gly-Asp-Asp, caractéristique des ARN
polymérases ARN-dépendantes, suggere fortement qu’elle porterait la fonction de polymérase
virale (Ishihama and Barbier 1994, Kamer and Argos 1984). Hwang et al. montrent que cette

protéine est phosphorylée et localisée dans la région périnucléaire, probablement associ€e avec
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la membrane nucléaire, le réticulum endoplasmique ou le complexe Golgien (Hwang, et al.
1997).

VIII. Notion de variabilité génomique

Comme pour tous les virus 2 ARN brin positif, ’ARN polymérase ARN-dépendante
du VHC ne posséderait pas d’activité 3’-5’ exonucléasique et serait donc incapable de réparer
I’ARN lors de 'incorporation erronée d’une base. Ce phénomeéne entraine 1’apparition de
variants, connus sous le nom de quasi-especes (Martell, et al. 1992, Martell, et al. 1994). 1l est
aujourd’hui admis qu’un virus ancestral existe depuis plus de 500 ans. Cette variabilité a alors
entrainé€ 1’émergence des différents génotypes et sous-types que nous connaissons actuellement
(Smith, et al. 1997). Cette émergence s’est produite au gre d’événements historiques tels que les
guerres contemporaines, les injections multiples avant la généralisation du matériel a usage
unique, le développement de la transfusion dans les années 50 et la propagation de la
toxicomanie intraveineuse.

Cette variabilité génomique pose de sérieux problemes de classification.

La classification en différents génotypes a été établie selon le degré d’homologie de
séquence, les génomes viraux ayant plus de 80% d’homologie appartiennent au méme
génotype. Néanmoins, un grand nombre de classifications sont proposées par différentes
équipes et il n”y a actuellement toujours pas de consensus (voir tableau 1). La plus utilisée est la
classification de Simmonds et al., réalisée sur la base des séquences nucléotidiques de
I'extrémité 5’ et des génes codants pour les protéines C, NS3 et NS5. Les génotypes y sont
désignés par des chiffres (1,2,3..) selon I'ordre de leur découverte, et les sous-types par des
lettres (a,b,c..). Par cette classification, on distingue aujourd’hui six génotypes et plus de 11
sous-types (Simmonds, et al. 1993).

Ces variations n’apparaissent pas de facon homogene sur le génome. Ainsi, tandis que
la région 5’NC est trés conservée, les 50 premiers nucléotides de la région 3' non-codante
montrent une grande variabilit¢ génomique entre les différentes souches (Han and Houghton
1992). La région codant pour les protéines E1 et E2 est la plus variable (Weiner, et al. 1991).
Ainsi, il a été montré que la protéine E2 possédait deux régions hypervariables, nommées
HVRI (390-410) et HVRII (474-480) (Higashi, et al. 1993, Hijikata, et al. 1991, Weiner, et al.
1992). Bien que cela soit moins documenté, la présence d'une telle région dans E1 a également

été rapportée.



Isolat Chan Okamoto Bukh Simmonds Cha Enomoto

HCV-T la I Via la I K-PT
HCV-J, BK 1b I /b 1b I K1
EG-28 nc ne 1c Ic nc nc
HC J6 2a m - IM/2a 2a 111 - K2a
HC I8 2b ' v 1V/2b 2b m K2b
T099%4 nc nc 2c 2c 11 nc
E-bl, Ta 3 A% V/3a 3a v nc
Tb nc VI 3b 3b v nc
EG-16, 29, 33 4 nc 4a . 4a’ nc nc
nc nc 4b : nc nc nc
nc nc 4c nc nc .one
nc nc 4d nc , nc nc
nc nc 4e nc nc ‘ nc
nc , nc 4f nc nc nc
SA-1,7, 11 ) nc nc ‘ ‘ 5a : 5a \Y% nc
HK-1, 2, 3,4 nc nc. ‘ 6a 6a nc nc

Tableau I: Différentes classifications des types et sous types génomiques du virus de I'hépatite C.
Chan et al., (1992); Okamoto et al., (1992); Simmonds et al., (1993); Bukh et al., (1994); Cha et al., (1992); Enomoto et al., (1990);

nc: non classifié
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On sait aujourd’hui que ces variations apparaissent au niveau du génome viral au cours
du temps chez les patients infectés. Plusieurs gériotypes peuvent étre mis en évidence chez le
méme malade (Farci, et al. 1994, Higashi, et al. 1993, Li, et al. 1991). Une hétérogénéité de la
région HVRI peut étre ainsi observée chez un patient a différents stades de sa maladie (Kato, et

al. 1994) (pour plus de détails, voir "La protéine E2", chapitre résultat-discussion).

VIIL.1. Génotypes et prévalence

La prévalence de ces différents génotypes est tres différente d’une région du globe a
Pautre (Cha, et al. 1992, Mcomish, et al. 1994, Takada, et al. 1992). De nombreuses études
permettent de situer leurs implantations majeures.

- le génotype 1a est trés présent aux Etats-Unis et en République Dominicaine.

(Mcomish, et al. 1994, Nishizono, et al. 1997)

- le génotype 1b est prédominant au Japon, & Taiwan, dans certains pays de I’ex URSS

(Russie, Biélorussie, Moldavie, Ouzbékistan, Croatie), en Espagne et au Maroc.
(Benani, et al. 1997, Kato, et al. 1991, Lopez, et al. 1997, Viazov, et al. 1997,
Vince, et al. 1998, Wu, et al. 1997)
- le génotype 2 est fréquemment rencontré en Europe et en Indonésie
(Li, et al. 1991, Nousbaum 1998) - -

- le génotype 3, rencontré en Europe, est trés présent en Asie (Inde, Pakistan, Thailande)
(Cha, et al. 1992, Hotta, et al. 1997, Shah, et al. 1997)

- les génotypes 3c et 3f ne sont rencontrés qu’au Népal (Mcomish, et al. 1994).

- le génotype 4 est dominant en Afrique centrale, en Afrique du nord et au Moyen
Orient.

(Nousbaum 1998, Simmonds, et al. 1993)

- le génotype 5 est celui qui est le plus rencontré en Afrique du sud
(Mcomish, et al. 1994, Simmonds, et al. 1993)

- le génotype 6 est restreint 2 I’ Asie du sud-est et notamment & Taiwan.

(Nousbaum 1998, Simmonds, et al. 1993)

VIIL.2. Génotype et mode de transmission
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Un génotype a souvent été associ€é a un mode de transmission. Ainsi, dans les pays
developpés d’Europe de I’ouest, le sous-type 1b semble associé a la transmission
transfusionnelle et aux hépatites C de causes inconnues, alors que les toxicomanies
intraveineuses seraient plutdt associées aux sous-types 3a et la (Basaras, et al. 1997, Kleter, et

al. 1998, Nousbaum, et al. 1995, Pawlotsky, et al. 1995, Silini, et al. 1995).

VIII3. Influence du génotype sur plusieurs paramétres de I’infection

- Il est maintenant bien établi que la réponse au traitement par l’interféron o est
fortement influencée par le génotype du virus; un malade infecté¢ par le génotype 1 répond
significativement moins bien que les patients infectés par d’autres génotypes (Davis and Lau
1997, Nousbaum, et al. 1995, Pawlotsky, et al. 1996). L’existence d’une différence entre les
génotypes la et 1b reste sujet a discussion (Pawlotsky, et al. 1996). De méme, 1’influence réelle
de la séquence de la régioh déterminant la sensibilité 2 I'interféron (ISDR), présente sur la
protéine NS5A, est toujours controversée (Enomoto, et al. 1995, Gale, et al. 1997, Khorsi, et al.
1997, Pawlotsky, et al. 1998). C’est également le cas pour les extrémités 5° et 3’NC: aucune
correlation directe entre les variations de séquence de ces extrémités et la résistance a l'interféron
© n'apu étre établie (Khorsi, et al. 1998, Yamamoto, et al. 1997). Les variations de séquence entre
- les géhomes viraux sensibles ou résistants a I'interféron sont sans doute réparties sur -
I’ensemble du génome.

- Un certain nombre d’études suggerent que le génotype pourrait étre li€ a
I’établissement de la chronicité et a 1a sévérité de la maladie (Amoroso, et al. 1998, Mcomish, et
al. 1993, Pozzato, et al. 1994, Pozzato, et al. 1991, Silini, et al. 1995), mais il faut prendre en
compte l’existence possible de biais épidémiologiques tels que I’dge et ’ancienneté de la

maladie.

IX. Un vaccin contre I’hépatite C: Espoirs et difficultés

Comme on I’a vu précédemment, les traitements actuellement disponibles sont tres
inefficaces. Or, le nombre de cas recensés est en constante augmentation et le contrble de
I'infection est rendu tres difficile par le fait que dans 40% des cas, le mode de contamination
reste inconnu. La mise au point d’un vaccin constitue donc une priorité pour la recherche contre

le VHC.
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IX.1. Les obstacles

Néanmoins, le développement de ce vaccin se heurte a de nombreux obstacles.

Tout d’abord, il n’existe pas de systeme de culture apte a répliquer efficacement le virus.
Cela rend trés difficile I’étude des propriétés biologiques du VHC, comme la morphogénése et
la pathogénese. Les quelques connaissances disponibles ont été obtenues par 1’expérimentation
sur I’animal et le suivi de patients. Malheureusement, le seul modele animal disponible, pouvant
developper I’hépatite C, est le chimpanzé. Son utilisation est tres contrdlée et les caractéristiques
de la réponse immunitaire induite par le virus sont sensiblement différentes de celles observées
chez ’homme. Aussi, bien qu’une résolution spontanée de 1’infection intervienne dans 20% des
cas chez les patients, il n’est toujours pas possible de l'analyser et de la reproduire
artificiellement.

Une seconde difficulté est apportée par la présence sur les protéines d’enveloppe des
zones hypervariables (voir 1.1.2, chapitre résultats-discussion). Une réponse humorale
importante est exercée contre ces zones hypervariables mais les anticorps produits ne peuvent
étre neutralisants que pour une quasi-espéce donnée. L’apparition de nouvelles quasi-espéces
ayant lieu en continu, sous la pression de sélection induite par les anticorps neutralisants, on
comprend que le virus puisse échapper au contrdle du systéme immunitaire. Le développement
d’un vaccin passe donc avant tout par I'induction d'une réponse immune dirigée contre le plus
grand nombre possible de quasi-espéces, de sous-types, voire de génotypes. Ceci reste pour
I’instant irrésolu.

Enfin, une des caractéristiques du virus rend encore plus importante sa capacité a
échapper au systéme immunitaire et  s’installer dans 1’organisme infecté. En effet, le VHC
serait capable d’infecter les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC). Elles
serviraient donc de «réservoir» pour le virus. Néanmoins, le probléme du tropisme

extrahépatique du virus reste sujet & polémique (pour revue, voir (Lerat and Inchauspé 1997)).

IX.2. Les espoirs et les stratégies

Pourtant, malgré ces difficultés, la conception d'un vaccin reste envisageable; les
caractéristiques de 1a maladie et les avancées réalisées ces dernicres années en témoignent.

En effet, l'infection par le virus de I'hépatite C déclenche une réaction immunitaire,
humorale et cellulaire, suffisante dans 20% des cas, pour éliminer le virus de l'organisme. Il

existe donc une protection naturelle contre le VHC dont il reste a élucider les mécanismes.
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De plus, bien que les recherches soient ralenties par 1'absence d'un systéme de culture
permettant la réplication et la multiplication virale, on dispose aujourd’hui de nombreuses
informations et d'outils pour étudier le virus. Ainsi, depuis 1989, le virus responsable de la
maladie a été isolé (Choo, et al. 1989) et trés récemment, I'ADNc infectieux a été obtenu et
validé pour sa capacité & induire une hépatite C chez le chimpanzé (Kolykhalov, et al. 1997,
Yanagi, et al. 1997).

Depuis que le virus a été isolé, un trés grand nombre d'essais vaccinaux ont été réalisés.
Les premiers antigénes utilisés pour les vaccinations ont été€ les glycoprotéines E1 et E2 qui
constituent vraisesmblablement I'enveloppe de la particule virale.

Clest ainsi que les premiéres expériences réalisées chez le chimpanzé par Choo et al., ont
donné des résultats encourageants (Choo, et al. 1994). les glycoprotéines E1 et E2
coexprimées a l'aide du virus vaccine sur des cellules HelLa ont ét€ purifiées et utilisées pour
vacciner les chimpanzés. Sur les sept chimpanzés vaccinés, cinq étaient alors protégés contre
une faible dose d'épreuve de la souche homologue. Les deux autres ont développé une hépatite
aigué qui a évolué spontanément vers la guérison. Malheureusement, les cinq chimpanzés
protégés contre une faible dose d'épreuve ont tous developpé une hépatite C lorsqu'ils ont été
soumis a une dose d'épreuve plus forte ou exposés a une souche de sous-type différent (mais
du méme génotype). La réponse immune ainsi mise en jeu par la vaccination est donc faible et
spécifique de souche. |

La faible efficacité de la réponse immunitaire peut s'expliquer en partie par la variabilité
antigénique du VHC. Elle est particuli¢rement imputable aux régions hypervariables présentes
sur la protéine E2. Pourtant, des anticorps neutralisants sont produits contre ces régions
hypervariables comme cela a ét€ montré par plusieurs auteurs (Farci, et al. 1994, Zibert, et al.
1995). De nombreux travaux (Farci, et al. 1994, Farci, et al. 1996, Krawczynski, et al. 1996)
ont montré qu'il était possible d'initier une immunité protectrice chez l'animal en induisant la
production d'anticorps neutralisants. Pourtant, ceux-ci présentent toujours une spécificité
d'action trés étroite rendant impossible une large protection croisée.

Le faible spectre d'action des anticorps neutralisants représente  donc un obstacle
supplémentaire a 1'élaboration d'un vaccin. Afin d'apporter une possible solution a ce probléme,
Puntoriero et al. proposent d'utiliser des "mimotopes" lors de I'étape de vaccination (Puntoriero,
et al. 1998). Comme cela est expliqué en détail page 33, cette stratégie semble fournir un espoir
pour la mise au point d'un éventuel vaccin.

La faible efficacité de la réponse immunitaire est également probablement a mettre en

rapport avec l'état conformationnel des antigénes utilisés. En effet, les méthodes de purification
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employées pour la préparation des antigenes favorisent la dénaturation des structures
tridimensionnelles des protéines. Les antigénes utilisés sont donc probablement partiellement
dénaturés. Il est donc patticuliéfement important de pouvoir produire des glycoprotéines E1 et

E2 dans un état conformationnel le plus proche possible de I'état natif.

Un autre espoir est réprésenté par les vaccins a base d'""ADN nu". Le principe consiste &
injecter un vecteur plasmidique, exprimant les genes d'intérét, en intradermique ou
intramusculaire. Les protéines virales vont donc étre exprimées de facon endogene, dans la
cellule, selon un processus permettant d’obtenir des protéines sous une forme la plus native
possible, sans recourir a des intermédiaires de purification.

Les vecteurs plasmidiques contiennent des séquences codant pour les protéines d’intérét
qui sont placées sous la dépendance d’un promoteur fort (CMV), ce qui permet ensuite la
transcription de ces séquences et la traduction de ces genes dans la cellule. Ces protéines virales
seront ensuite processées par la machinerie cellulaire en vue de leur présentation au systéme
immunitaire.

Des résultats encourageants ont été obtenus dans le cas des infections par le virus de la
grippe. 1l a été possible de neutraliser des infections provoquées par des souches homologues
ou hétérologues. Ce type de procédure a été recemment appliqué au VHC par plusieurs 'équipes
(Inchauspe, et al. 1997, Wang, et al. 1996). Ainsi, I'équipe d'Inchauspe et al. a réalisé des
4injections de plasmides codant la protéine C ou la protéine E2. Une réponse humorale
satisfaisante a été obtenue, ainsi qu'une ’réponse de type cellulaire, contre des déterminants du
VHC. Bien que les différents parametres de 1'expérience nécessitent d'étre contr6lés et améliorés
(mode d'injection, sélection des épitopes, sécurité du protocole) cette stratégie pourrait étre tout a
fait exploitable dans le cas du VHC (Inchauspe, et al. 1997).

Enfin, le complexe non-covalent, formé par les glycoprotéines E1 et E2 du VHC
représente un candidat potentiel fort intéressant pour la production d'un vaccin qui induirait la
production d'anticorps neutralisants.

Ce complexe est actuellement étudi€ par notre équipe. Cependant, il conviendrait
d'obtenir des complexes correctement repli€s et exprimés a la surface cellulaire ou sécrétés afin
que leur purification en soit aisée. Les résultats déja obtenus sont encourageants, et représentent

une base prometteuse pour l'obtention d'un futur vaccin.
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I. Etude des séquences de rétention a la membrane du RE des

glycoprotéines E1 et E2
I.1. Introduction

L1.1. Laprotéine E1

Elle est considérée comme 1'une des deux protéines d’enveloppe du VHC. C’est une
glycoprotéine dont le poids moléculaire estimé varie entre 31 et 35 kDa selon les études. Il
dépend de la souche étudi€e et du systeme d’expression employé (Grakoui, et al. 1993, Hijikata,
et al. 1991, Lanford, et al. 1993, Matsuura, et al. 1992, Ralston, et al. 1993). La souche que
nous avons utilisée dans les études qui vont suivre est la souche Hutchinsbn (H). La masse
moléculaire apparente de la protéine E1 mature correspondante est de 31 kDa. Son extrémité N-
terminale a été localisée au niveau de I’aa Tyr'** (Fournillier, et al. 1996, Hijikata, et al. 1991).

La séquence en aa de la protéine E1 est peu conservée entre les différents isolats. Elle
porte par ailleurs une région hypervariable (HVR) trés:mal connue (Bukh, et al. 1993, Kato, et
al. 1992). R

La séquence des aa 174 a 191 est considérée comme étant le peptide signal de E1
nécessaire a sa translocation dans le réticulum endoplasmique (RE). 1l est clivé en amont et en
aval par une signalase cellulaire (Santolini, et al. 1994).

En plus de la forme E1 de 31 kDa, une forme de 35 kDa a également été décrite a
plusieurs reprises (Lanford, et al. 1993, Ralston, et al. 1993). Une étude de Fournillier-Jacob et
al. (Fournillier, et al. 1996) montre que cette apparente contradiction est probablement due a
I’étendue de la séquence exprimée. En effet, lorsque la séquence putative de E1 est exprimée
seule (174-370) ou en présence de celle de la capside (1-370), on observe une taille apparente de
la protéine de 35 kDa. Par contre, on peut détecter la forme de 31 kDa lorsque la séquence E1
(174-370) est flanquée des 40 aa C-terminaux de la séquence de la capside et des 13 aa du
peptide signal de la protéine E2. Cela suggere que la maturation correcte de E1 requiert la co-
expression en cis de ces séquences flanquantes. Cela a déja ét€¢ mentionné dans d’autres études
comme celle de Matsuura et al. (Matsuura, et al. 1994) qui proposent un modele rendant

compte de ces interactions au cours de la traduction.
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De plus, I’étude de Fournillier-Jacob suggere fortement que le processing de la
polyprotéine n’entraine pas un clivage entre E1 et le peptide signal de E2, mais que celui-ci fait
partie de la protéine E1 mature. L’acide aminé C-terminal de la prot€ine E1 serait donc trés
probablement I’ Alanine 383. 11 a été alors suggéré que le domaine hydrophobe a I’extrémité C-
terminale de E1 pourrait jouer le r6le de séquence signal pour la protéine E2 tout en permettant
I’ancrage de la protéine E1 au niveau des membranes du RE (voir figure 11).

En outre, I'étude de la séquence en aa montre que la protéine E1 porte respectivement
cing et six sites potentiels de glycosylation pour les souches H (génotype la) et BK (génotype
1b). La glycosylation de la protéine E1 de la souche H du VHC sera abordée en détail dans la

troisi®me partie de ce mémoire de thése.

L1.2. Laprotéine E2

Ce serait donc la deuxieme protéine d’enveloppe du VHC (Houghton, et 'jél; 199 1). Cest
une glycoprotéine dont le poids moléculaire est 70 kDa (souche H). Elle porte, pour cette méme
souche, 11 sites potentiels de glycosylation, deduits des séquences publiées. Les extrémités N et
C-terminales sont situées respectivement au niveau des aa 384 et 746 (voir figure 11) (Lin, et al.

1994).

dont nous venons de parler (384-746) et une forme comprenant en plus la séquence en aa de
747 & 809, correspondant a la protéine p7 (forme E2-p7: aa 384 a 809) (Lin, et al. 1994,
Mizushima, et al. 1994). La présence conjointe des protéines E2 et E2-p7, pour la souche H du
VHC, résulterait d’un clivage inefficace au site E2/p7 par les signalases cellulaires. D’aprés Lin
et al., cette inefficacité pourrait étre due a la séquence présente au niveau du site E2/p7 (Lin, et
al. 1994, Von Heijne 1986). Le clivage serait plus efficace pour la souche 1b. Bien que
plusieurs théories concernant ces deux formes soient proposées par les auteurs, la signification

de leur co-expression reste a déterminer.

Deux régions situées dans la partiec N-terminale de E2 présentent une grande variabilité
de séquence. C’est la plus importante de tout le génome du VHC. Elle sont décrites comme
€tant les régions hypervariables HVRI (390-410) et HVRII (474-480) (Hijikata, et al. 1991,
Weiner, et al. 1991) (voir figure 12). De trés nombreuses études se sont attachées a déterminer

les caractéristiques et les fonctions de HVRI, principalement. Cette séquence présente une

Néanmoins, deux formes stables contenant la séquence de E2 ont été décrites: la forme ~
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Figure 11 : Organisation de la région des protéines E1-E2 du VHC
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grande variabilité au cours de I’infection chronique par le VHC (Kurosaki, et al. 1993), mais
également A un temps donné pour les virus présents chez un méme patient (Kato, et al. 1992,
Tanaka, et al. 1992). La proportion des différents variants change également au cours de
Pinfection (Higashi, et al. 1993). De plus, cette variation tend a s’accélérer au fur et & mesure
que la pathologie progresse alors que le taux de variation est faible lors de I'infection aigué
(Nakazawa, et al. 1994, Okamoto, et al. 1992, Sakamoto, et al. 1994, Weiner, et al. 1993). Ces
éléments tendent a montrer que la modulation continue de la séquence de HVRI participerait a
un mécanisme d’échappement du virus a la réponse immunitaire et serait responsable de
l'infection chronique. |

En effet, une forte réponse humorale est dirigée contre les sites antigéniques déterminés
par HVRI lors de I'infection et on détecte des anticorps dirigés contre cette région chez la
majorité des patients virémiques (Zibert, et al. 1995). Un effet neutralisant des anticorps contre
HVRI a d’ailleurs été rapporté par plusieurs auteurs. La neutralisation du virus par des Ac
neutralisants empécherait I’attachement d’un virus sur des cellules (Shimizu, et al. 1994, Zibert,
et al. 1995). De méme, I’effet protecteur contre I’infection par VHC, d’un sérum contenant des
Ac anti-HVR a pu étre montré chez le chimpanzé (Farci, et al. 1996). Malheureusement, cet
effet protecteur reste limité au variant contre lequel les Ac sont produits et il n’a pas encore été
décrit de larges protections croisées.

Cependant, une solution a ce probléme est proposée par Puntoriero et al. (Puntoriero, et
al. 1998). Une banque de phages M13 exprimant un vaste répertoire de séquences peptidiques. ...
correspondant a la région HVRI a été construite. Ces peptides ont la propriété de se comporter
comme des mimotopes, c'est & dire que, sans avoir forcément une séquence correspondant a
celle de HVRI, ils miment la présentation des épitopes naturels pour l'interaction avec les
anticorps. Les mimotopes présentant la plus grande réactivité croisée avec les sérums de
patients ont été étudiés chez la souris. Les anticorps alors produits reconnaissent tous les
variants de HVRI ayant présenté une réaction croisée avec les mimotopes sélectionnés. Cette
étude, ainsi que celle de McAllister et al. suggerent par ailleurs que la variabilité des aa de HVRI
n’aurait pas lieu au hasard, mais que quelques aa seulement seraient particulicrement concernés
par ce phénomeéne (McAllister, et al. 1998, Puntoriero, et al. 1998). Ceci indique que des
contraintes, fonctionnelles ou structurelles, s'exercant sur les aa, existent dans cette région.

De nombreuses études suggerent que la variation de HVRI serait en fait directement liée
4 la réponse humorale et que Papparition séquentielle des anticorps contre les variants
entrainerait 1’apparition de nouveaux variants (Higashi, et al. 1993, Kumar, et al. 1994,
Taniguchi, et al. 1993, Vandoorn, et al. 1995, Weiner, et al. 1992, Zibert, et al. 1997). Ainsi,

seule une faible variabilité de HVRI est observée durant I'infection chez un patient ou un
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chimpanzé immunodéprimé (Kumar, et al. 1994, Shimizy, et al. 1997). De méme, il n’y a pas
émergeance d'une quasi espece majoritaire pour un virus propagé in-vitro (Ito, et al. 1996).
Pourtant, en raison de ’absence d’un systtme de culture cellulaire permettant une

réplication efficace du virus, aucune preuve directe n’a pu confirmer cette théorie.

Comme cela a été décrit pour la protéine E1, E2 possede a son extrémité C-terminale
une région trés hydrophobe. Cette séquence pourrait selon Lin et al. permettre la translocation de
la protéine p7 dans le RE. Ce phénomene semble analogue a celui rencontré pour la protéine E1
(voir page 32). De plus, comme pour El, cette région pourrait jouer le rdle d’ancrage de la
protéine E2 4 la membrane du RE (Grakoui, et al. 1993, Ralston, et al. 1993). Les expériences
réalisées par Cocquerel et al. ont confirmé cette hypothése (Cocquerel, et al. 1998). Les 29 aa C-
terminaux de la protéine E2 constituent une séquence de rétention de la protéine a la membrane

du RE (voir détails page 49).

L1.3. Interaction des protéines EI et E2

De nombreuses études ont montré que les protéines E1 et E2 intéragissent pour former
des complexes qui sont probablement des sous-unités fonctionnelles de la particule du VHC.
‘De nombreux systemes d'expression ont été utilisés par les différents auteurs pour mettre en
évidence l'existence de ces complexes: expression des protéines en systeme acellulaire, en
cellules d’insectes (Lanford, et al. 1993) et en cellules de mammiféres infectées par des
baculovirus, des virus vaccine ou Sindbis recombinants (Deleersnyder, et al. 1997, Dubuisson,
et al. 1994, Grakoui, et al. 1993, Ralston, et al. 1993).

Les résultats obtenus ont tout d’abord donné lieu a une controverse en ce qui concerne le
mode de formation des complexes: pour certains auteurs, I’association des protéines avait lieu -
de fagon covalente (Grakoui, et al. 1993), pour d'autres, elle avait lieu de fagon non-covalente
(Matsuura, et al. 1994, Ralston, et al. 1993). Une étude réalisée par Dubuisson et al. montre que
les deux formes sont effectivement détectées. En présence de détergeant non-ionique, deux
types de complexes sont formés: un hétérodimere E1-E2 stabilisé par des liaisons non-
covalentes qui représente le complexe natif, et des agrégats hétérogenes associ€s par des ponts
disulfures intermoléculaires constitués de protéines mal repliées (Deleersnyder, et al. 1997,

Dubuisson, et al. 1994, Dubuisson and Rice 1996).



Figure 12 : Voies de repliement des protéines E1 et E2 du VHC
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L13.a L’anticorps H2

Ce travail a été rendu possible grace a l'obtention d'un anticorps monoclonal capable de
réagir avec des complexes E1E2. Cet anticorps monoclonal, appelé H2, est dépendant de la
conformation. Il reconnait un épitope sur E2 et permet la coprécipitation des complexes E1E2,
correctement repliés et non-covalents.

Le complexe E1E2 non-covalent constitue probablement le complexe natif, c’est a dire
la forme de « prébourgeonnement » du complexe glycoprotéique (Deleersnyder, et al. 1997,
Dubuisson, et al. 1994).

I.1.3.b. Le complexe E1E2

La formation du complexe natif E1E2 est inefficace. 1 a été montré que 95% des
protéines E1 et E2 synthétisées sont retrouvées sous la forme d’agrégats (voir figure 12)
(Deleersnyder, et al. 1997, Dubuisson and Rice 1996). Ceci ne semble pas résulter de mutations
présentes sur le clone utilisé. En effet, I’utilisation du clone infectieux récemment caractérisé par
Kolykhalov et al. (Kolykhalov, et al. 1997) a entrainé le méme type de résultats (Dubuisson et
Kolykhalov, résultats non publiés). Les systémes d’expression utilisés, qui donnent lieu a de
trés hauts niveaux d’expression, ne semblent pas non plus étre & I’origine de ce phénomene.
Ainsi, les résultats obtenus sur la lignée Moradpour (Moradpour, et al. 1998), une lignée
cellulaire inductible permettant l'expression des protéines structurales et non-structurales du
VHC, ont permis de montrer que les agrégats sont également produits dans ces cellules
(Dubuisson et Moradpour, résultats non publiés). Ces éléments suggeérent que ce phénoméne
d’aggrégation pourrait étre également retrouvé au niveau des cellules infectées chez les patients.
Il pourrait correspondre & un mécanisme inhérent au VHC, lui permettant de réduire sa
pathogénicité en réduisant sa multiplication, augmentant ainsi sa capacité a s’installer et a se

maintenir dans I’organisme.

L’association des protéines E1 et E2 dans la formation du complexe natif est lente. La
formation de cet hétérodimere nécessite trés probablement, comme cela a pu étre montré dans
d’autres systemes, que les protéines E1 et E2 soient elles-mémes correctement repliées, au

moins partiellement, avant qu’elles ne puissent s’ associer.
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Par ailleurs, il a été montré que la formation des ponts disulfures intramoléculaires de
E1 est lente alors que la formation des ponts disufures intramoléculaires de E2 est trés rapide
(Dubuisson and Rice 1996).

De plus, il apparait qu’en I’absence de E2, la forme oxydée de E1 n’est jamais détectée.
La présence en cis ou en trans de la protéine E2 dans son intégrité étant nécessaire au repliement
de la protéine El, il a été suggéré que E2 joue le role de « chaperon » pour la protéine E1
(Michalak, et al. 1997). L’interaction, trés précoce, de E2 avec E1 favoriserait le repliement
correct de celle-ci en 'empéchant d’interagir avec elle-méme ou d’autres protéines pour mener a
la formation d’agrégats irréversibles. Cette interaction nécessite, au préalable, un repliement
partiel de la protéine E2, qui a lieu dés la fin de la synthése, assisté par la calnexine (voir page
39). Ce prérequis entraine donc un délai dans 1’association de E2 avec E1, ce qui pourrait

expliquer le retard observé dans la formation des ponts disulfures intramoléculaires de E1.

L.1.3.c. Séquences impliquées dans Finteraction des Glycoprotéines EtetE2 .

Les travaux destinés a mettre en évidence les domaines des protéines impliqués dans
I’interaction sont actuellement contradictoires. Selby a montré qu’une délétion de P’extrémité C-
terminale de E2 a partir de ’aa 715 inhibe la coprécipitation. Celle ci n’est pas augmentée quand

-la séquence au dela de 1’aa 730 est présente. Aussi, il conclut que la région. C-terminale 7 1577‘30;:
est indispensable 2 la formation de I’hétérodimere (Selby, et al. 1994).

Matsuura et al. ont étudié des formes de E1 et E2 tronquées aux extrémités C-terminales
et délétées des régions hydrophobes internes, susceptibles d'entrainer des rétentions
artéfactuelles. Ils observent néanmoins une coprécipitation des protéines. Ils suggerent donc que
les protéines E1 et E2 s’associent par leurs extrémités N-terminales (Matsuura, et al. 1994). Ils
signalent par ailleurs que ces formes sont sécrétées et retrouvées associées dans le surnageant de

culture.

Des travaux analogues ont été réalisés par Michalak et al. (Michalak, et al. 1997).
L'utilisation de vecteurs Sindbis ou vaccine exprimant les protéines E1 et E2 tronquées a leurs
extrémités C-terminales (au niveau, respectivement, des aa 311 et 661) ont permis de montrer:

- que les deux protéines étaient sécrétées
- que ces deux formes sécrétées étaient retrouvées dans le surnageant, associées

sous la forme de complexes.
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Cependant, I'utilisation de I’anticorps H2 a permis d’évaluer 1’état conformationnel de
ces complexes. Les résultats obtenus indiquent que les protéines tronquées et sécrétées sont
présentes sous la forme d'agrégats.

Des expériences complémentaires ont été réalisées afin d’évaluer le role des extrémités
C-terminales des protéines E1 et E2:

- La protéine E2 tronquée (E2ty,) a été€ co-exprimée avec El entiére dans le
contexte d'une polyprotéine E1E2. Aucune coprécipitation E1-E2 n’est alors détectée.

- La protéine E1 tronquéé (Elt,;) a été ensuite co-exprimée avec la protéine E2
entiere. Une coprécipitation des deux protéines est mise en évidence en utilisant un anticorps
anti-E1 non-conformationnel. Néanmoins, en conditions non-réductrices, la majorité des
complexes sont retrouvés dans le haut du gel, indiquant qu’il s’agit d’agrégats. Par ailleurs,
Putilisation de 1’anticorps H2 ne permet pas de coprécipiter E1. Cette troncation est donc
également rédhibitoire pour la formation de I’hétérodimére natif.

L’ensemble de ces résultats indique que les domaines transmembranaires des protéines
El et E2 sont nécessaires pour la formation et la stabilisation du complexe non-covalent.
Neanmoins, ceci n’exclut pas la possibilité que des régions appartenant aux ectodomaines des
deux protéines puissent également interagir entre elles pour la formation du complexe natif. Ce
phénomeéne semble relativement complexe et des études supplémentaires sont nécessaires pour

en préciser les mécanismes.

Récemment, Yi et al. ont tenté d’identifier les séquences impliquées dans les interactions
des protéines E1 et E2. Des délétions internes ont été générées dans les deux séquences codant
pour ces deux protéines et les produits d'expression ont été analysées par "far-western blotting"
et "pull-down" (Yi, et al. 1997). Ces auteurs ont identifi€¢ une séquence dans la région N-
terminale de E2, située entre les aa 415 et 500, pouvant €tre responsable d'une interaction avec la
protéine E1. Ils ont déterminé plus précisément trois aa qui auraient une importance
fondamentale dans cette interaction: le motif « WHY » représenté par les aa 489, 490 et 491.
Leur délétion ou leur remplacement interférerait avec la formation du complexe. Cependant, ces
résultats ne prennent pas en compte 1’état conformationnel des complexes ou des protéines
étudiées. Aussi, il est possible que les séquences identifiées soient des domaines d’interaction
intervenant dans la formation d’agrégats. Il faut rappeler en effet que 95% des protéines

synthétisées sont retrouvées sous la forme d’agrégats.
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L.1.4. Interaction des protéines E1 et E2 avec la calnexine

Le repliement correct des protéines peut étre aidé par des molécules présentes dans le
réticulum endoplasmique. Il s’agit d’une part d’enzymes foldases telles les Protéines Disulfide
Isomérase (PDI) et les Peptidyl cis-trans Isomérase (PPI) et d’autre part d’un certain nombre de
protéines « chaperons ». Parmi celles-ci, on peut distinguer la grp78 ou BiP (Binding
Immunoglobulin Protein) qui est la mieux connue du RE (Hartl, et al. 1994), la calnexine
(Bergeron, et al. 1994) et la calréticuline (Wada, et al. 1995).

La calnexine et la calréticuline sont deux chaperons lectiniques, ce qui signifie qu’elles
reconnaissent leurs cibles par I’intermédiaire des glycannes (ou oligosaccharides) (Hammond,
et al. 1994). La premicre est ancrée du coté de la lumiére du RE alors que la seconde est une
protéine luminale libre. Elles s’associent toutes les deux aux glycoprotéines en voie de
maturation (Ou, et al. 1993) aprés I’élimination des deux premiers glucoses du core de
I’oligosaccharide par les glucosidases I et II (Herbert, et al. 1995) (pour plus de détails, voir
chapitre II). L’intermédiaire protéique monoglucosylé est maintenu par ces deux chaperons
dans un cycle de dé- et re-glucosylation jusqu’a ce qu’il ait atteint une structure correctement
repliée (Peterson, et al. 1995) (voir figure 13). Les chaperons aident les protéines a atteindre leur
état natif en limitant les interactions non-productives pouvant entrainer un repliement erroné.
_ Elles préviennent €galement la libération de protéines mal ou incomplétement repliées en aidant
a les maintenir dans le RE jusqu’a la fin de la maturation: ce phénomene fait partie de ce qu’on
appelle le « contrdle de qualité ».

Il a ét¢ montré que les protéines E1 et E2, apres leur synthése, s’associent trés
rapidement a la calnexine et lui reste longtemps associées. De méme, I’hétérodimére est
retrouvé associé a ce chaperon (Dubuisson and Rice 1996), ce qui suggere que cette molécule -
participe activement & la formation du complexe E1E2 natif.

L’étude effectuée au laboratoire par Choukhi a permis de mieux comprendre le
mécanisme de ce phénomeéne (Choukhi, et al. 1998). Elle confirme préalablement que E1, E2 et
le complexe E1E2 intéragissent avec la calnexine. En outre, elle montre que ces mémes
protéines ainsi que leur forme complexée sont retrouvées associées aux protéines chaperons
calréticuline et BiP. Mais surtout, elle met en évidence que la nature des complexes coprécipités
different selon les chaperons. Ainsi, la calnexine s'associe préférentiellement aux complexes
non-covalents, alors que la calréticuline et BiP s'associe plutdt aux formes agrégataires. Cela
indique vraisemblablement que ces chaperons reconnaissent les protéines a des stades différents

de leur repliement.
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I.1.5. Notion de Contréle de Qualité

Les différentes structures et protéines appartenant au RE (ribosomes, chaperons,...) sont
responsables de la synthése, du repliement, de I’assemblage et de la modification d’un grand
nombre de protéines, qu’elles soient solubles ou fixées a la membrane. Aussi, certaines
protéines du RE doivent €tre capables de retenir ou de dégrader les protéines mal ou
incomplétement repliées afin de ne libérer que des produits natifs. Ce mécanisme dépendant de
la conformation est appelé «contrdle de qualité » (Hammond and Helenius 1995). Ce
mécanisme assume un certain nombre de fonctions:

- II participe a la maturation des protéines nouvellement synthétisées en permettant leur
rétention dans le RE jusqu’a ce qu’elles aient atteint un niveau de repliement correct. Cet
exemple est illustré par le fonctionnement de la calnexine et de la calréticuline. Elles participent a
un cycle, ot interviennent également les glucosidases I et II, qui par des étapes successives de
glucosylation/déglucosylation vent maintenir une glycoprotéine dans le RE jusqu’a la fin de la
maturation (voir figure 13). Nous traiterons plus avant ce sujet dans le troisi¢me chapitre (voir
page 61).

- Il permet d’exercer un contrdle post-traductionnel de I’expression des protéines en
opérant une rétention dans le RE puis en dirigeant éventuellement celles-ci vers une voie de
dégradation. Ainsi, on peut citer I’exemple des lymphocytes B, capables de sécréter des IgG ou
des IgE alors que les IgA et les IgM sont retenues et dégradées a I'intérieur de la cellule (Sitia,

et al. 1990). Ce contrdle est exercé par le RE.

Les criteres par lesquels ce systéme opere une discrimination entre les protéines, bien ou
mal repliées, sont encore mal définis. Il apparait évident qu’il se référe probablement, non pas a
des séquences spécifiques, mais plutdt a des caractéristiques communes des protéines mal
repliées ou en voie de repiie-rnent: régions hydrophobes accessibles sur la protéine, groupe
sulfhydryle (SH) libre, oligosaccharides partiellement mis en forme, tendance a former des

agrégats.

Néanmoins, ce mécanisme exerce probablement une influence capitale sur le

comportement des glycoprotéines E1 et E2 du VHC.
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L.1.6. Localisation subcellulaire des glycoprotéines du VHC

Un grand nombre de techniques ont été€ utilisées afin de déterminer cette localisation.

Tout d’abord, 1’étude de la résistance ou de la sensibilité a 1’ endo-B-N-
acétylglucosaminidase H (endo H) des protéines El et E2 a ét¢ réalisée. L’endo H clive les
glycannes maturés dans le RE mais pas les glycannes complexes que 1’on peut trouver dans
I’appareil de Golgi. Aucune forme résistante a 1'Endo H pour les protéines E1 et E2 n’a jamais
été détectée (Deleersnyder, et al. 1997, Dubuisson, et al. 1994). De plus, I'étude des glycannes
de E2 et du complexe E1E2, réalisée par Duvet et al., par chromatographie d'affinité et HPLC
(Chromatographie Liquide Haute Performance), montre que les oligogosaccharides portés par

les protéines E1 et E2 sont caractéristique d'une localisation dans le RE (voir page 52)

La localisation de ces protéines a également été examinée directement par fractionnement
subcellulaire (Dubuisson, et al. 1994). Bien que des problémes de contamination aient pu &étre
rencontrés, ces expériences ont montré une localisation r’najeuré des protéines dans le RE. Cette
information a pu é&tre confirmée par l'utilisation de la microscopie é€lectronique apres
immunomarquage, que ce soit a I’aide de I’anticorps H2 ou d’autres anticorps dirigés contre les
protéines E1 ou E2 (Deleersnyder, et al. 1997, Dubuisson, et al. 1994).

Enfin, les expériences d’immunofluorescence indirecte montrent que ces glycoprotéines
sont colocalisées avec la PDI (voir page 39), une protéine qui n’est présente que dans le RE

(Deleersnyder, et al. 1997).

L’ensemble de ces résultats indique clairement que les glycoprotéines, ainsi que les
agrégats et le complexe non-covalent E1E2 sont retenus dans le RE. On peut constater
également que chez les Flaviviridae, 1’assemblage des virions enveloppés a lieu par un
bourgeonnement a travers les membranes du RE. Les protéines d’enveloppe du virus doivent
donc étre confinées et accumulées au lieu du bourgeonnement (Petterson 1991). Par la suite, les
vésicules suivent la voie d’exocytose normale de la cellule et relarguent les virus dans le milien
extra-cellulaire par le biais d’une fusion avec la membrane plasmique (voir figure 14) (Rice

1996).

Les processus permettant la rétention des glycoprotéines E1 et E2 et du complexe E1E2

dans le RE sont encore méconnus. Néanmoins, le VHC, comme d'ailleurs tous les virus, utilise
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la machinerie de la cellule qu’il infecte pour se propager. II est donc vraissemblable que les
protéines du VHC utilisent également les mécanismes de localisation des protéines cellulaires.
Les nombreuses études consacrées a ces mécanismes cellulaires permettent d’en définir

les principes généraux.

L1.7. Les mécanismes de la compartimentalisation des protéines

Les mécanismes de la compartimentalisation des protéines font partie d’un phénoméne
plus général consistant & maintenir, dans tous les compartiments de la voie d’exocytose (RE,
Golgi, ), les protéines nécessaires au fonctionnement de ces organelles. Cela conceme par
exemple les chaperons du RE, les enzymes intervenant dans la glycosylation (N-glycosylation
et O-glycosylation), la phosphorylation, la palmitylation mais aussi les molécules impliquées
dans le stockage du calcium et la biosynthese des lipides.

Les protéines E1 et E2 étant retenues au niveau du RE, nous ne détaillerons que les
phénomenes concernant cette organelle ou I’appareil de Golgi dans sa partie proximale.

On distingue deux types de mécanismes de localisation en fonction de leur mode de
fonctionnement: "récupération” des protéines lorsqu’elles échappent au RE ou rétention stricte

des protéines dans les compartiments cibles.

L1.7.a Mécanismes de récupération.

Ils sont étroitement dépendants d’une courte séquence présente a 'extrémité (ou aux
extrémités) cytoplasmique de la protéine. Sa nature differe selon qu’on a affaire a une protéine
soluble ou a une protéine membranaire.

Les protéines membranaires se distinguent en quatre types (I, II, III, IV) selon leur
orientation et leur mode d'insertion dans la membrane. Pour les protéines de type I, le transfert
dans le RE se fait grace a une séquence hydrophobe, située a I'extrémité N-terminale de la
protéine, qui est ensuite clivée. L'ancrage est assuré par une seconde séquence hydrophobe
présente 2 l'extrémité C-terminale. Pour les autres types de protéines, une seule séquence

hydrophobe assure les deux fonctions (voir figure 15 ).



Résultats-Discussion 43

=» Mécanismes dépendant de la séquence KDEL

Le tétrapeptide KDEL a ét¢ identifi€é a l'extrémité C-terminale d’un grand
nombre de protéines solubles du RE (Munro and Pelham 1987). Cette séquence est nécessaire
et suffisante pour la localisation de ces protéines dans le RE. Ainsi, lorsqu’on greffe le peptide
KDEL a une protéine indicatrice normalement sécrétée, on constate une localisation de cette
protéine dans le RE (Pelham 1989). Cependant, cette molécule semble avoir subi des
modifications post-traductionnelles qui ne peuvent avoir eu lieu que dans 1’appareil de Golgi.
Les protéines portant la séquence KDEL échappent donc au RE, transitent par 1’appareil de
Golgi pour retourner finalement au RE (Rothman 1981). Ce mécanisme est aujourd’hui bien
compris et le récepteur permettant la récupération des protéines dans I’appareil de Golgi a été
identifi¢ (Pelham 1990). Il s’agit, dans les cellules de mammifeéres, d’une protéine
transmembranaire de 26 kDa appelée erd2. Initialement, ce récepteur se trouve au niveau du cis-
Golgi. Lorsqu’il fixe une protéine portant le tétrapeptide, un changement de conformation du
complexe va se produire, entrainant un transport rétrograde du complexe de 'appareil de Golgi
vers le RE (Lewis and Pelham 1992). La fixation a lieu de manie¢re pH-dépendante, le pH
optimum étant environ 5.0. Il a été observé que I’acidité du milieu augmentait tout au long de la
voie d’exocytose. Il est donc probable que la fixation et la séparation du récepteur et de la
protéine soit régulée par des différences de pH rencontrées. Dans le RE, un pH plus neutre
- induirait la séparation des comglexes. Le récepteur va alors étre recyclé vers ’appareil de Golgi.
Le mécanisme de ce recyclage n’est pas élucidé, mais un acide aspartique présent dans le
septiéme domaine transmembranaire de erd2 semble toutefois avoir une importance capitale

dans ce phénomeéne (Townsley, et al. 1993).

Les protéines membranaires de type I, II ou HI (voir figure 15) portent également sur
leur extrémité cytoplasmique des motifs permettant leur récupération de 1’appareil de Golgi vers
le RE. Ce sont des séquences dibasiques. On les distingue en deux types: les motifs di-Lysine

et les motifs di-Arginine.

= Mécanismes dépendants du motif di-Lysine (KKXX)

Les protéines membranaires de type I portent un signal constitué de deux lysines,

situées en position -3 et -4/-5 par rapport a I’extrémité C-terminale. Ce motif est trés conservé
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parmis les eucaryotes et de fagon plus remarquable, entre ’humain et la levure (Gaynor, et al.
1994, Schroder, et al. 1995).

Lorsqu’on introduit des résidus lysine dans une protéine reporter, comme la protéine
CD8, normalement transportée a la membrane cellulaire, on note une perturbation plus ou
moins importante du transfert de cette protéine a la surface en fonction de la ou des positions
des résidus. Une lysine a la positon -3 a un effet perturbateur plus important qu’a la position -4
ou -5. Quand deux lysines sont introduites aux positions -3 et -4, ou -3 et -5, la protéine CD8
devient indétectable a la surface cellulaire (Jackson, et al. 1990). Ce motif semble donc
nécessaire et suffisant pour une "récupération” d’une protéine par le RE.

Néanmoins, des contre-exemples ont été rapportés. En effet, ERGICS53 est une protéine
qui fait partie du compartiment intermédiaire situé entre le RE et ’appareil de Golgi (ERGIC).
Or, cette protéine porte un motif di-lysine correctement agencé (Schindler, et al. 1993). D’autre
part, la suppression du motif di-lysine sur I’enzyme UDP glucuronosyl-transférase (UDP-GT),
protéine appartenant au RE, n'entralne pas une modification de la localisation de la molécule
(Jackson, et al. 1993). Il semble donc qu’une information supplémentaire apportée par un autre
signal sur la protéine puisse étre responsable de sa localisation précise.

De la méme fagon que pour le motif KDEL, les molécules reporter portant le motif di-
lysine subissent des modifications qui ne peuvent avoir lieu que dans 1’appareil de Golgi
(Jackson, et al. 1993). Il se produit donc un cycle équivalent & celui observé pour les protéines
portant le motif KDEL, consistant en une sortie:de la molécule du RE vers I’appareil de Golgi
puis un transport rétrograde ramenant la protéine vers le RE.

Les mécanismes permettant I’établissement de ce cycle ont ét€ étudiés. Aucun récepteur
spécifique pour cette séquence n’a encore été identifié, mais d’autres éléments d’explication ont
été¢ mis en évidence. Ainsi, il semble que les microtubules jouent un rdle important dans le
transport rétrograde puisqu’il a ét¢ montré que le motif di-lysine était responsable de la
polymérisation des microtubules in-vitro (Dahlloi, et al. 1991). De mé€me, il a ét€ montré que le
motif di-lysine fixait spécifiquement le coatomer (Cosson and Letourneur 1994). Le coatomer
est une molécule complexe, constituée de sept sous-unités, qui entoure les vésicules de transport
de I’appareil de Golgi. Elle porte le nom de COPI. La fixation de la protéine a la molécule COPI
est dépendante du GTP (Rothman 1994). Un autre type de molécule, entourant les vésicules de
transport a ét€ mis en évidence. Il s’agit de COPII, molécule d’une composition complétement
différente de COP], et constituée de quatre sous-unités (Barlowe, et al. 1994). De nombreuses
études ont permis de définir les roles respectifs de COPI et COPII. COPI serait responsable du
transport rétrograde de 1’appareil de Golgi vers le RE (Pelham 1995), alors que COPII serait
responsable de I’export des protéines & partir du RE (Aridor, et al. 1995, Guo, et al. 1994).
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Pourtant des incertitudes demeurent. Des vésicules contenant COPI bourgeonnant de
’enveloppe nucléaire ont ainsi ét€ identifiées par microscopie électronique aprés

immunomarquage (Bednarek, et al. 1995). On peut s'interroger sur le rdle de telles vésicules.

2 Mécanismes dépendants du motif di-arginine (XXRR)

Les protéines membranaires de type II portent un signal constitué de deux
arginines, situées dans les cing premiers aa par rapport a ’extrémité N-terminale. Ce motif est
également nécessaire et suffisant pour la localisation des protéines dans le RE (Nilsson, et al.
1994, Schutze, et al. 1994). Les protéines reporter portant ce signal montrent également des
modifications acquises dans ’appareil de Golgi (Jackson, et al. 1993). Le principe général

ressemble donc a celui décrit pour le motif di-lysine.

On a vu que I’enzyme UDP-GT était retenue dans le RE, bien qu’on lui ait supprimé sa
séquence dibasique KKXX. Des mécanismes de rétention d’une autre nature sont donc
impliqués dans ce phénomene. Ce sont des mécanismes de rétention stricte. Il a été postulé que

les phénomenes de récupération n’interviendraient que pour corriger une erreur de localisation.

I1.7.0. Mécanismes de rétention- .

Ces mécanismes font intervenir les domaines transmembranaires des protéines
impliquées. Ceci a €té mis en évidence pour le récepteur de la lamine B, dont le domaine
transmembranaire est suffisant pour une rétention de la protéine dans les membranes de
I'enveloppe nucléaire (Smith and Blobel 1993). De méme, les expériences réalisées sur les
enzymes de glycosylation de I’appareil de Golgi ont montré un phénomene semblable. Ce sont
des protéines de type II, ancrées dans la membrane par leur peptide signal. Plusieurs auteurs ont
montré que ces domaines transmembranaires ainsi que les régions flanquantes sont suffisantes
pour assurer une rétention stricte des protéines dans !’appareil de Golgi. Ainsi, les molécules
indicatrices, portant les domaines transmembranaires de ces enzymes, sont bien retenues dans
Pappareil de Golgi. Les expériences faisant intervenir la microscopie électronique apres
immuno-marquage ont apporté la méme information : les protéines. indicatrices sont bien
identifiées dans la citerne prévue (Machamer, et al. 1993, Nilsson, et al. 1993). De plus, les

expériences de surexpression indiquent que ce mécanisme ne fait pas intervenir de récepteurs.
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Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer cette rétention stricte.

=> Rétention par oligomérisation des protéines

Cette rétention pourrait avoir lieu en raison de la formation d’oligomeére de grande taille,
ce qui excluerait leur accés aux vésicules de transport antérograde. Ce phénomene a €t mis en
évidence pour la protéine E1 du virus IBV (avian coronavirus infectious bronchitis virus). Le
premier domaine transmembranaire de la protéine E1 de ce virus entraine I’oligomérisation et la
rétention dans I’appareil de Golgi d’une protéine reporter, ici la protéine G du VSV (vésicular
stomatitis virus). Les auteurs montrent que des résidus polaires situés dans ce domaine sont
importants pour la rétention et I’oligomérisation (Machamer, et al. 1993). Ce phénoméne a
également été mis en évidence pour d’autres protéines, comme la NAGT I (N-

acetylglucosaminyltransférase I) (Nilsson, et al. 1994), ainsi que les enzymes GalT (B 1,4-
galactosyltransférase) et SialylT (o 2,6-sialytransférase) (Munro 1991, Nilsson, et al. 1991).

> Rétention dépendant de I’épaisseur des membranes

Massibay et al. ont montré que les régions hydrophobes -.des domaines
transmembranaires des protéines localisées dans ’appareil de Golgi étaient plus courtes que
celles correspondant aux protéines de la membrane plasmique (Massibay, et al. 1993). Cette
importance de la taille du domaine transmembranaire est également rapporté par Munro (Munro
1991). Ces éléments ont amené Bretscher et Munro a proposer que 1’épaisseur de la membrane
détermine jusqu'otl la protéine va pouvoir transiter (Bretscher and Munro 1993). Ce modele est
a mettre en rapport avec le fait qu’il existe un gradient de concentration en cholestérol a travers
I’appareil de Golgi qui semble entrainer un épaississement et une rigidification des membranes
le long de ce gradient (Orci, et al. 1981). Aussi, la répartition des protéines se ferait en fonction

de la taille de leurs domaines transmembranaires.

Ces deux modeles sont pour I’instant purement spéculatifs et il reste encore a apporter
les preuves définitives de la justesse de l'un, de lautre ou d’une troisitme solution

intermédiaire.
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1.2. Résultats-discussion

Comme nous avons pu le voir dans les paragraphes précédents, un certain nombre
d’informations étaient disponibles concerant les protéines E1 et E2 lorsque les travaux que
nous allons présenter maintenant ont été initiés. Ainsi, les protéines E1 et E2 sont probablement
les protéines d’enveloppe du VHC et elle possedent a leurs extrémités C-terminales des régions
hydrophobes leur permettant vraisemblablement de s’ancrer dans la membrane du RE. Ce sont
trés probablement des protéines de type I (voir figure 15). Ces protéines intéragissent pour
former un hétérodimére non-covalent sous sa forme native. Les domaines transmembranaires
des deux protéines sont probablement impliqués dans cette interaction. E2 semble jouer un role
de chaperon sur E1. Les protéines E1 et E2 ainsi que le complexe sont retrouvés associés au

chaperon calnexine, le complexe se dissociant lentement de celle-ci.

De plus, E1 et E2 ne présentent jamais de glycannes rcomplexes caractéristiques de-
1’appareil de Golgi. On a pu voir que les protéines E1 et E2 ainsi que le complexe non-covalent
sont retenus dans le RE par un mécanisme encore inconnu. Enfin, on ne trouve pas de protéines
El ou E2 a la surface cellulaire. Il a ét€ suggéré dans un premier temps qu’une interaction
prolongée des complexes avec la calnexine pouvait étre responsable de cette rétention
(Dubuisson and Rice 1996). Pourtant, des données plus-récentes ont montré que le complexe-
E1/E2 natif n’interagit plus avec la calnexine (Deleersnyder, et al. 1997). L’ensemble de ces
résultats indiquent que la protéine E1 et/ou la protéine E2 possédent trés probablement un signal

(ou des signaux) permettant la rétention de I’hétérodimere non-covalent dans le RE.

Les travaux rapportés dans deux publications que nous allons présenter maintenant ont
eu pour objectifs de mettre en évidence les éventuels signaux de rétentions présents sur les
protéines E1 et E2. L’identification de ces signaux pourraient permettre de mieux comprendre
les mécanismes de compartimentalisation des protéines ainsi que le phénomene de

bourgeonnement viral du VHC.
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A retention signal necessary and sufficient for endoplasmic reticulum localisation maps to the

transmembrane domain of hepatitis C virus glycoprotein E2
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The hepatitis € virus (HUVI genome encodes two eovelope glycoprateins (E1 and E2). These plvcoprateins
interact to form a noocovalent heteradimeric complex which & retained in the endoplasmic reticulum (ER)L. To
identify whether E1 ambior EX containg an ER<targeting sigoal potentinfly nvolved in ER retention of the
E1-E2 complex, these proteins were expressed alone and their inteacellular localization was studied, Due to
misfolding of E1 in the absence of E2, no conclusion an the localization of its native form could be drawn from
the expression of Ef alone. E2 expressed in the absence of EI was shown to be retained in the ER shmilarly to
ELE2 complex. Chimeric proteing in which E2Z domains were exchanged with corresponding domains of a
protetn normally transported to the plasma membrane (CD4) were constructed to identify the sequence
responsible for its ER retention. The transmembrane domain (YMD) of E2 {Coterminal 29 amino scids) was
shown to be sufficient for retention of the ectodomain of CD4 in the ER compartment. Replacement of the E2
TMD by the anchor signal of CD4 or a glycesyl phosphatidylinositol {GPI) moiety ed to its expression on the
cell surface. In addition, replacement of the E2 TMD by the anchor sigual of CD4 or 2 GPI molety abolished
the formation of ELE2 complexes. Together, these results suggest that, besides baving 3 role as a2 membrane

snchor, the TMD of E2 is involved in both complex formation and intracellular localization.

Hepatitis C virus (HCVYE an epveloped virus which belongs
to the Flaviviridae family {13} Is genome encodes two mem-
brane-associted envelope glvcoproteins (E1 and E2). Ef and
£ plycoproteiny itéract fo form a complex which has been
proposed ax a functional subunit of HOV virlens {11, 17, 26,
41} Characterization of HCV ghyeoprotein complex formation
expressed by using the vaccioia/T7 or Sindbis virus system
dicates that a majority of HCOV glycoproteins are misfolded
{9, 11}, Recently, we have produced 3 monoclonal antibody
{MAD} which recognizes properly folded E2 and precipitates
native HOV glyeoprotein complexes but not misfolded aggre-
gates (9 Propery folded E1 and B2 interact to form a het-
erodimer stabilized by noncovalent interactions, and the kinet-
its of assoclation between El and E2 indicste that the
formation of stable BL-EZ complexes s slow (halftime of
associstion 4] = 2 B). The folding of E1 and B2 has been
stadicd and indicates that formation of lntramelecular disul-
fide bonds s slow for E1 ., > 1 h)y whereas it & rapid for B2
{123, By using human and mouse MAbs, it has been shown that
folding of 1 subdomain(s) of B2 correlutes with acquisition of
intramolecudar disulfide bonds but that complete folding of E2
is slow {7, == 2 h} {9, 19} In addition, E1 expressed in the
absence of E2 does not fold properly, sugpesting that E2 plays
a chaperone-like role in the folding of E1 (32,

The HCV glveoproteins are heavily modified by Nelinked
glyeosylation and contain hydrophobic domains in their car-
boxy-terminal regions acting presumably a8 membrane an-
chors, giving the proteins 2 type 1 membrane topology (43)
The E2 ghycoprotein extends to residue 746 {position on the
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polyprotein}, and deletions of at keast 31 Cerminal amino
acids Tead to s secretion (471 This & i accordance with other
data proposing that the hydrophobic anchor domain begies at
amine acid 718 {331, However, only 3 shorter seereted form of
E2 glycoprotein ending at amiso ackd 661 appears to be prop-
erly folded (32). For EL, a larger deletion (71 amino acids)
seems 10 be necessary for its seerction, but this secreted pro-
tein is not properly folded {32).

Due to the lack of an efficient toll culture replication system,
HOV particle assembly and release have not been examined
directly. However, the lack of complex glyeans, the endoplas-
mic reticuium {ERY localization of expressed HOV ghveopro-
teing {11, 41), and the absence of these proteins on the cell
surface {11, 49) suggest that initial virion morphogenesis may
occur by budding into imtracellular vesicles, More recently, we
have confirmed that the mature E1-E2 heterodimer does not
leave the ER, suggesting that B andior E2 containg a signal
for retention of the heterodimer in this compartment (9).

In this study, we show that E2 glycoprotein expressed afone
is retuined in the BR similarly to the E1-E2 heterodimer and
that a signal for ER retention of E2 resides in #is transmem-
brane domain {TMD} {C-terminal 29 amino aclds). The evi-
dence for this retention signal was derived from exprossion of
chimerie proteins in which E domuins were exchanged with
corresponding domains of a protein sormally transported to
the plasma membrane {CD4).

MATERIALS AND METHODS

Cell entture. The Hep(i2, Hela, OV and H3B {thymidine Kossedefivient)
vl Hoes were obtabned Brone the American Tepe Culture Colleotion, Bockyille,
Sk Cell momolayers wore grown i Dalbecon’s modified eentid medivm
{Giboo BRLY supplewsented with 3% fotsl bovine serom.

Plasarid constrnets. Plasmids exprosing chimeric protiing were construcied
by 3 standand method (45), Brelly, DNA sequentes of protels Somains wore
introduced inte plomid pTMI (333 by PCR with appropriate ofigosuciootides
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thonal wmine acids {5l and Sery, Plas
the entire €4 glycoproieln {amin
Plasmids contaming sequences amgziztic.d

Generation and growth of vireses, V 3 wiras recombinants wore goners
wtud by homologees recomblaation ssemially a8 deribed previowsly {24} and
phague puriiiod twice on tdyoidine onase-deficient 138 colls uader bromade-
oxppriding {30 weiml) selection. Srocks of YTFT-3 {5 vaccinia wirus recombinant
wxprossing the T7 DNA-dependent RNA polymerased (103, the wilibtype vao
einte vinms strain, Copeohagen, and s thermosemsiive derbative 557 (10, and
wacoints virps recombinants caprossing HOV proteins or chimeric proteins wire
grown and Htrated on OV ool monolavers,

Vaccinis virns recombisants vHOVITR00, vHOVIZLE, HOVITLGNTL,
and YHOVIAE3 have been desoribed prosiomly (34, 323

Antihodies, Mexhs. 53 fantb- B2 1407 and OKTS (st U4 [420 wore wed in
thiis work, Concenirated MAbs were produced in viteo by ssing a MiniPorm
appasatus (Heraeus s seoomiendod by the manufacmerer.

Metabolic tabeling and immunoprecipitation. Cells were hafected with the
appropsiate vaoohia virs recomblnants and metsbolically labeled with Tran™%-
tabel (HONY ax previously deseribed (113 Labeled infocted vells were then hsed
weith L3 Triton Xo W in 20 mM Trs-Cl {pH 7.55- 150 mM NaCUh-2 mM EDTA.
Inmmanoprecipiiations were carried oud as described previously {12)

Endoghreosiduse digestions. Tmmusoprecipitated proteins were cloted from
pavtein A ‘Scpizmm in 36 pd of dissociation buffer (9.3% sodium dodecy! sulfate
ISDS] and 19 2-mercaptocthanol) by boiling for 16 min. The protein samples
were then divided into two equal portions for digestion with endo-B8-Maont
ghucosamsinidase H {endo B New England Biolabs} or o digestion {oontrall
Digestions were carried out for 1 b at 37°C o the buffor provided by the
manufactarer. Digested samples were mined with an vqual volume of 2% Lacny-
mit sample bulfer and snslvzed by SDS-pobresrvlamide gl electrophoresis
{FAGEL

PLMLC reatment. Phosphatidylinositobspecific phospholipase O (PLPLC)
digestions were performed on Hela infected by the approprisie vaccinia
vivus recombinmmts and labeled with [Sjwthionine. At 33 b postinfoction,
infocted cells were washed twice with phosphate-bullered saline {PBS s #Cand
rsuspended by pipetting. Colls were then hovubated with 6.3 1) of PLPLC
{Bochringer-Manuhebn) per mid fo PBS for 1 hoat 3770 Colls and supermatant
wore harvested and anelvred by immoenoprecipitation o detent ghvooprotedn
ERpressing,

Smmunoflaorescenee. Subconfioent PepUiZ or OV cells grows on coverdips
were mfected by the appropriate vacoings wives recombinas 2t multipliciey of
infection of 1 PELcell At 12 b postinfection, cells were fixved for 10 min with
Bopropanol ox paraformaldelyde (4% in PBSL Cells fixed with paraformalde-
hvde were permeabilized or not for 30 min ¢ wom femperatoe with Tri-
buffered saling containing 01% Triton X480, Colls were stabned with anth B2
MADR HAS {ditution, 1600 wrant D4 M % ORT4 ([difurion, I }8(}} followed by
rabbit anti-meoose {rhodamine condy
arescein bothinovanate IPHTC }wn;
1K,

Flow cyiometric analysis, For detection of cell suwrface expression of cidmerdc
proteins, Hela cells grown io sheaell plates wore infected with the spprogrine
vapcinia virgs recombinants ot & multiplichy of infoction of 3 PRFUL At 8 b
postinfection, celly wore washed peioe with PBS at £°C and sonspendad by
pipetting, Cells fnfocted by recombinmnts exprossing the cotodomin of B2 were
stained with anti-E2 MAB HE3 {dibation, Vel followed by FITC conjugated
rabhit anti-monse impnoglobubin {ditution, ik DARO. i*d}cs infected b@
repmbinants expressing the ectodemain of 14 were st 1
fugated anti-CTM MAD 1388 2 (dllution, 1H0 Immuenotech). Stained w&xm:a
fixedd in PES-19% pardformaldehvde for 38 min, resospended in 1 miof PBS, and
subiected o flow evtometric analysis with on Epice Prodile 1 {Coultery. For each
sameple, 1 cells were analyzed.

the seguene of
% signal sequenns,
v PCR w were w:nfmsi by sequencing.

i w}, }azzkw:z} *mmsmg,kﬁmim (ﬁzimmg

3. Vol

indirest imamenofiuomscence of B2, exprossed in the

V-1 aelle wore coinlfectod with VIFT3 and cither
i’i}‘ HCEEDY or wRICVATLE09 (B2Y st o sualtiplicity of infection of |
Aol Colls were fixed with Bopropaoet at 12 b postinfection and immono-
staimed with antt-B2 MAD H5L

RESULTS

Intraceliubar localization of E2 expressed in the absence of
EL In order W identiy the signalfs) involved in ER retention
of the mative HOV glyeoprotein complex, E1 and B2 were
expressed alone. Immunofuorescence studies and analysis of
its endo H seositivity indicate that E1 expressed in the absence
of E2 does not keave the ER (data not shown). However, we
have shown recently that coexprossion with B2 Is required for
the proper folding of E1 (32} Therefore, when Bl is expressed
alone, we cannot differentiate an BER Jocalization due 0 2
specific signal from a retention caused by misfolding of the
protein (20}, Due 10 this problem and since E2 folds properly
i the absence of E1 (32}, only the intracelular Jovalization of

2 was studied in this work,

A conformation-sensitive E2-reactive MAb which recog-
nizes the properly folded form of E2 (HS3 [40]) was used in
this work in order to reduce the background due to the pres
ence of misfolded proteins. In pulse-chase experiments, this
MAD precipitates E2 with kinetics similar 1o what has been
observed previously with another MAB (MAD HZ 9]}, How-
ever, since its relative affinity is higher, MAD H33 instead of H2
was used in this study,

brununofluorescence studies indicated that the intracellular
ocalization of EZ in the presence of E1 s similar to that in the
absence of E1 and that the proteins showed an ERdike distri-
bution of fluorescence (Fig. 1), As another indicator of intra-
cellular trafficking of E2, we also examined the acquisition of
endo H rwsistance, Endo H removes the chitobiose core of
high-mannose and some hybrid forms of Nelinked sugars but
not the complex forms (44). Resistance to digestion with endo
H is indicative that glycoproteins have moved from the ER o
at least the medial Golgl apparatus and trans-Golgl apparatus,
where complex sugars are added. The sensitivity of E2 o
digestion with endo H was studied n pulse-chase experiments
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CELL LYSATE

B2 (v HOVITL-B00), or 5 rooested form of B2 HOV3ITIAA1E o 2 mltiplicity of infection of § PRUell Infected cells wore pulse-da
w3 Cell Bsates were ummoprecipitated with MAB HE3 and then treated or not with endo H. Samples were separated by SER-PAGE (0%
ated proteins are Dudioated by aserisks The sizes Op Rilodaltons) of protein moleondsr mass markers ary indicated on the right. The

hie ipddicated Hmes (o he
polvsorplemide). Deglyeo
predicied seguence of B2 somains 11 Nolinked potentiyd gleeosylation sites.

{Fig. 2). Similar to what was observed for B2 coexpressed with
El (Fig. 2A), no endo Horesistant form was detected for E2
expressed in the absence of El even after 4 h of chase (Fig.
2B). This suggests that B2 expressed in the absence of EI does
1ot reach the medial Golgl apparatus and trans-Golgt appara-
tus. To confirm that E2 giveans can be modified by enzymes
present in the medial Golgl apparatus or trans-Golgi appara-
tus, the sensitivity to digestion with endo Howas anslyzed for
truncated form of E2 which is secreted (32} (Fig. 2 Cand I

Together, these results, similar to what has been previously
observed for native E1-E2 compleses (9], strongly supgest that
HCV ghveoprotein E2 expressed in the absence of E1 is re-
tained i the ER at steady state and does not oycle farther than
the ¢is-Golgl apparatus. This alse suggests that an ER reten-
tion signal is present in E2

The TMD of E2 is sufficient to retain, in the ER, the ectodo-
main of a protein which is normatly expressed on the cell sur-
face, The ER localization of E2 {see sbove} as well a5 the
secretion of 3 properly folded truncated form of B2 (32) sug-
gests that an ER retention signal is present in the C-erminal
83 amino acids of B2 In order to test this hypothesis, a chi-
meric protein containing the ectodomain of CD4 {a protein
normally exported 1o the cell surface} and the C-terminal 83
amino acids of E2 was constructed (CD4-EZ, [Fig. 3. In
addition, since secretion of E2 proteins with shorter deletions
has alse been observed by others {47), a second chimeric pro-
tein containing the C-terminal 29 amino acids of E2 in fusion
with the ectodomain of CD4d was constructed {(CD4-E2,; [Fig.
30, Expression of these chimeric proteing was apalyzed i
pulse-chase experiments followed by immuenoprecipitation
with an anti-CD4 MAb (OKT4} and compared with the ex
pression of CD4. As shown in Fig. 4, neither CIM nor the
chimeric proteins showed any modification in their ehclro-
phoretic mobility over time. However, the intensity of the

g I2 1 23 Bzl 2a

SUPERNATANT

FIG. 2. Seositivity of 52 w0 codis B trentoent, HepG2 cells wore coinfooted with vTF73 snd vaccinde vires vecombinants exprossin

g sithey BLEL HHOVITRSY,
dexk For 1w and chased B

chimeric proteins started to decrease after 2and 4 b for CD4-
B2 and CDS-EZ, . respectively, whereas it remained con-
stant for CDM, suggesting that the chimeric proteins have a
shorter half-life than CD4. This is probably due to degradation,
To evaluate whether or not they leave the ER, the sensitivity of
these chimeric proteins to digestion by endo H was analyzed in
pulse-chase experiments (Fig. 53 The CD4 protein contains
two N-linked glveans, and only one of them becomes endo H
resistant (48}, During the pulse, O3 was sepsitive to endo H
treatment, and its resistant form was detected after 1 hof chase
or more, whereag the chimeric proteins remained endo H
sensitive evenr after 8 b of chase {Fig, 53 This suggests that
CDA-E2 and CD4-E2, 0 do not reach the rans-Golgl appa-
ratus.

Cell surface expression of these proteing wis analyzed by im-
munofluorescence and flow cytometry, Cells expressing U1,
CD3-E2, ., or CD4-E2.y, and fxed with paraformaldehyde
were all positive as determined by immunofluorescence after
permeabilization with Triton X-100, whereas only CD4-ex-
pressing cells were detected in the absence of detergent {Fig,
6. The absence of detectable CD4-E2,, and CD4-E2,; on
the surface of cells infected by vaccinia virus recombinants
expressing these proteins was confirmed by flow oytomenry
{Fig. 7.

Together, these data indicate that the TMD of B2 plays a
major role in Hs retention o the ER.

Replacement of the TMD of E2 by the anchor and cytoplas-
mic domains of CD4 leads to E2 expression on the cell surface,
To evaluate the absence of an addiional retention signal in the
ectodomuain of E2, other chimeric profeins containing the
ectodomain of B2 ending at amino acid 661 {B2,,-CD3} or
717 {E2.~CD4} in fusion with the Coterminal 62 amino acids
of CD4 were constructed (Fig. 3} These chimeric proteins
were analvzed as deseribed above with a copformation-sensi-
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tive MAR (HS53) which recognizes an epitope present in the
ectodomaln of B2, In pulse-chase experiments, two bands were
detected after immunoprecipitation of the chimerie proteins
{Fig. 83 The glveoprotein E2 and the fast-migrating forms
{i‘.{m&m and B2, D4 showed stmilar molecalar masses.
The intensity of this band increased during the firt 2and 4 b
of chase for B2, -CD4 and E2,,~CD4, respectively, and then
decreased, The stow-migrating band, not detected for E2, ap-
peared after 1 and 2h for B2,,,,-CD4 and EZ,,-CD4, respec-
tively, and peaked after 4 b of chase before starting 1o decresse
in intensity. The slow migration of this band is probably duc o
modification of the glveans present in the chimeric proteins,
tndeed, it was endo H resistant (Fig. 9), suggesting that B2~
CD4 and B2, -CD4 reach at least the medial Golgl appuaratus
or trans-Golgi apparatus, It has to be noted that the slow-

CD4 CD4-E2,,

migrating bund had a lower intensity for E2,,-CD4 {see Dis-
CUSSiOn).

Cell surface expression of these chimeric proteins was
apalyzed by immunoflyorescence and flow eytometry, Cells ex-
pressing B2, B2, -CD4, or E2,,~CD4 and fixed with parafor-
maldehyde were all positive a5 determined by immunofivores-
cence after permeabilization with Triton X-100, whereas only
E2,50-CD4- or B2, -CD4-expressing cells were detected in
the absence of detergent (Fig. 6}, Cell surface expression of these
chimeric proteins was confirmed by flow cytometry (Fig. 7).

Together, these results indicate that replacement of the
TMD of E2 by the anchor and evtoplasmic domains of CD4
leads to B2 expression on the cell surface.

Replacement of the EX TMD by a GPI moiely leads to
expression of E2 on the eell surfuce, Many cellular proteins are

CD4- K2,

T
wore ;m;smwmsm@:gﬁ with MAb OKT4 fami T &am;}ém wETe ﬂ@fmm&m *w },;3‘,

s markers are ndioated oo the right,
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embedded inmembranes via a2 GPI anchor {8} To evalpate the
influence of a GPY anchor on the cellulay localization of the
gctoddomain of E2, chimeric proteins with 2 signal for & GPI
anchor were constructed, Replacement of the normal 'TMD
and cytoplasmic domain of several other type | integral mem-
brane glveoproteins with the Coermingl 37 amino acids of
DAF confers GPI anchor addition (7, 23, 25, 271 B2, -GPI
and B2, ~GPl were constructed by appending the 37-amino-
acid signal of DAF to the ectodomain of E2 (E2,,-GP1) or a
shorter form thereof (82,.-0PD (Fig. 3

In order to show that a GPI molecule had indeed been
added and was responsible for anchoring the ectodomainof E2
i the cell membrane, the sensitivities of these chimeric pro-
teins to PLPLC digestion were evaluated (Fig, 10} In the
absence of PEPLC treatment B2, -GPE and E2,-GPI were
not detected in the supernatant, whereas after PI-PLC treat-
ment released proteins could be precipitated by our E2-reac-
tive MAbD but not in the conirol expressing E2,...-CD4, In-
tracetlular expression of the recombinant proteins has been
confirmed by immunoprecipitation with the cell lysate as anti-
gen {Fig, 10). These data indicate that E&M‘{}?i and Bl
GPI are anchored to the membrane via a8 GPI moiety and that
their ectodomains can be released by digestion with PLPLC.
These two proteins were studied i gssiw»ﬁz&& xperiments o
test their sensitivities 1o digestion by endo H and examined {&y
immunofluorescence o analyze their expression on the cell
surface. Results were very similar to what was observed for
E2u-CD4 and E2,,,-CD4 (data not shown), indicating that
ﬁw a{is;iim}n of a GPI moiety to the ectodomain of E2 leads 1o
the expression of E2 on the cell surface.

ER RETENTION SIGNAL IN HOV GLYCOPROTEIN B2 2187

Replacement of the TMD of E2 abalishes the formation of
EL-E2 complexes. Resulls obtpined in this work strongly sug-
gest that an ER retention signal s present in the TMD of B2
However, we cannot exchide the presence of another signad in
E1 which could participate in ER retention of the native E1-E2
complex. The presence of a potential retention signal has not
been studied in this work, since coexpression with F2 &8 re-
quired for the proper folding of B (32) §§§ an aitem{sti% way

dy whether a potential retention
be involved in retaining the native E1.B2 f::m}*g}iu n the &R
E1 was coexpressed with the chimeric forms of E2 produced in
this work. However, EL did not interact with any of thes
chimeric proteins as shown by § mununoprecipitation (Fig. 11},
suggesting that the TMD of E2 is involved in HCV glycopro-
teln interactions, as previously proposed (32, 47).

DISCUSSION

Enveloped viruses acquire their envelopes by budding
through one of several bost cellulor membranes. A large nom-
ber of enveloped viruses bud through the plasma membrane,
Several viruses, however, bud at internal membranes, such as
those of the ER (c.g.. rotaviruses), the ER-Golgi apparatus
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intermediate compartment feoronavirases), or the Golgl com-
plex {(Bunvaviridaey (18, 38} In these cases, virgs particles are
released from the infected cells either after cell husis (.,
rotavirnses) or affer transport of virusscomaining vesicles o
the cell surface {e.g., coronaviruses and bunyaviruses), inwhich
case virus particles are released after fusion of these vesicles
with the plasma membrane. For viruses which bud intricelin-

E2 B2, CDA4

right from the open control histopram (FVTU conjugate alone for B3, BLCD4, and B2, CDY; 2

Mab 13BRI on

larly, there needs to be an sccumulation of the viral membrane
glveaproteins, which form the spikes, in the appropriate com-
partment (38). A strategy that most of these virases have de-
veloped is to endow the spike proteins with signals for com-
partment-specific targeting and retention, similar to normal
compartment-specific cellular proteins (2-4, 21, 29, 30, 50),
Based on this observation, ER retention of HCV glycoprotein
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complexes suggests that budding of HCV particles could eccar
in the BER. This hypothesis is refnforeed by the observation that
favivirases acquire theiv envelopes by budding @ Intornal
membranes {probably modificd ER) (reviewed in reference
38}, The identification of retention signals s therefore impor-
tant for understanding the mechanisms of virus budding and
protein compartmentalization. In this study, we showed that
E2 glveoprotein expressed in the absence of E1 8 retained in
the ER and we have identified a signal for ER retention of E2
in its TMD {Caerminal 29 amino acidsh

HOV glycoprotein B2 contains an ER retention signal. The
fack of complex glycans, the intraceliular distribution of B2
apalyzed by immunofluorescence, and the absence of bs ex
pression on the cell surface indicate that E2 s present in the
ER at steady state and does not eycle farther than the asGolgd
apparatus. This is similer 1o what has been observed for the
aative B1-E2 complex (91 Beeause of the inefficient folding of
HOV ghveoproteins {9, 12), retention of E2 in the ER could
be due to misfolding. As a general rule, newly synthesized
proteins that have acguired a properly folded strocture are
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polyaarvhamide). The siaes G kidodaitens) of protein molesular mas mankens
are indicated on the right,
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transported from the ER to their final destinations, wheress
mcompletely folded or misfolded proteing are retained and
eventyally degraded (200 This conformation-based sorting
phenomenon has been called “guality control™ {22} However,
a conformation-sensitive MAb which recognizes the pative
form of E2 was used in this work, In addition, recent studies
indivate that E2 expressed in the absence of E1 folds properly
{32). This suggests that retention of B2 fu the ER i not due o
the pressure of the quality control but rather to a targeting
signal present in B2,

The ER retention signal of E2 maps to its TMD. Replace-
ment of the TMD of E2 with the anchor sequence of CD4 or
a GPI molety was sufficient for its export 1o the cell surface. In
addition, a chimeric protein containing the ectodomain of CDM4
fused to the TMD of B2 was retained in the ER. This indicates
that the C-terminal 29 amino acids of E2 contain the informa-
tion necessary for ER retention. However, the ratio of chime-
ric B2 proteins leaving the ER was improved when the Ceter-
niinal 36 amino acids of the ectodomain of E2 were removed.
This suggests that this sequence can refnforee B2 retention in
the ER. Alternatively, as recent data obtained by workers in
our laboratory suggested {32), the prosence of these 36 resi-
dues could reduce the efficiency of E2 folding, which, in turn,
eould lead to less efficient export out of the ER.

HCV glveoprotein E2 is retained in the ER by a targeting
signal which does not have the features of 1 classical ER re-
tention motif, Because the default pathway for the vectorinl
fow of proteins is supposed to lead from the ER to the plasma
membrane {39), mechanisms are necessary 1o refain resident
proteis within intracellular organelies, Several specific signals
for the retention and retrieval of ER proteins have been iden-
tified. Retrieval from the Golgi complex of soluble ER resident
proteins is mediated by recognition of the amino acid sequence
KDEL by a specific receptor (37). For transmembrane pro-
teiny, intracytoplasmic sequences play a role in ER retention
and retrieval. A dilysine motif &t the € terminus of type 1
proteins allows for retrieval from the Golgi complex to the ER
in a coat promoter-dependent manner {reviewed in reference
36} a diarginine N-terminal motif may play an analogous role
for type 1l proteins {46), and a tyrosine-based motif has also
been shown to function as a3 oytoplasmic ER retention signal
{31} Here we report that the TMD of a type | protein can also
be implicated in ER retention, as has been shown for some
other proteins (1, 3, 51). Recently, it has been proposed that in
the absence of dominant luminal or cytosolic associations, pro-
toins are distributed based on interactions between thelr
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TMDs and the surrounding lipid environment (6. 51). Since
cholesterol is known to increase membrane thickness and to
decrease deformability, and because its concentration in Hpid
bilayers increases along the secretory pathway, it has been
implicated as being the consequence of lipid-based sorting
along the secretory pathway (6, 31}, Our data on ER retention
of E2 suggest that E2 could fit in this model.

The ER retention signal present in E2 could be sufficient to
retain EI-E2 compiexes in the ER, but we cannot exclude the
presence of another signal in EL Since coexpression with E2 is
required for the proper folding of EI {32), we cannot discrim-
inate an ER localization of E1 determined by a specific signal
from a retention due to misfolding of the protein (20). An
alternative approach to solve this problem is to coexpress El
with E2 in which the retention signal has been deleted. How-
ever, the interaction between E1 and E2 is abolished when E
is coexpressed with E2 in which the TMD has been deleted (32,
47) or when it is coexpressed with chimeric proteins in which
the TMD of E2 has been replaced by the anchor signal of CD4
or a GPI moiety (this work). Other approaches will therefore
be necessary to analyze the presence of a potential retention
signal in EL

The TMD of HCV glycoprotein E2 is multifunctional. Be-
sides anchoring E2 in the cell membrane and potentially in the
HCV envelope (33), the TMD of E2 has other functions. Its
C-terminal half is the signal sequence for the p7 polypeptide
(28). It plays an important role in the interaction between
HCV glyeoproteins to form native E1-E2 complexes (referenc-
es 32 and 47 and this work). Finally, as we show in this work,
it is also responsible for the retention of E2 in the ER. This
finding reinforces our hypothesis that HCV acquires its enve-
lope by budding through ER membranes.
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1.2.1. Etude du signal de rétention de la protéine E2 du VHC

Des expériences préalables d’immunofluorescence indirecte ont été réalisées afin de
confirmer la localisation de la protéine E2. Les résultats indiquent que la protéine E2, exprimée

seule ou coexprimée avec E1, est localisée dans le RE (figure 1, article 1).

L.2.1.a. Etude de 'expression de protéines indicatrices contenant le domaine
transmembranaire de E2

L’importance de la région transmembranaire de E2 a été testée a ’aide d’une protéine
chimérique constituée de 1’ectodomaine de la protéine CD4 (normalement exportée a la surface)
pourvue des 85 aa C-terminaux de la protéine E2 (CD4-E2,). Par ailleurs, Selby et al. ont
montré qu'une sécrétion de la glycoprotéine E2 était observée en réalisant une délétion plus
courte que les 85 aa C-terminaux de E2 (Selby, et al. 1994). Par conséquent, une protéine
chimérique constituée de 1’ectodomaine de CD4 fusionné avec les 29 aa C-terminaux de E2
(CD4-E2,,,) a également été construite (figure 3, article 1). Ces protéines, ainsi que toutes les
constructions que nous décrirons par la suite, sont exprimées a I’aide du vecteur viral vaccine.

Pour déterminer si ces protéines chimériques peuvent quitter le RE, leur sensibilité a la
digestion par I’endoH a tout d’abord été testée. En effet, I’ectodomaine de CD4 contient deux
glycannes N-li€s, et I'un de ces deux glycannes est susceptible de devenir résistant a I’endoH.
Les expériences de marquage métabolique suivi de chasse ont montré que:

- La protéine témoin CD4 entiére présente une résistance a ’endoH dés d’une
heure de chasse.

- Les deux protéines chimériques CD4-E2,, et CD4-E2,,, demeurent sensibles
a I’endoH, méme apres huit heures de chasse (figure 5, article 1).

Cela suggere que ces protéines chimériques ne quittent pas le RE.

La localisation des protéines chimériques a ensuite €té étudiée par immunofluorescence
indirecte et cytométrie de flux. Pour cela, les cellules ont été infectées par les différents
recombinants vaccines et un virus vaccine exprimant la T7 RNA polymérase. Aprés 12 heures
d'infection, les cellules ont été fixées au paraformaldehyde puis selon les cas, traitées ou non au

Triton X-100. Comme on peut le remarquer sur la figure 6 (article 1), toute les cellules
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fluorescent apres perméabilisation, ce qui temoigne d'une expression normale de toutes les
protéines.

En revanche, en absenée de perméabilisation par le triton, seul les cellules exprimant la
protéine CD4 peuvent étre détectées.

Les expériences réalisées en cytométrie de flux ont permis de confirmer que ces
protéines recombinantes (CD4-E2., et CD4-E2,,;) ne sont pas détectables a la membrane

cellulaire.

1.2.1.b. Etude de I'expression des protéines recombinantes E2 portant Fextrémité C-
terminale de CD4

La présence éventuelle d’un second signal de rétention sur la protéine E2 a été
recherchée. Pour cela, des protéines chimériques, contenant 1’ectodomaine de E2 se terminant
aux aa 661 (E2.-CD4) et 717 (E2,,,-CD4) fusionné aux 62 aa C-terminaux de CD4, ont été
construites. Les produits d'expression ont ensuite ét¢ étudiés a l'aide d'un anticorps
conformationnel dirigé contre E2, 'anticorps H2.

Les expériences de sensibilité & I’endoH ont montré que les protéines chimériques E2 -
CD4 et E2,,,-CD4 deviennent résistantes a partir de trois heures de chasse alors que la protéine
témoin E2 entiere reste sensible (figure 9). L'acquisition d'une résistance a l'endo H de ces
protéines recombinantes suggere qu'elles ont atteint au moins le trans Golgi.

La présence de ces protéines a la surface cellulaire a ensuite ét€ testée par
immunofluorescence indirecte. Comme on peut le voir figure 6, la fluorescence des cellules
non-perméabilisées par le Triton X-100, exprimant les protéines chimériques, témoigne de la
présence de celles-ci a la surface. Ces résultats ont également été confirmés par cytofluorimétrie
de flux (figure 7).

Ces résultats indiquent que le remplacement du domaine transmembranaire de E2 par
Pextrémité C-terminale de CD4, est suffisant pour permettre I’expression de cette protéine en
surface. Par conséquent, cela suggere qu'il n'existe pas d'autres signaux de rétention présents sur

la protéine E2.

Des études analogues ont également été réalisées en substituant le domaine
transmembranaire de E2 par une séquence peptidique constituant un ancrage GPI (glycosyl
phosphatidyl inositol. voir détails page 58). L’ancrage GPI permet la fixation de nombreuses

protéines cellulaires a la membrane et leur expression a la surface de la cellule (Cross 1990).
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Les résultats obtenus sont similaires a ceux obtenus avec ’extrémité C-terminale de
CD4; le remplacement du domaine transmembranaire de E2 par 1’ancrage GPI suffit pour

permettre I’expression de la protéine chimérique E2-GPI en surface.

L.2.1.c. Influence des modifications de E2 sur la formation du complexe E1E2.

Afin de mettre en évidence l'influence des modifications de E2 sur la formation des
complexes E1E2, les différentes protéines recombinantes ont été coexprimées avec la protéine
El. La coprécipitation de ces protéines a ét€ étudiée par immunoprécipitation a l'aide de
l'anticorps H2. Comme on le voit figure 11 (article 1), aucune coprécipitation de E1 avec E2 n'a
pu étre observée lorsque le domaine transmembrénaire de E2 est absent. Cela suggére donc
fortement, comme cela a déja été proposé (Michalak, et al. 1997, Selby, et al. 1994), que le
domaine transmembranaire de E2 serait impliqué dans I’interaction des glycoprotéines E1 et
E2.

I1.2.1.d. Conclusions

De nombreux éléments indiquaient que la glycoprotéine E2 contenait un signal de
rétention dans le RE, des indications telles que: I'absence de glycannes coinplexes sur la
protéine, une distribution intracellulaire et trés probablement cytoplasmique comme le suggérent
les expériences réalisées en microscopie électronique et en immunofluorescence, et enfin, une
absence d’expression de E2 a la surface. Par ailleurs, comme nous avons pu le voir
précédemment, cette rétention n’est pas due a une interaction avec la calnexine. De méme, le
systeme de “contrdle de qualité* n’est pas impliqué dans la rétention de cette protéine, car E2
est correctement foldée en 1’absence de E1.

Des expériences que nous venons de décrire, nous pouvons déduire que les 29 aa C-
terminaux de E2 fusionnés a I’ectodomaine de CD4 suffisent pour retenir cette protéine. A
’inverse, lorsque les 29 aa du domaine transmembranaire de E2 sont remplacés par I’extrémité
C-terminale de CD4, on observe une migration de la protéine a la membrane. Les 29 aa C-
terminaux de la protéine E2 constituent donc une séquence de rétention pour la protéine E2.
L’analyse de la séquence de ces 29 aa montre qu’elle ne contient pas de motif KDEL, ni de
motifs dibasiques, tel que cela a pu étre décrit pour certaines protéines (voir page 42). Aussi, on

peut suggérer que la rétention par le domaine transmembranaire de E2 serait plutot lié a
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I’environnement lipidique. En effet, comme nous 1’avons décrit précédemment, un gradient de
cholestérol peut entrainer 1’épaississement des membranes tout au long de la voie de sécrétion.
Il serait donc possible que la taille du domaine transmembranaire de E2 soit un élément
déterminant sa compartimentalisation.

Les protéines enticres E1 et E2 intéragissent pour former un hétérodimere. Or , lorsque

.le domaine transmembranaire de E2 est absent, cette interaction n’a plus lieu.

Le domaine transmembranaire de E2 est donc multifonctionnel. En effet, Il permet la
fixation de la protéine E2 & la membrane du RE, sa moitié C-terminale permet la translocation
de la protéine p7 dans le RE, il joue un role important dans la formation du complexe natif
E1E2 et enfin, il est responsable de la rétention de la protéine E2 dans le RE. Cette rétention de
la protéine E2 pourrait étre, dans le méme tcmpé responsable de la rétention du complexe

E1E2.

L2.2. Informations complémentaires concernant la rétention de E1 et E2

De nombreuses expériences ont été réalisées dans le but de localiser avec précision les
protéines E1, E2 et le complexe E1E2. Il a été ainsi montré, par des tests de sensibilité a
I’endoH, qu’on ne détectait pas de glycannes complexes sur les protéines, qui témoigneraient
d’un passage de la protéine dans l'appareil de Golgi. De méme, les expériences
d’immunofluorescence indirecte réalisées sur la protéine E2 semblent indiquer qu’elle serait
retenue dans le RE. Néanmoins, ces expériences d’immunofluorescence indirecte, si elles
permettent de statuer sur une absence de migration de la protéine E2 a la membrane cellulaire,
ne donnent aucune précision en ce qui concerne sa localisation intracellulaire en dehors du
noyau. De méme, la résistance a I’endoH est effective pour des protéines ayant rejoint le Golgi
médian. Aussi, cette technique ne permet pas de statuer sur un éventuel passage de la protéine
E2 dans le cis-Golgi.

Il restait donc a déterminer avec précision la compartimentalisation du complexe E1E2

et des protéines E1 et E2.

‘Une étude, réalisée en partie au laboratoire par Duvet et al. (Duvet, et al. 1998), montre
clairement le mode de compartimentalisation du complexe EIE2 et de la protéine E2.

Rappelons en effet que deux mécanismes de compartimentalisation sont aujourd’hui
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communément admis: rétention stricte d’une protéine dans un compartiment ou rétention
imparfaite plus recyclage (voir page 42). A

En premier lieu, les protéines E1 et E2 ont été coexprimées afin de statuer sur un
éventuel passage du complexe E1E2 dans le cis-Golgi. Pour cela, I’auteur a testé la sensibilité a

I’endoD (Endo-B-D glucosaminidase D) des protéines de ce complexe. Dans le cis-Golgi, les
protéines sont exposées a I’action de 1’enzyme o-mannosidase I. L’action de cette enzyme sur

les sucres des protéines fait apparaitre la forme Man,GlcNAc,. Cette forme est sensible a
I’endoD. Or, il est montré que les glycoprotéines restent résistantes a ’endoD, méme apres
quatre heures de chasse. Ceci indique que les glycoprotéines ne parviennent pas jusqu’au cis-
Golgi.

Pour mieux caractériser les modifications subies par les glycannes, ceux-ci ont ensuite
été séparés des protéines du complexe E1E2 par digestion a la PNGaseF puis analysés par
chromatographie d’affinité et HPLC (chromatographie liquide haute performance). La nature
des oligosaccharides ainsi mise en évidence, correspond a celle que ’on peut trouver sur des
glycoprotéines accumulées dans le RE et qui ne sont pas passées dans le cis-Golgi.

On a vu que le domaine transmembranaire de E2 était un signal de rétention de la
protéine dans le RE. Aussi, dans un second temps, E2 a été exprimée seule et les mémes
analyses que celles décrites précédemment ont été réalisées. Elles montrent que la protéine E2
est confinée dans le RE et ne passe pas dans le cis-Golgi. De plus, la protéine recombinante
constituée de I’ectodomaine de CD4 et du domaine transmembranaire de E2, a été analysée

dans les mémes conditions. Les résultats obtenus sont similaires.

Ces résultats montrent donc que les glycoprotéines E1 et E2 sont strictement retenues
dans le RE. Ils montrent également que cette rétention peut étre entrainée, pour une part au

moins, par le domaine transmembranaire de la protéine E2.

Néanmoins, la capacité du domaine transmembranaire de E2 a retenir le complexe
E1E2 dans le RE, n’exclut pas que la protéine E1 puisse, elle aussi, posséder un signal de
rétention. Aussi, une étude analogue a celle que nous venons de décrire a ét€ réalisée sur la

protéine E1.
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ARTICLE n°2

The transmembrane domain of the hepatitis C virus glycoprotein E1 is a signal for static

retention in the endoplasmic reticulum



JOURNAL OF VIROLOGY, Apr. 1999, p. 2641-2649
0022-538X/99/$04.00+0

Vol. 73, No. 4

Copyright © 1999, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

The Transmembrane Domain of Hepatitis C Virus Glycoprotein

E1 Is a Signal for Static Retention in the
Endoplasmic Reticulum

LAURENCE COCQUEREL,' SANDRINE DUVET,"? JEAN-CHRISTOPHE MEUNIER,! ANDRE PILLEZ,’
RENE CACAN,? CZESLAW WYCHOWSKI,' anp JEAN DUBUISSON'*

CNRS-UMR319, IBL/Institut Pasteur de Lille, 59021 Lille Cedex,' and CNRS-UMRI111, Université des
Sciences et Technologies, 59655 Villeneuve d’Ascq Cedex,” France

Received 8 September 1998/Accepted 16 December 1998

Hepatitis C virus (HCV) glycoproteins E1 and E2 assemble to form a noncovalent heterodimer which, in the
cell, accumulates in the endoplasmic reticulum (ER). Contrary to what is observed for proteins with a KDEL
or a KKXX ER-targeting signal, the ER localization of the HCV glycoprotein complex is due to a static
retention in this compartment rather than te its retrieval from the cis-Golgi region. A static retention in the
ER is also observed when E2 is expressed in the absence of E1 or for a chimeric protein containing the
ectodomain of CD4 in fusion with the transmembrane domain (TMD) of E2. Although they do not exclude the
presence of an intracellular localization signal in El, these data do suggest that the TMD of E2 is an ER
retention signal for HCV glycoprotein complex. In this study chimeric proteins containing the ectodomain of
CD4 or CDS8 fused to the C-terminal hydrophobic sequence of E1 were shown to be localized in the ER,
indicating that the TMD of El is also a signal for ER localization. In addition, these chimeric proteins were
not processed by Golgi enzymes, indicating that the TMD of E1 is responsible for true retention in the ER,
without recycling through the Golgi apparatus. Together, these data suggest that at least two signals (TMDs

of E1 and E2) are involved in ER retention of the HCV glycoprotein complex.

Hepatitis C virus (HCV) is a positive-strand RNA virus
which belongs to the Flaviviridae family (18). Its genome con-
tains a long open reading frame of 9,030 to 9,099 nucleotides
that is translated into a single polyprotein of 3,010 to 3,033
amino acids (33). Cleavages of this polyprotein are co- and
posttranslational and generate at least 10 polypeptides, includ-
ing 2 glycoproteins, E1 and E2 (50). These glycoproteins are
believed to be type I transmembrane proteins with an N-ter-
minal glycosylated ectodomain and a C-terminal hydrophobic
anchor. For E2, C-terminal deletions that remove its hydro-
phobic region result in secretion of the ectodomain (35, 53).
This is in accordance with other data proposing that the hy-
drophobic anchor domain begins at amino acid 718 (position
on the polyprotein) (36). For El, it has been suggested that a
second membrane anchor (between amino acids 262 and 290)
might exist in addition to its C-terminal hydrophobic domain
(34). However, truncated forms ending at amino acid 311 or
334 and containing this internal sequence can also be secreted
(23, 35). El, like E2, is therefore probably anchored by its
C-terminal hydrophobic sequence, but the N-terminal limit of
this transmembrane domain (TMD) has not beén established.

HCV glycoproteins E1 and E2 interact together to form a
noncovalent heterodimer (11, 48). The efficiency of HCV gly-
coprotein assembly is low, and a large portion of them form
heterogeneous disulfide-linked aggregates (13, 14). The non-
covalent heterodimeric complex is believed to be the prebud-
ding form of HCV glycoprotein oligomer and accumulates in
the endoplasmic reticulum (ER) (11). Recently, the mecha-
nism responsible for HCV glycoprotein complex localization in
the ER has been analyzed (15). The absence of modifications
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of HCV glycoprotein glycans by Golgi enzymes indicates that
the ER localization of these proteins is not due to their re-
trieval from the cis-Golgi region. Static retention of HCV
glycoprotein complexes in the ER suggests that this compart-
ment plays an important role in the acquisition of the envelope
of HCV particles.

HCV glycoprotein E2 expressed in the absence of El can
fold properly (35), and this has allowed us to analyze the
intracellular localization of its properly folded form (9, 55). E2
expressed alone is retained in the ER, as shown by the lack of
complex glycans, its intracellular distribution, and the absence
of its expression on the cell surface. In addition, replacement
of the TMD of E2 with the anchor sequence of CD4 has been
shown to be sufficient for its export on the cell surface, and a
chimeric protein containing the ectodomain of CD4 fused to
the TMD of E2 is retained in the ER (9). This indicates that
the TMD of E2 contains the information for its ER localiza-
tion. This ER localization signal has also been shown to be
responsible for true retention of E2 in the ER, without recy-
cling through the Golgi apparatus (15).

The ER retention signal present in E2 could be sufficient to
retain E1-E2 complexes in the ER. However, the presence of
an ER-targeting signal in E1 as well cannot be excluded. The
aim of this study was to look for a potential ER localization
signal in El. By making chimeric proteins containing the
ectodomain of CD4 or CDS8 fused to the C-terminal hydro-
phobic sequence of E1, we showed that the TMD of E1 is able
to retain these ectodomains in the ER. In addition, these
chimeric proteins were not processed by Golgi enzymes. This
indicates that the TMD of El1 is responsible for true retention
in the ER, without recycling through the Golgi apparatus.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture. The HepG2, HeLa, CV-1, and 143B (thymidine kinase-deficient)
cell lines were obtained from the American Type Culture Collection, Rockville,
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Md. Cell monolayers were grown in Dulbecco modified essential medium
(Gibco-BRL) supplemented with 10% fetal bovine serum.

Plasmid constructs. Plasmids expressing chimeric proteins were constructed
by using the standard methodology (52). Briefly. DNA sequences of protein
domains were introduced into pTM1 plasmid (38) by PCR. Plasmids expressing
chimeric proteins were constructed in two steps by introducing successively the
sequences of domains from two different proteins. A unique restriction site was
introduced between the sequences of the protein domains. HCV sequences were
amplified from H-strain clones (17). Plasmids pTM1/CD4(1-371)-E1(347-383).
pITM1/CD4(1-371)-E1(353-383), pTM1/CD8(1-159)-E1(347-383) and pTMI/
CD8(1-159)-E1(353~383) contain the signal sequence of CD4 or CD8 followed
by the sequence of their ectodomain in fusion with the C-terminai 37 or 31 amino
acids of E1. Between these sequences, there is a junction sequence encoding two
additional amino acids (Gly and Ser). Plasmid pTM1/CD8 contains the sequence
of the entire CD8 glycoprotein (amino acids 1 to 214). Plasmids pTM1/E1(171-
346)-CD4(374-435) and pTM1/E1(171-352)-CD4(374-435) contain the signal
sequence and the ectodomain of E1 in fusion with the C-terminal 62 amino acids
of CD4. Between these two sequences, there is a junction sequence encoding two
additional amino acids (Leu and Gin). Plasmids containing sequences amplified
by PCR were verified by sequencing.

Generation and growth of viruses. Vaccinia virus recombinants were gener-
ated by homologous recombination essentially as described earlier (25) and
plaque purified twice on 143B cells under bromodeoxyuridine selection (50
wg/ml). Stocks of vaccinia virus recombinants were grown and titrated on CV-1
monolayers. Vaccinia virus recombinants vIE7-3 (a vaccinia virus recombinant
expressing the T7 DNA-dependent RNA polymerase) (19), vE1E2p7 (a vaccinia
virus recombinant expressing HCV glycoproteins E1 and E2 and the p7 polypep-
tide) (17), vCEL1 (a vaccinia virus recombinant expressing HCV proteins C and
E1) (35), and vCD4 (a vaccinia virus recombinant expressing full-length CD4)
(9) were used in this work.

Antibodies. Monoclonal antibodies (MAbs) A4 (anti-E1 [13]), H53 (anti-E2
[9]), OKT8 (anti-CD8), and OKT4 (anti-CD4) (49) were produced in vitro by
using a2 MiniPerm apparatus (Heraeus) as recommended by the manufacturer.
Rabbit antibodies to PDI (SPA-890) and Rabl were obtained from StressGen
(Victoria, British Columbia, Canada) and Zymed (San Francisco, Calif.), respec-
tively. Rabbit polyclonal antibody to mannosidase II (37) was kindly provided by
K. Moremen (University of Georgia). The anti-CD4 MAb 13B8.2 was purchased
from Immunotech. Rhodamine and cyanogen 2 (Cy2)-conjugated donkey anti-
rabbit and anti-mouse immunoglobulin G (IgG) were purchased from Jackson
Immunoresearch (West Grove, Pa.).

Metabolic labeling and immunoprecipitation. Cells expressing HCV proteins
were metabolically labeled with 3S-Protein Labeling Mix (100 nCi/ml; DuPont
NEN) as previously described (13). Cells were lysed with 0.5% Triton X-100 in
Tris-buffered saline (TBS; 50 mM Tris-Cl {pH 7.5}, 150 mM NaCl). Immuno-
precipitations were carried out as described previously (14). For in vivo labeling
of glycan moieties, HepG?2 cells were infected with the appropriate vaccinia virus
recombinants and pulse-labeled for 30 min with 100 wCi of [2-*H}mannose
(Amersham) per ml in a minimal essential medium containing 0.5 mM glucose
and 10% dialyzed fetal bovine serum. After 4 h of chase, cells were lysed in
TBS-0.5% Triton X-100, and the lysates were used for immunoprecipitation.

Endo H digestions. Immunoprecipitated proteins were etuted from protein
A-Sepharose in 30 pl of dissociation buffer (0.5% sodium dodecyl sulfate [SDS]
and 1% 2-mercaptoethanol) by boiling for 10 min. The protein samples were
then divided into two equal portions for digestion with endo-B-N-acetylglu-
cosaminidase H (endo H; New England Biolabs) or an undigested control.
Digestions were carried out for 1 h at 37°C in the buffer provided by the
manufacturer. Digested sampies were mixed with an equal volume of 2X Lae-
mmii sample buffer and analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE).

Analysis of oligosaccharide material. Immunoprecipitated [2-*H]mannose-
labeled proteins were digested overnight at room temperature with 0.2 mg of
N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK)-treated trypsin in 0.1 M
ammonium bicarbonate (pH 7.9). Trypsin-treated proteins were boiled for 10
min to inactivate the trypsin, and the peptides were dried and dissolved in 20 mM
sodium phosphate (pH 7.5) containing 50 mM EDTA and 0.2 mg of NaN; per
mi in 50% glycerol. The peptides were incubated overnight at 37°C in the
presence of PNGase F (0.5 U; New England Biolabs). For some samples, endo
H (10 mU) digestion was performed in 50 mM sodium citrate buffer (pH 5.5).
Size analysis of the glycan moieties was achieved by high-pressure liquid chro-
matography (HPLC) on an amino-derivatized column ASAHIPAK NH2P-50
(250 by 4.6 mm) (Asahi, Kawasaki-ku, Japan) with a solvent system of acetoni-
trile-water of from 70:30 to 50:50 (vol/vol) at a flow rate of 1 ml/min over 80 min.
Oligomannosides were identified as previously described (26) by their retention
time. Separation of labeled oligosaccharides was monitored by continuous-flow
detection of radioactivity with a Flo-One B detector (Packard). The abbrevia-
tions used for the sugars are as follows: GalNAc, N-acetylgalactosamine; Glc,
glucose; GlcNAc, N-acetylglucosamine; and Man, mannose.

Affinity chromatography of labeled N glycans. The lectin column (concanava-
lin A-Sepharose; 5 by 0.5 cm) was equilibrated at room temperature in 5 mM
sodium acetate buffer (pH 5.2) containing 0.1 M NaCl, 1 mM MnCl,, 1 mM
CaCl,, and 1 mM MgCl,. Glycan fractions (resulting from PNGase F digestion)
were applied to the column which was then eluted with the equilibration buffer
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(buffer a). Weakly retained glycans were eluted with 10 mM methyl-o-p-glucoside
in the equilibration buffer (buffer b) and strongly retained glycans were eluted
with 100 mM a-p-mannoside (buffer c).

Indirect immunofluorescence. Subconfluent HepG2 cells grown on coverslips
were infected with the appropriate vaccinia virus recombinants at a multiplicity
of infection of 3 PFU/cell. At 8 h postinfection, cells were fixed for 10 min with
paraformaldehyde (4% in phosphate-buffered saline [PBS]). Cells were perme-
abilized or not for 30 min at room temperature with TBS containing 0.1% Triton
X-100. Immunofluorescence was carried out as described earlier (11).

Flow-cytometric analysis. For detection of cell surface expression of chimeric
proteins, HeLa cells grown in six-well plates were infected with the appropriate
vaccinia virus recombinants at a multiplicity of infection of 10 PFU/cell. At 8 h
postinfection. cells were washed twice with PBS at 4°C and resuspended by
pipetting. Cells were stained with fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
anti-CD4 MAb 13B8.2 and fixed in PBS-1% paraformaldehyde for 30 min.
resuspended in 1 ml of PBS, and subjected to flow-cytometric analysis with an
Epics-Profile II (Coulter). For each sample, 10* cells were analyzed.

RESULTS

Design of chimeric proteins to study the presence of a po-
tential intracellular retention signal in E1. In order to identify
the presence of a potential intracellular localization signal in
El, chimeras between proteins normally exported to the cell
surface {CD4 or CD8) and E1 were constructed (Fig. 1B) and
expressed in HepG?2 cells with the vaccinia virus/T7 expression
system. However, before designing the constructs, we needed a
more precise localization of the limits of the domains in E1.
Based on experimental data (23, 35), E1 is believed to be
anchored by its C-terminal hydrophobic sequence, but the N-
terminal limit of this TMD has not been established. The
putative N-terminal border of E1 TMD was therefore deduced
from the prediction of transmembrane segments by using the
TMAP program (45) based on a multiple sequence alignment
carried out with the CLUSTAL W1.6 program (56). Based on
these analyses, the N-terminal residue of the TMD of El was
identified as a tryptophane at position 353 (position on the
polyprotein) (Fig. 1A). This limit was therefore taken into
account to design the chimeric proteins between E1 and CD4
or CD8 (Fig. 1B). For some constructs (CD4-El,,, and CD8-
E1l,,,), 6 amino acids of the C terminus of the E1 ectodomain
were added to serve as a spacer between the ectodomain of
CD4 or CDS8 and the predicted TMD of El.

The TMD of HCV glycoprotein E1 functions as an intracel-
lular localization signal. Recently, we have shown that El
expressed alone is retained in the ER (9). Replacement of the
TMD of E1 by the anchor and cytoplasmic domains of CD4
(E135,-CD4 and El;,,-CD4) led to ER localization of this
protein (data not shown), suggesting that a determinant for ER
localization maps in the ectodomain of E1. However, E1 ex-
pressed in the absence of E2 does not fold properly (35), and
misfolded proteins are usually retained in the ER indepen-
dently of the presence of a specific retention signal (20). We
therefore analyzed the folding of E145,-CD4 and E1,,4-CD4 to
see whether these chimeras would be misfolded like E1 ex-
pressed alone. Since we have no conformation-sensitive MAb
directed against E1, we monitored disulfide bond formation by
SDS-PAGE under nonreducing conditions as previously de-
scribed (14). This method takes advantage of an increase in
mobility as a protein acquires a compact conformation stabi-
lized by the formation of intramolecular disulfide bonds. An
oxidized form of E1, which appeared slowly, was clearly de-
tected when E2 was coexpressed with E1 (Fig. 2) as previously
observed (14). However, SDS-PAGE analysis of El,,,-CD4
(data not shown) and El,5,-CD4 (Fig. 2) under nonreducing
conditions did not show any shift of their electrophoretic mo-
bilities, indicating that these proteins are not properly folded.
Therefore, when El,,,-CD4 and El,s,-CD4 are expressed
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from the open control histogram CYTFTFC, MAD 13832 on colls infected with
¥IFD3 sdone)

endo H resistant (341, During the pulse, CP4 was sensitive 1o
endo H treatment, and #x resistant form was detected sfter Th
of chuse or more, whereas the chimerie protein remained eado
H sensitive even afier 4 b of chase (Fig 3). This suggests that
CD4-Ely., does not yoach the trans-Golgl region,

To identify the organelle(s) containing CD3-El,, we em-
ploved double-label inmunofivorescence microscopy with an-
tihendies 1o koown ER, intermediate-compartment, and Golgl
antigens. The pattern olwerved after labeling with MAb OKT4
was similar 1o that revealed by an antibody against PDI {an
ER-resident protein) and different from those shown by anti-
bodies directed against mannosidase H (s marker of the Golgi
apparatusyor Rabl {a marker of the ER-to-Golgl intermediate
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endoH * -
01240124
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FIG. 50 Sensitvity of mﬁ:%m o endo Hopeatment. HepGo colls wire
coinfected with ¥TET.3 and the APpropriate viscclols virus recombinant ot @
maultiphicity of mdection of 3 PFU AR At 4.5 b postinfection, infected colls wane
pubeaberod G T min aed Chased for the sedicated times {in Boursh Ol
bensten wiers innmemonrecipitared with MAR ORTY and then treated or not with
e M. Bamples were sopurated by SDSPAGE (0% peolvorvlamide). Degle-
cosviated proteiny are mdicated iw aaterbihs. Shres (s kllodultonsy of proton
molecuasmiss morkers wne indicated e the loft

compartment) (Fig, 6). These data indicate that CD4-E1 3 18
localized i the BR at steady state.

The TMD of E1 is a determinant for ER retention and not
retrieval. Keeping a protein in a subcellular compartment can
be achieved vither by a striot retention in this compartment or
by retrieval, In the case of HOV glycoproteins, the E1-E2
heterodimer is genuioely retained in the ER without recycling
through the Golgi apparatus, and the TMD of B2 has been
shown 1o be responsible Tor static retention of E2 in the ER
{15}, Hure, we wanted t© kaow whether ER retention by the
TMD of El would involve a similar mechanism,

As a first approach to answer this guestion, chimeric pro-
teins hetween the ectodomain of CDR and the TMD of Bl
were constructed (CD8-Elyg, and CD8El . Fig 1) The
human CDE protein is a vnigeely O-glycosylated type 1 meme
brane protein {29, 43}, Since the initial step of O-glveosylation
oceurs in an early Golg compartment (44), chimerke proteing
contatning the ectodomain of CD8 (CDS-EL,, and CD8-
Elye) should be useful tools for analyzing the mechunism of
retention mediated by the TMD of Bl I it involves recycling
through the Golgl apparates, addition of O-linked GalNAg
should vecur in the CDB portion of the chimeric proteins.
Molecules containing O-glyeans should therefore accumulate
after several cycles through the cis<Golgl region and back o
the ER, and this should be visoulized by a shift of the clectro-
phoretic mﬁhiiiiy inSDS-PAGE (32,441 CDR is synthesived as

a 27-kDa species (CD8u), which is converted to a transient and
initially glycosvlated 29kDa form, before the full maturation
0 a completely glyeosylated 32- to 34-kDa doublet (CD8m}.
The intermediate form s generated in an early Golgl compart-
ment, and the mature form in the trany-Golgiftrans-Golgl net-
wark region, When expressed in HepG2 cells with the vaccinia
virus'T7 expression system, the infermediate 29-kDa form was
barely detectable (Flg. 7). Tiis i probably dee to 2 faster
processing of the ghveans in Hep(G2 cells. Another character-
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fected with vIFI S and DA EL
X1 and labeled
amti-rabbit fpChehodamine vl X3

istic of CD$ expression in HepG2 cells is the Jonger half-life of
the 27-kDa precursor (Fig. 7y compared to previously reporied
data {(44). When the ransmembrane and cytosolic domaing of
CD% were replaced hy'the TMD of B1 (CDB-EL, and CDR-
Bl no shift in the clectrophoretic mobility of the moleciles
was observed in pulse-thase experiments (Fig. 7 and data not

co8 CDB-E1,,,
0 12 1 3 0 121 3

“'@8*21 %53

FiE 7 Bxpression of CDE and CDB-E1, snddveed io pubse-chase experd
ments. HepliZ eolls ware Cotafovted %ith vIF73 aad the appropriate vactinie
virus recombinsnt of 2 mwldphion of fofection of ¥ PELGE A 43 b platin-
festion, infected cells were pulse-abeied for 10 min and chased for the ndicated
thmes On howesh Coll Ivsates were bnmunoprecipitated with MAD OKYS {anti
CPR, Samples weore sepursted by SUSPAGE (109 polysorviamide). CDS&,
unglveosdated precersor of CD%; CD8m, matiure Bwm of €08,

3 Vi,

& Indireet doublelabel mmmﬁam‘%m characterization of the organciie containing CDEEL,,.,. Subconfhzent Hlepl colly grows on coverslips ware
v At g multiphicey of infection of TPFU cell At8 b postinivation, sulls were fed with pareformaldehsde, porag
SO MABORTS teecomtasy donker antbmonse IpG-0r 2 and antibodics to PRI, Rab L, or mannosidose T {Man 1) Gsecondary donkey

o weith Tritom

shownl The absence of acoumulation of an Immature O-gly-
cosvlated form suggests that seither CDB-Ely, nor CD8-
Elyer ovele through the ¢ls-Golgi reglon. In addition, these
data confirm that the TMD of E1 & 2 signal for ER localiza-
o,

As an additional approach to study the mechanism nvolved
in ER localization, we analyzed the modifications that CD4-
1, glycans have potentislly acquired in the compartment
into which they bave transited. As shown above, CD4-BEly s
endo H sengitive when analvzed in pobechase experiments
with chase times of up to 4 b (Fig. 5} The lack of complex-type
glycosylation excludes transit through the trans- but not the cis-
or medial-Golgl region. In the ds-Golgl region, these proteins
would be exposed to Golgh e-mannosidase 1, which would
process thelr suger chains to ManGleNAC, (273 Moleculex
containing MansGleNAg, should acoumulate after severa oy
cles through the cis-Golgs region and back to the BER. To better
characterize their potentisl processing, UD4-Ely, ghweans
were removed by PNGase F rreatment and analyzed by affinity
chromatography and HPLC, For this approach, CD4-Bl,
was labeled with |2 Hjmannose and immunoprecipitated with
MAD OKT4 before PNGase F treatment and characterization
of labeled glveans, Affinity chromatography analysis of these
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FIG. 8. Analysis of the oligosaccharides bound to CD4-El3s;. HepG2 cells
were coinfected with vIF7-3 and vCD4-Els;. At 4.5 h postinfection, infected
cells were pulse-labeled for 30 min with [2-*H]mannose, chased for an additional
4 h, and lysed with Triton X-100. Cell lysates were used for immunoprecipitation
with MAb OKT4, and labeled glycans were removed by PNGase F treatment as
described in Materials and Methods. Panel A represents concanavalin A-Sepha-
rose chromatography of glycan fractions obtained after PNGase F treatment with
the equilibration buffer alone (a), with 10 mM methyl-a-p-glucoside (b), or with
100 mM methyl-a-p-mannoside (c). Panel B shows HPLC analysis of glycans
bound to immunoprecipitated glycoproteins after PNGase F treatment. M7, M8,
and M9 indicate the oligosaccharide species possessing two GlcNAc residues at
their reducing end and 7, 8, or 9 mannose residues, respectively.

glycans showed that 100% of them bound strongly to con-
canavalin A and eluted in a buffer containing 100 mM o-D-
mannoside (buffer ¢) (Fig. 8A and data not shown), indicating
that CD4-E1,,, oligosaccharide moieties are of the oligoman-
noside type only. In addition, HPLC analysis of these glycans
demonstrated the presence of three species: Many, Mang, and
Man,GlcNAc,, respectively (Fig. 8B and data not shown).
Since the oligosaccharide precursor which is transferred onto
nascent proteins is the Glc;MangGlecNAc,, this reveals the
sequential actions of ER glucosidases I and II and at least the
action of ER mannosidase yielding Mang species. The pres-
ence of Man, is probably due to the trimming of mannose
residues occurring after prolonged residence in the ER (21).
Indeed, both Man, mannosidase (5) and soluble ER manno-
sidase (6) have been demonstrated to be able to trim the
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mannosidic linkage down to ManyGlcNAc, species. As ex-
pected, the affinity chromatography and HPLC profiles of the
glycans associated with full-length CD4 revealed the presence
of processed species characteristic of the Golgi compartment
(data not shown). The nature of the glycans observed in this
work confirms the data obtained with CD8-E1,5; and CDS§-
E1l,,, and indicates that CD4-E1,., is retained in the ER and
cannot reach the Golgi vesicles where additional processing
takes place.

DISCUSSION

Due to their limited genetic capacity, viruses exploit basic
cellular mechanisms throughout their replicative cycle. For
instance, the maturation of viral proteins in infected cells in-
volves mostly host-cell metabolic pathways, including localiza-
tion mechanisms, folding proteins, and enzymes that modify
the primary translation product. For this reason, viral glyco-
proteins have often been used as tools for cell biology studies.
Viral and cellular proteins in the secretory pathway contain
some information in their primary structure for determining
their subcellular localization. Keeping proteins in a particular
compartment can be achieved either by a strict retention in this
compartment or by retrieval. Many luminal and type I trans-
membrane proteins of the ER contain carboxy-terminal se-
quences of the prototypes KDEL and KKXX, respectively (39,
40). These sequences act as retrieval signals, returning proteins
that have left the compartment in which they reside (41). HCV
glycoproteins have been shown to localize in the ER at steady
state (11), but they do not cycle between the ER and the Golgi
apparatus (15). Recently, we have shown that the TMD of E2
is a signal for retention in the ER (9), and in this report we
show that the TMD of E1 can play a similar function.

Immunolocalization of chimeric proteins containing the
TMD of E1 and analysis of their glycans showed that this TMD
is a signal for static retention in the ER. Proteins are trans-
ported from the ER to the Golgi complex by carrier vesicles
that are formed from the membrane of the ER and that selec-
tively fuse with the cis-Golgi membrane. These vesicles are
coated with a set of proteins known as coatomer protein II
(COPII) (4). Partitioning of membrane proteins into these
vesicles is now believed to be based on a positive sorting signal
in the cargo molecules which could interact with the mem-
brane-proximal surfaces of the COPII coat proteins (24). A
number of transmembrane proteins that are transported out of
the ER contain the motif Asp-X-Glu (where X is any amino
acid) in their cytosolic C-terminal domain. Mutational studies
of this diacidic motif in the context of the cytoplasmic tail of
the vesicular stomatitis virus glycoprotein G (VSV-G) showed
that mutation of either acidic residue to alanine reduced by
fivefold the rate of transport of VSV-G from the ER (42). A
different motif (paired phenylalanine residues near the C ter-
minus) that also specifies exit from the ER has also been
identified in proteins that recycle within the early part of the
secretory pathway (12, 16). There is no experimental evidence
that HCV glycoproteins contain a cytoplasmic tail or that they
possess a positive sorting signal. This could explain some re-
tention of HCV glycoproteins in the ER. However, in the
absence of this type of signal, we would expect to detect some
slow release of HCV glycoproteins out of the ER, as was
observed for mutants of VSV-G deleted of their cytoplasmic
tail (42). TMDs have been previously identified as ER local-
ization signals of some proteins (1, 58). For these proteins, it
has not been shown whether a mechanism for retrieval or strict
retention is involved. Similarly, the transmembrane domain of
Golgi proteins and part of their flanking regions contain suf-
ficient information for Golgi retention (41). For these proteins,
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subcellular localization is not due to retrieval from other com-
partments but to strict retention. Although the mechanism by
which Golgi retention occurs is still unclear, it has been sug-
gested that membrane thickness could play a role (7). Such a
“lipid-based” mechanism could also be responsible for the ER
retention mediated by the TMDs of E1 and E2.

HCV glycoprotein complex has at least two signals for ER
retention. Recently, we have reported that the TMD of E2 is
involved in ER localization (9), and here we show that the
TMD of E1 plays a similar role. Enveloped viruses acquire
their envelope by budding through one of several host cellular
membranes. There needs therefore to be an accumulation of
viral membrane glycoproteins, which form the spikes, in the
appropriate compartment before budding can take place (46).
A strategy that most of these viruses have developed is to
endow the spike proteins with signals for compartment-specific
localization (2, 3, 22, 30, 31, 57). The TMDs of E1 and/or E2
probably play such a role in retaining HCV glycoprotein com-
plex in the ER where budding is supposed to occur (15). Why
has the HCV glycoprotein complex evolved two signals for ER
retention? One reason could be that it is necessary to maintain
both proteins in the ER before they interact together to form
a complex. However, these proteins also interact during their
folding (8). In addition, only folded proteins are supposed to
leave the ER (20). Alternatively, the fact that both TMDs act
as retention signals could be due to the constraints imposed by
the other functions played by these domains. Besides their role
in ER retention, the TMDs of E1 and E2 also are responsible
for the membrane anchor, serve as signal sequences, and are
involved in E1-E2 interactions. Mutations in the TMD of one
of these glycoproteins, which would suppress its ER localiza-
tion function, would not probably allow this domain to retain
the other functions.

In conclusion, the TMDs of E1 and E2 are both involved in
static retention in the ER. As multifunctional domains, these
TMDs seem to play a crucial role for HCV envelope forma-
tion, and further studies will be needed to decipher their dif-
ferent functions.
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1.2.3. Etude du signal de rétention de la protéine EI du VHC

Les limites précises du domaine transmembranaire de E1 ont été déduites & partir des
études réalisées par plusieurs auteurs (Persson and Argos 1997, Thompson, et al. 1994). Ce
domaine transmembranaire est probablement compris entre les aa 353 et 384. Une protéine
chimérique constituée de I’ectodomaine de CD4 (CD4-El,,;) fusionné aux 31 aa C-terminaux
de E1 a alors été construite. Une protéine chimérique constituée de 1’ectodomaine de CD4

(CD4-El,,, ) fusionné aux 36 aa C-terminaux de E1 a également été réalisée.

Tout d’abord, I’expression a la surface de la cellule de ces protéines recombinantes a été
étudiée. Les expériences d’immunofluorescence indirecte ont montré que les cellules exprimant
CD4-El,,, ou CD4-El,,, ne présentaient aucun marquage fluorescent a la surface cellulaire.
Cette absence de marquage en surface a ét€ confirmée par cytométrie de flux. '

Ces résultats indiquent que le domaine transmembranaire de EI fusionné a

l'ectodomaine de CD4 est suffisant pour entrainer la localisation intracellulaire de cette protéine.

1.2.3.a. Etude de la localisation intracellulaire des protéines CD4-E1,,, ou CD4-E1,,

La sensibilité¢ des protéines recombinantes a la digestion par ’endoH a également été
testée. Les résultats obtenus indiquent que ces protéines restent sensibles méme aprés quatre
heures de chasse. Il semble donc que les protéines ne rejoignent pas le trans-Golgi.

Par ailleurs, des expériences de double marquage en immunofluorescence indirecte ont
été réalisées. Elles montrent que les protéines CD4-El,,, et CD4-El,,; colocalisent avec PDI,
une protéine du RE, et pas avec I’enzyme mannosidase II, une protéine de I’appareil de Golgi.

L’ensemble de ces résultats montre que les protéines CD4-El,,, et CD4-El,,, sont
localisées dans le RE. Le domaine transmembranaire de E1 semble se comporter comme un

signal de rétention pour le RE.

1.2.3.b. Etude du mode de compartimentalisation des protéines chimériques portant le
domaine transmembranaire de E1
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Afin d'étudier ce mode de compartimentalisation, des protéines chimériques constituées
de ’ectodomaine de CD8 fusionné au domaine transmembranaire de E1 ont également été
construites, CD8-E1,,, et CD8-El,,,. La protéine CD8 porte une O-glycosylation unique
(Littman, et al. 1985). La premiére‘ étape du phénomeéne de O-glycosylation a lieu dans les
compartiments proximaux de ’appareil de Golgi, c’est a dire le cis-Golgi (Pascale, et al. 1992).
La modification de la protéine est alors visible apres migration en SDS-PAGE. Cela représente
donc un outil particulierement efficace pour mettre en évidence les compartiments traversé€s par
la protéine. L’étude du comportement des protéines chimériques indique qu’elles n'ont pas subi
de modification apparente en €lectrophorese. Les protéines ne rejoignent donc pas le cis-Golgi.
Ces informations confirment donc que le domaine transmembranaire de E1 est un signal de

rétention dans le RE.

Afin de déterminer avec précision le mode de compartimentalisation des protéines
chimériques, la méme méthode d’analyse décrite en 2 a été utilisée. Les glycannes séparés des
protéines par la PGNaseF ont été analysés par chromatographie d’affinité et HPLC. Comme ce
qui a été observé pour le domaine transmembranaire de E2, 1a nature des oligosaccharides ainsi
mise en évidence correspond a celle qu'on peut trouver pour des glycoprotéines accumulées
dans le RE et qui ne sont pas passées dans le cis-Golgi.

Le domaine transmembranaire de E1 est donc également un signal de rétention stricté
dans le RE.

Le domaine transmembranaire de El, & I'instar de celui de E2, porte donc plusieurs
fonctions. Il permet la translocation de E2 dans le RE. Il constitue la zone d’ancrage de la
protéine E1 dans la membrane du RE. 1l sert de signal de rétention stricte dans le RE de cette

protéine.

1.2.4. Conclusion

Le complexe formé par les glycoprotéines E1 et E2 du virus de I'hépatite C comprend
donc au moins deux signaux de rétention dans le réticulum endoplasmique. L'un est porté par la
protéine El, l'autre par la protéine E2, au niveau de leurs domaines transmembranaires
respectifs. Comme nous l'avons déja signalé page 41, ces phénomenes de rétention sont
cohérents avec le mécanisme d'assemblage des virions connu pour €tre celui des Flaviviridae.

(voir figure 14). En effet, la stratégie adoptée par la plupart de ces virus a ét€ de doter leurs



Figure 16: Modéle putatif du repliement assisté des glycoprotéines E1 et E2
sous la forme d'un complexe non-covalent
(D'apres Jean Dubuisson)

Apres découpage de la polyprotéine (I), les glycoprotéines El et E2 s'associent avec le chaperon
du RE, la calnexine (II et IIT). La protéine E2 va subir un repliement partiel (IV) qui va lui
permettre de jouer son rdle de "chaperon-like" vis-a-vis de la protéine E1 (V). La protéine E1
va alors se replier puis le complexe formé par les protéines E1 et E2 va maturer (VI). Lorsqu'il
aura atteint sa forme correctement repliée, le complexe va se dissocier de la calnexine.
L'hétérodimere non-covalent ainsi formé correspond probablement au "complexe de
prébourgeonnement” (VII).
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protéines d'enveloppe de signaux de rétention pour un compartiment spécifique (Andersson, et
al. 1997, Armstrong and Patel 1991, Hobman, et al. 1995, Locker, et al. 1994, Machamer and
Rose 1987, Weisz, et al. 1993). C'est dans ce compartiment que pourrait avoir lieu la formation
du virion.

Dans le cas des glycoprotéines du VHC, on sait mamtenant qu'elles interagissent pour
former un complexe. Aussi, peut on s'interroger sur la raison pour laquelle chaque protéine
porte un signal de rétention alors que celui de la protéine E2 pourrait suffire a retenir le
complexe dans le réticulum endoplasmique (voir modele putatif figure 16).

Plusieurs explications sont possibles. Tout d'abord, les deux protéines doivent &tre
maintenues dans le méme compartiment afin qu'elles puissent interagir pour former un
complexe. De plus, ce sont ces domaines transmembranaires qui pourraient interagir lors de la
formation des complexes natifs non-covalents. Ce sont ces méme domaines qui permettent
l'ancrage membranaire des protéines. Aussi, il est probable que ces différentes fonctions sont
étroitement liées et que la suppression de la fonction de localisation dans le réticulum

endoplasmique entrainerait la suppression des autres fonctions.
| Ces domaines transmembranaires sont donc probablement des éléments clé de’ la
formation des virions matures, et des études supplémentaires seront nécessaires afin d'en

déterminer précisément les différentes fonctions.
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II. Etude des glycannes de E1

Comme nous l'avons vu page 32, la proféine El du VHC possede cinq sites potentiels de
glycosylation, déduits de la séquence en aa de la protéine et localisés en position 196, 209, 234,

305 et 325. Ces glycosylations sont de type N-liées (voir figure 17).

IL.1. Rappels de glycobiologie

La glycosylation est la modification co- (et post-) traductionnelle la plus rencontrée pour
les protéines de la membrane cellulaire et virale. Bien que, dans le cas de nombreuses protéines,
l'influence de la glycosylation sur l'activité biologique ait été clairement définie, la signification
de la glycosylation reste énigmatique pour la plupart des protéines .

En raison de sa grande capacité a présenter des structures variables, la glycosylation
favorise la diversité et la spécificité des protéines cellulaires et virales. De plus, ce mécanisme
étant constitutif chez la cellule, il ne nécessite pas d'information génétique suppiémentaire. La
diversité des structures glycanniques observée s'explique par la présence conjointe de plusieurs
phénomenes. Tout d'abord, comme nous allons le voir, il existe plusieurs types de
glycosylation. De plus, pour un méme site potentiel, une glycosylation absente, partielle ou
compléte peut etre constatée. Elle est fonction du tissu, du type cellulaire et de I'état de la cellule.
Enfin, une microhétérogénéité peut étre observée pour les glycannes matures, due a 'acquisition
de structures complexes dans 'appareil de Golgi.

Ces phénomenes ont amené a définir les notions de glycoforme et de glycotype
(Rademacher, et al. 1988). Les glycoformes d'une protéine définissent une famille de molécules
regroupant toutes les formes de glycosylation observées pour tous les sites potentiels d'une
protéine donnée. Le glycotype définit le type de glycosylation observé pour une cellule donnée.

La glycosylation n'a pas lieu au hasard, et il est communément admis qu'a un site, une
protéine, une cellule et un état cellulaire donné, est associ€e une structure glycannique constante.
Toutefois, nous verrons que cette régle n'est pas absolue et qu'un certain nombre de facteurs

peuvent venir perturber la glycosylation normale d'un site potentiel.

IL.1.1. Les différents types de glycosylation
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Figure 17 : Sites potentiels de glycosylation de la protéine E1 du VHC
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Schématiquement, on peut les classer en quatres catégories:
- La N-glycosylation: la chaine glycannique est attachée a la protéine par l'intermédiaire

d'une liaison glycosidique sur l'atome d'azote (N) d'un résidu asparagine.
glycanne--4GlcNAcf1-N-Asn

- La O-glycosylation: la chaine glycannique est attachée 2 la protéine par l'intermédiaire

d'une liaison glycosidique sur l'atome d'oxygene (O) d'un résidu sérine ou thréonine.
glycanne--4GalNAca1-O-Ser/Thr

- La glycosylation des protéoglycannes: la chaine glycannique est attachée a la protéine
par lintermédiaire d'une liaison glycosidique sur l'atome d'oxygene (O) d'un résidu

hydroxylysine.
glycanne--2GalB1-O-HLys

- Les glycannes faisant partie d'un ancrage GPI : I'extrémité C-terminale d'une protéine
est estérifiée sur le groupe amine d'un éthanolamine-phosphomannoglycanne, li€ alors a un

groupe phosphatidyl inositol formant ainsi un ancrage GPI.
PI-glycanne-Man-6-P éthanolamineNH-CO-CH(R)-NH

La glycoprotéine E1 ne porte que des glycosylations de type N-liées. Aussi, la suite de
cette introduction ne sera consacrée qu'a la description des phénomeénes ayant trait a2 la N-

glycosylation.

I1.1.2. La N-glycosylation

Le point commun entre toutes les chaines glycanniqués observées sur les protéines, est
un "core" pentasaccharidique composé de trois mannoses et de deux résidus N-
acétylglucosamine. Par la suite, au cours de son transfert & travers le RE, puis éventuellement
l'appareil de Golgi, de nombreuses substitutions vont venir apporter une grande diversité

structurale. Pour revue, voir (Kornfeld and Kornfeld 1985, Rademacher, et al. 1988).
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La premiere étape de la N-glycosylation intervient trés précocement, dans la majorité des
cas avant méme que la protéine ne soit complétement traduite. Elle se produit donc tout d'abord
dans la lumieére du RE rugueux, et fait intervenir une glycosyltransférase. Elle est liée a la
membrane et permet le transfert "en bloc” du glycanne Glc,Man,GlcNAc,, d'une molécule
porteuse, un diphosphodolichol (P-P-Dol), vers un résidu asparagine d'une protéine en cours de
traduction. Ce résidu asparagine est intégré dans une séquence tripeptidique consensus Asn-X
Ser/Thr ou le résidu X est un aa quelconque excepté la proline. Le phosphodolichol est une
molécule hydrophobe, liée & la membrane, qui permet l'assemblage et I'ancrage du glycanne
dans la membrane.

La maturation des glycannes s’effectuant dans le RE et I’appareil de Golgi est résumé

figure 18.

IL.1.2.a. La giycosylation dans le RE

Trois molécules donneuses de sucre sont nécessaires a l'assemblage du glycanne
Gluc,;Man,GlucNAc,: le UDP N-acétylglucosamine, le UDP glucose et le GDP mannose. Les
deux premieres étapes (1 et 2) consistent en un transfert successif de deux résidus N-
acétylglucosamine-1-phosphate de la UDP N-acétylglucosamine au phosphodolichol. Au cours
de I’étape 3, cinq résidus mannoses sont transférés du SGDPMan sur I’accepteur lipidique pour
donner le Man,GIcNAc,-PP-Dol. Les quatre mannoses et les trois glucoses des étapes 4 et 5
seront quant a eux transférés du nucléotide diphosphate de fagcon indirecte, par l'intermédiaire
d'un glycosyl-phosphodolichol. Apres I'étape 5, l'oligosaccharide est alors susceptible d'étre
transféré sur une protéine naissante. Ce phénomene est celui rencontré pour tous les types de
cellulés eucaryotes (Elbein 1979, Hubbard and Ivatt 1981, Kornfeld and Kornfeld 1985,
Lennarz 1980, Staneloni and Leloir 1982). Ce transfert de l'oligosaccharide sur la protéine va
étre réalisé par l'enzyme oligosaccharyltransférase (étape a). I est immédiatement suivi par

plusieurs étapes de déglucosylation.

Les premicres étapes ont lieu dans le RE. Le glucose terminal est tout d'abord €liminé
par une a—glucosidase-I (étape a). Puis, une a—glucosidase-II clive les deux glucoses suivants

(étapes b,c). Un premier résidu mannose est alors clivé du glycanne par I'al-2 mannosidase-I
(étape d). La molécule alors obtenue (Man8GlcNAc2-Protéine) est la structure qui va

permettre a la protéine de quitter le RE pour le cis-Golgi.



Figure 18 : Principe de la N-glycosylation
du réticulum endoplasmique au trans-golgi

d'apres Abeijon et Hirschberg 1992,
Kornfeld et Komnfeld 1985.
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II.1.2.b. La glycosylation dans I'appareil de Golgi

Dans le cis-Golgi, trois mannoses supplémentaires vont étre clivés par I'a-mannosidase-
I (étape e).

Les enzymes N-acétylglucosaminylphosphotransférase et N-acétylglucosamine 1-
phosphodiester alN-acétylglucosaminidase (respectivement X et Y) vont permettre 1'élaboration,
dans le cis-Golgi, du motif mannose-6-phosphate sur les glycannes des enzymes lysosomales.

La suite du prbcessus hors hydrolases a lieu dans le Golgi médian. Un résidu N-
acétylglucosamine est alors ajouté sur le résidu mannose exposé du "core", par une N-
acétylglucosaminyl-transférase-1 (étape f) Ceci est un prérequis pour que I'étape suivante ait lieu.
L'enzyme Golgienne o-mannosidase-II va alors éliminer les deux résidus mannoses encore
fixés au "core" (étape g). Cela permet l'addition d'un résidu N-acétylglucosamine sur le
mannose ainsi exposé, par la N-acétylglucosaminyltransférase-II (étape h). Un résidu fucose
peut alors étre transféré sur la N-acétylglucosamine li€e & 1'asparagine par une fucosyltransférase
(étape h). Il faut noter que cette étape peut avoir également lieu dans le trans-Golgi. La protéine
est transportée dans le trans-Golgi ol deux résidus galactoses sont ajoutés par l'intermédiaire
d'une galactosyltransférase (étape i). Enfin, une sialyltransférase va catalyser 1'addition de deux
résidus acide sialique (étape j).

A cette étape, le glycanne a atteint sa forme mature, il peut alors quitter}'appareil’ de -

Golgi vers sa destination finale

II.1.2.c. Processus de "glucosylation-déglucosylation”

Le processus de clivage des deux premiers glucoses du glycanne Glc;Man,GIcNAc, par
les enzymes o—glucosidase-I et o—glucosidase-1I s'effectue dans le RE. 1l fait donc apparaitre

une forme monoglucosylée. C'est cette forme qui va interagir avec les chaperons du RE, telles
la calnexine et la calréticuline, comme nous 1'avons exposé page 39 de ce chapitre. Initialement,
l'association de la glycoprotéine et du chaperon est médiée par le résidu de Glc du carbohydrate

(a), puis une forte interaction protéine-protéine la remplace (b) (voir figure 13). La libération de
la protéine partiellement repliée a lieu grice a la déglucosylation de celle-ci par I'a—glucosidase-

I1. Si la protéine a acquis une conformation correcte, elle va continuer sa progression le long de
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la voie de glycosylation tel que cela vient d'€tre décrit. Si la protéine est mal repli€e, il intervient
alors une étape de reglucosylation du glycanne Man,GlucNAc, (Parodi, et al. 1983).

Cette reglucosylation est effectuée par une enzyme spécifique: 1’UDP-Glucose:
glycoprotein glucosyltransferase, une protéine soluble du RE. Elle s'effectue spécifiquement sur
les protéines incorrectement repliées et non sur les protéines "natives”, grice a des interactions
avec les aa hydrophobes exposés a la surface des protéines mal repliées [Trombetta, 1992 #506;
Sousa, 1995 #505].

La forme monoglucosylée peut donc se fixer 2 nouveau sur la calnexine. La
glycoprotéine en cours de maturation sera maintenue dans ce cycle de glucosylation-
déglucosylation jusqu'a ce quelle soit convenablement repliée. Dans ce cadre, la glycoprotéine

glucosyltransférase agit donc comme un "senseur” de 1'état de maturation de la protéine.

IL.1.2.d. Contrdle de la glycosylation .

La description de la voie de glycosylation représente une illustration des processus
permettant la formation d'un oligosaccharide complexe a partirv du "core" de départ. Cependant,
l'oligosaccharide complexe utilisé pour le propos n'a rien de consensuel et un grand nombre de
formes complexes différentes peuvent étre observées a lissue de ce processus. Ainsi, la
structure dont I'€laboration vient d'étre décrite est le modele "a deux antennes”. Un variant " a
quatre antennes” peut également étre observé. Sa présence dépend de la présence et de la
spécificité des enzymes N-acétyl-glucosaminyltransférases intervenant lors de I'étape h.

La grande vari€té de formes complexes observée suggere qu'un nombre également
important de glucosyltransférases différentes sont présentes dans les compartiments du RE et
de l'appareil de Golgi. Mais la présence relativement discréte des enzymes dans ces
compartiments ainsi que leur grande hydrophobicité rend leur étude difficile. Néanmoins,
plusieurs études sont venues apporter des informations sur la nature et les propriétés de ces
molécules. Ces informations sont réunies dans les publications suivantes: (Beeley 1985, Beyer,
et al. 1981, Schutzbach, et al. 1987).

La nature de la structure finale dépend donc, comme cela est indiqtié pour la forme "a
quatre antennes”, des enzymes présentes dans les compartiments de la voie de synthése. Cette
répartition des enzymes est déterminée principalement par le contexte cellulaire, le type

cellulaire, la nature du tissu et 'espéce considérée.

2 Influence de I'espéce
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Ainsi, une méme glycoprotéine exprimée dans un méme type cellulaire ayant pour
origine des especes variées, va mener a une glycosylation qui sera spécifique de l'espece
considérée. Par exemple, la glycoprotéine al-acide de rat est N-glycosylée d'une maniére tout a
fait différente de celle de la glycoprotéine al-acide humaine (Yoshima, et al. 1981). Les
différences résident dans le nombre d"antennes”, les fucosylations et les "bras" annexes
branchés sur l'oligosaccharide complexe. De méme, les nombreuses études concernant la
glycosylation de la y-glutamyl transpeptidase du foie et du rein chez le veau, la souris et le rat,
ont apporté le méme type de résultats. Les glycosylations sont spécifiques aux especes étudiées
et elles différent par la complexité et le degré de sialylation des glycannes matures (Kobata
1984, Yamashita, et al. 1985).

La BSSL (Bile-salt-stimulated lipase) est une enzyme présente dans le lait maternel
humain. La glycosylation de cette protéine a été étudiée chez des donneurs humains et en
systéme cellulaire (ovaire de cochon d'Inde et lignée fibroblastique de souris C-127) a l'aide
d'une protéine recombinante (Landberg, et al. 1997). L'auteur montre que de nombreuses
différences apparaissent, en ce qui concerne la composition des glycannes, entre les protéines de
donneurs et celles exprimées en systeme cellulaire. Ces différences sont liées au nombre de
molécules d'acide sialique et de fucose incorporées a la structure complexe.

Il semble que les différences observées entre les espéces puissent amener a des
incompatibilités des glycoformes d'une espece a l'autre. Ainsi, Galili et al. ont étudié ]'épitopé
Gala1=»3gal qui est une structure présente dans différents tissus chez plusieurs espeéces (Galili,
et al. 1987). IIs ont montré que ce motif est présent chez les "new world monkeys" et les
mammiferes, et absent chez les "old world monkeys”. Or, chez ces demiers, ils mettent en
évidence un taux trés important d'anticorps dirigés contre ce motif, ce qui n'est pas le cas pour
les deux premiéres especes ci-dessus. Il reste a comprendre qui, des anticorps ou du motif
Galal=3gal, détermine la présence de l'autre. »

Ces phénomeénes de glycosylation différentielle peuvent également participer a des
processus de résistance cellulaire vis a vis des infections virales. Ainsi, l'infection par le virus
vaccine a été étudié dans des lignées cellulaires ayant plusieurs origines: hépatome de rat
(KRC7), rein de singe vert d'Afrique (CVI-L) et fibroblaste de rat (L929) (Bose, et al. 1997). La
lignée KRC?7 résiste & I'infection virale alors que les deux autres lignées sont sensibles. L'auteur
montre que cette résistance est dépendante de la déglycosylation d'une protéine clé de l'infection
virale (page 67), ce qui la rend inactive. Ces exemples illustrent bien la spécificité des

phénomenes de glycosylation entre les especes.
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Enfin, des différences beaucoup plus fines que l'espece d'origine du type
cellulaire utilisé pour I'étude peuvent donner lieu a des modifications de la structure des

glycannes complexes.

= Influence du contexte cellulaire

Ainsi, dans une étude récente, Némansky a montré que les différents stades de la
grossesse pouvaient entrainer la modification de la glycosylation d'une protéine placentaire, la
Glycoprotein hormone alpha subunit (Nemansky, et al. 1998). Il observe, au cours de la
grossesse, une augmentation du nombre de structures de type "triantenné" branchées sur le
"core" des glycannes, et de fucosylations fixées sur ce dernier. Selon l'auteur, cette modification

est & mettre en rapport avec une régulation différentielle de deux enzymes de la voie de
glycosylation, les N-acetylglucosaminyltransférases IV et V et la o-6-fucosyltransférase.

Une autre étude, réalisée par I'équipe de Kobata, rapporte le méme type de phénomene
(Asada, et al. 1997). Ce travail a été réalisé sur des lignées transformées de type NIH3TS3,
MTAg, MTPy, MT1. Les développements respectifs de ces lignées dans une souris athymique,
présentent plusieurs différences: la lignée MTAg pousse plus rapidement que la lignée MTPy,
alors que les lignées MT1 et NIH3T3 ne poussent pas. De plus, seule la lignée MTAg est
capable de métastaser dans les poumons. Les études structurales des N-glycannes des protéines
de la membrane cellulaire de ces lignées, ont révélé des différences notables dans la
composition des glycannes complexes. Pour les lignées prises dans l'ordre suivant, NIH3T3,
MT1, MTPy, MTAg, on observe une présence de moins en moins importante des structures a
"deux antennes" branchées sur le "core”, et une présence croissante des structures a "trois” et
"quatre antennes". Les auteurs mettent en corrélation ces différences de structure et les
propriétés de la lignée MTAg, c'est & dire une capacité a former des tumeurs diminuée et des

propriété d'adhérence in-vivo altérées.

IL.1.2.e. La glycosylation dans d'autres compartiments cellulaires

Bien que la majeure partie des processus de glycosylation aient lieu comme cela a été
décrit page 59, il apparait aujourd’hui de plus en plus évident que ces phénomenes peuvent
également avoir lieu dans le noyau, les mitochondries et méme le cytoplasme (Hart, et al.

1988). Ainsi, la présence de phosphodolichol dans les membranes n'appartenant pas au RE et a



Résultats-Discussion 65

l'appareil de Golgi, semble maintenant étre une évidence. Cependant, les problémes de
contamination des membranes étudiées par celles du RE et de I'appareil de Golgi, compliquent
les études s'attachant & explorer ces phénomenes. Néanmoins, les études qui se sont
particulierement attachées a éliminer ce biais expérimental, attestent toujours de la présence de
phénomenes de glycosylation dans le noyau et les mitochondries (Ardail, et al. 1985, Fayet, et
al. 1988).

Il reste maintenant a définir la nature des protéines ainsi glycosylées ainsi que

l'importance relative d'un tel phénomene.

I1.1.3. Défauts de glycosylation et pathologie

Ces processus de glycosylation interviennent donc dans la maturation de tres
nombreuses protéines. Cette large prévalence ainsi que les diverses fonctions qui semblent
attachées a ces oligosaccharides, suggérent qu'un dysfonctionnement de la voie de biosynthése
des glycannes peut se traduire par I'apparition de pathologies particuliéres.

Stanley et al. ont observé I'impact d'un tel dysfonctionnement en systeme cellulaire et
chez la souris. Ils montrent que la N-glycosylation est essentielle pour la viabilité de la cellule et
de l'organisme. Ainsi, une souris avec un geéne codant la N-acetylglucosamine transférase I
inactivé ne parviendra pas a la fin de la gestation (Stanley and Loffe 1995).

Chez I'homme, le nombre de pathologies mises en rapport avec de tels déreglements
croit réguli€rement.

Les premieres pathologies & avoir été mises en €vidence ont été€ la mucolipidose II et la
mucolipidose III (pseudo-Hurler polydystrophy) (Reitman, et al. 1981). Ici, 1'absence de N-
acétylglucosaminyl-phosphotransférase fonctionnelle rend impossible 1'élaboration du motif
mannose-6-phosphate présent sur les glyéannes des enzymes lysosomales natives (voir page
61). Cela entraine une inhibition du transfert des hydrolases de l'appareil de Golgi aux
lysosomes. L'accumulation des hydrolases dans l'appareil de Golgi sera a l'origine des deux
pathologies.

Par la suite, d'autres affections ayant pour origine des désordres de la voie de
glycosylation ont été décrites. Anémie dyserythropoiétique type II ot I'absence des enzymes a-
mannosidase II et N-acétylglucosaminyltransférase II entraine la présence de glycoprotéines
altérées sur les érythrocytes (Fukuda, et al. 1987, Fukuda, et al. 1990). Syndrome d'altération de

l'adhésion leucocytaire type II olt on note un défaut du donneur de fucose, le GDP-fucose. Cette
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anomalie s'illustre par une incapacité de 1'organisme a mobiliser les granulocytes sur les sites
d'infection, menant a des infections bactériennes récurrentes (Etzioni, et al. 1992).

En 1980, Jaeken et al. ont décrit un nouveau type d'affection qui fut appelée syndrome
de déficience en carbohydrate des glycoprotéines (CDGS: carbohydrate-deficient glycoprotein
syndrome) (Jaeken, et al. 1980). Il est lié & un grand nombre de déreglement se développant dés
I'enfance: troubles neurologiques séveres, anomalies osseuses, lipodystrophie et perturbation
des propriétés de coagulation du sang. Au moins quatre sous-types de ce syndrome ont été
documentés, le plus courant étant le type I (Stibler, et al. 1995). Ces perturbations sont liées a
une glycosylation incompléte des protéines entrainant un repliement anormal de celles-ci et une
altération de leurs propriétés. Selon les sous-types, l'origine en est différente.

Pour le type I, la plupart des patients sont dépourvus de phosphomannomutase,
I'enzyme qui convertit le mannose-6-phosphate en mannose-1-phosphate (Matthijs, et al. 1997).
En définitive, ceci compromet la formation du glycanne Gluc,Man,GlucNAc, sur le P-P-Dol.
D'autres études trés récentes décrivent des CDGS type I li€es au défaut d'une autre enzyme: la
phosphomannose isomérase (De Koning, et al. 1998, Niehues, et al. 1998). Les signes
cliniques sont également différents.

Une étude récente décrit deux patients présentant une CDGS de type II avec des
caractéristiques inhabituelles. En effet, l'enzyme faisant défaut ici est la N-acétylglucosaminyl-
transférase II (Tan, et al. 1996). Cela montre qu'un syndrome multifactoriel sévere du type
CDG peut également étre éntrainé par une anomalie de la construction du glycanne complexe.

De nombreux autres> exemples sont décrits dans la littérature, et on peut. se rapporter,
pour revue, aux articles suivants: (Kornfeld 1998, Rademacher, et al. 1988).

Les signes cliniques illustrant les anomalies de glycosylation étant, comme nous l'avons
vu, extrémement divers, il est raisonnable d'envisager qu'un nombre de plus en plus grand de

pathologies trouveront leur explication dans des phénomenes de glycosylation anormale.

IL.1.4. Facteurs influencant l'efficacité de glycosylation

Un grand nombres de facteurs peuvent exercer une contrainte sur l'efficacité avec

laquelle un site potentiel donné pourra étre glycosylé.

- Distance entre le site de glycosylation et la membrane du RE

Pour les protéines ancrées dans la membrane du RE, il semble qu'une distance

minimum doive &tre respectée entre le site potentiel et la membrane, pour que le transfert "en
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bloc" du glycanne initial sur la protéine puisse avoir lieu. Cette distance a été évaluée a 12-14 aa
ou 30-40 A par Nilsson et Von Heijne (Nilsson and Von Heijne 1993). Les auteurs suggérent
que cette distance est nécessaire pour que le site de glycosylation soit accessible au site actif de

I'oligosaccharyltransférase.

= Présence du site a proximité d'une extrémité N- ou C-terminale

D'une fagon plus générale que dans le paragraphe précédent, il semble qu'un site localisé
al'extrémité N- ou C-terminale soit moins efficacement glycosylé que sur le reste de la protéine.
L'étude réalisée par Livi sur l'interleukine-1f montre que le seul site de la protéine (Asn7-Cys-
Thr), situé pres de l'extrémité N-terminale, n'est glycosylé qu'avec une efficacité de 50% (Livi,
et al. 1991). En augmentant la distance entre 'extrémité N-terminale de la protéine et ce site, il

parvient a restaurer une glycosylation totalement efficace.

2 Influence du repliement sur la glycosylation des protéines

Les processus de transfert des oligosaccharides initiaux sur les protéines, ont lieu en
méme temps que les premieres étapes du repliement de celles-ci, alors que la traduction de la
protéine n'est pas encore terminée. Cela suggere donc que ces deux phénomenes, repliement et
glycosylation, s'influencent mutuellement. De nombreuses expériences sont venues confirmer
cette hypotheése, mais aucune regle générale ne peut étre édifiée. En effet, selon la nature de la
protéine, et méme selon la nature d'un site donné, un phénomene précédera l'autre, et 'un pourra
favoriser ou inhiber le bon déroulement de I'autre. |

Plusieurs études ont montré que la formation des ponts disulfures pouvait perturber la
formation du glycanne complexe. Hasegawa rapporte que la formation d'un pont disulfure entre
les cystéines 45 et 51 de l'interleukine-6, géne considérablement la glycosyiation sur l'asparagine
46 (Hasegawa, et al. 1992). En éliminant la formation de ce pont, il augmente l'efficacité de
glycosylation sur ce site. McGuinnes et al. ont réalis¢ le méme type de travail sur
I'hémaglutinine-neuraminidase du virus de la maladie de newcastle (McGinnes and Morrison
1997). Ils montrent qu'en substituant les cystéines 13 et 14, ils permettent la fixation d'un
glycanne supplémentaire sur la protéine. Le travail d' Allen et al. sur l'activateur de
plasminogene tissulaire décrit un phénomene semblable (Allen, et al. 1995). L'inhibition de la
formation des ponts disulfures va favoriser la mise en place des structures complexes des
glycannes. Cette compétition entre repliement et glycosylation est également décrite par Holst et

al. (Holst, et al. 1996).
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> Nature des acides aminés constituant la séquence cible: Asn-X-Ser/Thr-Y

Comme nous 'avons vu page 59, la N-glycosylation a lieu sur I'asparagine d'un triplet
Asn-X-Thr/Ser. Toutefois, quelques rares exemples de N-glycosylation se produisant sur l'aa
Asn d'un séquon dont la séquence en aa est différente de celle habituellement admise, ont été
observés. Ainsi, plusieurs auteurs rapportent qu'un phénomene de glycosylation peut étre
observé sur un triplet Asn-X-Cys (Bause and Legler 1981, Grinnell, et al. 1991, Stenflo and
Fernlund 1982). L'étude de Gavel et al. confirme cette observation et décrit une nouvelle
séquence pouvant étre la cible d'un phénomeéne de glycosylation, Asn-Gly-Gly-Thr (Gavel and

Von Heijne 1990). Néanmoins, ces exemples restent largement marginaux.

- AA en position trois

Plusieurs études ont déterminé les différences d'efficacité de glycosylation présentées par
des séquons contenant la Ser ou la Thr en position 3. Par ['utilisation de peptides contenant une
séquence potentielle de glycosylation, certaines études ont pu mettre en évidence, in-vitro, que la
Thr en position 3 était liée a une efficacité de glycosylation plus importante que pour la Ser, de
'ordre de deux a trois fois (Gavel and Von Heijne 1990, Kaplan, et al. 1987).‘ Cependant, ces
travaux ne se sont pas attachés a déterminer l'influence respective de ces deux aa sur des
séquons de protéines naturellement glycosylées. L'étude réalisée par Kasturi et al. concerne la
glycoprotéine du virus de la rage (RGP), une protéine portant trois sites potentiels de
glycosylation, dont deux seulement sont efficacement glycosylés (Kasturi, et al. 1995). Le site
1, constitué par la séquence Asn-Leu-Ser est celui qui est trés faiblement glycosylé. La
substitution de la Ser par une Thr entraine une augmentation considérable de l'efficacit¢ de
glycosylation. Au contraire, la substitution de la Ser par une Cys au site 1 va bloquer totalement
la glycosylation.

Les différents travaux réalisés sur ce sujet permettent de classer les trois aa Cys, Ser, Thr
en fonction de l'efficacité de glycosylation liée a leur présence en position 3 du séquon Asn-X-
Ser/Thr/Cys:

‘ Thr >> Ser >> Cys
11 faut toutefois souligner que la présence d'une cystéine en position trois du séquon reste

un cas exceptionnel.

- AA en position deux

L'aa présent en position 2 du séquon peut influencer fortement lefficacité de

glycosylation. Plusieurs études rapportent que certains acides aminés sont rarement retrouvés en



Figure 19 : Efficacité de glycosylation en fonction des acides aminés X et Y
D'aprés Shakin-Eshleman S. H. 1996, Mellquist J. L. 1998.
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position deux sur des séquons naturellement glycosylés. C'est le cas pour la Cys et le Trp
(Kaplan, et al. 1987), I'Asp (Marshall 1974) et 1a Glu. Des études de glycosylation réalisées, in-
vitro, a 'aide de peptides synthétiques mettent également en évidence un effet inhibiteur de I'Asp
a cette position (Bause and Hettkamp 1979, Imperiali and Shannon 1991). Plus récemment, une
étude systématique de l'influence des aa en position deux sur la glycosylation a été réalisée a
l'aide de la protéine RGP en systéme in-vitro (Shakin-Eshleman, et al. 1996). Ce travail montre
que les aa les plus défavorables a la glycosylation sont, sans compter la Pro, le Trp, I'Asp, la
Glu et la Leu (voir figure 19).

Bien que les mécanismés de ce phénomene d'inhibition soient encore mal compris,
certaines caractéristiques de ces aa peuvent suggérer une explication. En effet, on peut
remarquer que le Trp, la Leu, la Phe et la Tyr sont des aa hydrophobes de grande taille. IIs
pourraient donc géner 1'accessibilité au séquon de 1'oligosaccharyltranférase (Shakin-Eshleman,
et al. 1996). De méme, I'Asp et la Glu sont des aa chargés négativement. Cette charge pourrait
influencer la capacité de l'oligosaccharyltranférase a fixer simultanément le séquon et le
phosphodolichol chargé lui aussi négativement (Bause and Hettkamp 1979, Imperiali and
Shannon 1991).

Il faut souligner que dans le cas de la RGP, le séquon Asn-Cys-Ser est efficacement
glycosylé (Shakin-Eshleman, et al. 1996), alors qu'en régle générale, les séquons comprenant
une Cys en position deux apparaissent difficilement glycosylables. Ceci est tres probablement
1ié au fait que la Cys peut participer a la formation d'un pont disulfure qui, cofnme nous l'avons
vu précédemment, est fortement préjudiciable a la glycosylation (Bause, et al. 1982, Bulleid, et
al. 1992).

- AA en position quatre

Tres tot, plusieurs auteurs ont suggéré que les aa situés a proximité du séquon pouvaient
exercer une influence sur la glycosylation de celui-ci. Il a ét€ postulé que cette action s'exercait
par une participation a I'établissement d'une conformation du séquon favorable a sa
glycosylation ou par une modulation du potentiel des différents groupes fonctionnels du séquon
a participer & la réaction de glycosylation (Bause, et al. 1982).

Dans ce cadre, nous avons déja vu qu'une cystéine localisée a proximité du séquon
pouvait inhiber la glycosylation (Hasegawa, et al. 1992, Kane 1993) (voir "Influence du
repliement sur la glycosylation des protéines"). De méme, il a été décrit a plusieurs reprises
qu'une proline située immédiatement apreés le s€équon pouvait bloquer la glycosylation (Bause

1983, Gavel and Von Heijne 1990, Roitsch and Lehle 1989).
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Trés récemment, une étude systématique de l'influence de I'aa en position quatre sur la
glycosylation, a été effectuée par I'équipe de Shakin-Eshleman (voir figure 19) (Mellquist, et al.
1998). Ce travail a été réalisé dans un contexte Asn-Leu-Ser-Y et Asn-Leu-Thr-Y. 1l a été
montré que , si l'aa en position quatre exerce une faible influence sur la glycosylation dans un
contexte Asn-Leu-Thr-Y, sa nature est déterminante dans un contexte Asn-Leu-Ser-Y (voir
figure 18). Certains aa exercent une action négative que ce soit en position X ou Y (Trp et Glu)
alors que pour d'autres, l'influence est plus contradictoire (Asp et Gly).

Enfin, nous pouvons remarquer a la lumiére de cette étude et de celle commentée dans le
paragraphe précédent (Shakin-Eshleman, et al. 1996) que la Cys en elle-méme exerce une
influence positive sur lefficacité de glycosylation. Cest sa capacité a former des ponts
disulfures avec une autre Cystéine qui défavorise un séquon a étre glycosylé. Il est donc

concevable qu'une cystéine qui n'est pas impliquée dans la formation des ponts disulfure sera un

élément favorisant fortement la glycosylation.

= Influence des sites les uns sur les autres

Dans le cas de 1a RGP, il semble que les trois sites n'exercent aucune influence les uns
sur les autres. En effet, lorsque les deux seuls sites naturellement glycosylés de la protéine (2 et
3) sont inactivés, cela ne restaure pas la glycosyaltion sur le site 1 (Shakin-Eshleman, et al.
1992). De la méme fagon, lorsque la glycosylation du site 1 est restaurée par mutagenése
dirigée, cela n'influence en rien la glycosylation des deux autres sites (Kasturi, et al. 1995). Cette
absence d'interaction entre les différents sites d'une protéine a également été observée sur
I'ovalbumine (Sheares 1988).

A l'inverse, I'étude réalisée sur la protéine C humaine par Grinnell et al. (Grinnell, et al.
1991) montre que la glycosylation sur le site Asn97 influence directement lefficacité de
glycosylation sur le site Asn329. De méme, I'équipe de Friedrich met également en évidence ce
type de phénomeéne sur la gp55 du "‘Friend spleen focus-forming virus" (Rau, et al. 1993). Les
auteurs montrent que l'inactivation du site 3 va entrainer la glycosylation sur un site
normalement non-glycosylé, correspondant a I'Asn378.

Il n'y a donc vraisemblablement pas de régle générale en ce qui concerne ce phénomene,

et l'influence des sites les uns sur les autres doit &tre envisagée au cas par cas.
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I1.1.5. Influence de la glycosylation sur différents phénoménes

La N-glycosylation influence les propriétés biologiques d'un grand nombre de protéines.
L'étendue des phénomenes faisant intervenir la glycosylation est extrémement vaste et réévaluée
en permanence. Ainsi, elle intervient dans des processus aussi divers que le transport
intracellulaire, la stabilité protéique, l'activité biologique, l'antigénicité... . On peut également
remarquer qu'un profil de glycosylation aberrant est un des traits les plus communs du
phénotype des cellules malignes et que les glycannes sont souvent impliqués dans les désordres
auto-immuns (pour revue, voir (Delves 1998, Galli, et al. 1997, Opdenakker, et al. 1993,
Rademacher, et al. 1988)).

Cette liste n'est pas exhaustive et nous ne traiterons dans ce mémoire que les cas de

figure les plus en rapport avec notre travail.

II.1.5.a. Influence de la glycosylation sur le repliement

De nombreux travaux ont mis en évidence que la présence des glycannes sur la protéine
pouvait influencer le processus de repliement. Ainsi, dés 1982, Olden et al. montraient que
lorsque I'addition des glycannes sur une protéine est bloquée, le repliement correct de celle-ci n'a
plus lieu. Elle s'accumule alors dans le RE et forme des agrégats (Olden, et al. 1982). Par la
suite, de nombreuses expériences réalis€es sur des protéines sécrétées confirmaient que
I'inhibition de la glycosylation pouvait entrainer un mauvais repliemeﬁt de la protéine et par
conséquent, une inhibition de la sécrétion. Ainsi, le travail réalisé par I'équipe de Klenk sur
I'hémaglutinine (HA) du virus de l'influenza A décrit bien ce phénomene (Roberts, et al. 1993).
Ils montrent que, non seulement, les glycannes de Ia protéine agissent synergiquement pour
favoriser le repliement de celle-ci, mais qu'ils favorisent €galement la stabilisation de
I'hémaglutinine et la formation d'un homotrimere de HA.

Ce phénomene a été décrit pour des protéines de natures tres diverses:

- Récepteurs: Gehle et al. montrent que, en ce qui concerne le récepteur a 1'acétylcholine,
les glycannes sont indispensables pour que d'importants domaines fonctionnels des sous-unités
du récepteur puissent se replier correctement (Gehle, et al. 1997). De méme, Rickert et al. ont
étudié l'influence de la glycosylation sur la formation du récepteur nicotinique a I'acétylcholine
(Rickert and Imperiali 1995). Ils montrent que les glycannes ont une forte incidence sur
l'isomérisation des prolines, la formation des ponts disulfures et par conséquent, le repliement

de la protéine.
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- Enzymes: I'étude réalisée par Zhu sur la o-N-acétylgalactosaminidase montre que la
présence des glycannes est indispensable pour un repliement correct, et une résistance 2 la
dégradation de la protéine, méme si l'activité de l'enzyme ne semble pas dépendre de la
glycosylation (Zhu, et al. 1998). De la méme fagon, Martina et al. rapportent que la N-
glycosylation est nécessaire pour que la GD3 synthase puisse se replier correctement et atteigne
une conformation catalytiquement active (Martina, et al. 1998). Ici par contre, l'activité de
I'enzyme est étroitement liée a une glycosylation correcte.

- Protéines virales: En inhibant I'action de l'a-glucosidase dans des cellules infectées par
le virus de I'hépatite B, Lu et al. mettent en évidence que les glycoprotéines du virus vont suivre
une voie de repliement incorrect et étre retrouvée sous la forme d'agrégats dans les lysosomes
(Lu, et al. 1997). Un phénomene similaire est décrit par Mirazimi et al. pour la protéine VP7
des rotavirus (Mirazimi and Svensson 1998). Ils montrent que la glycosylation est un prérequis
a la formation de ponts disulfures corrects. L'absence des glycannes sur la protéine va entrainer

un repliement aberrant et la formation d'agrégats.

IL.1.5.b. Influence de la glycosylation sur la voie de sécrétion

Nous avons déja discuté de I'importance des glycannes pour le repliement des
glycoprotéines et I'association avec les chaperons du RE. Mais leur influence s'exerce également
en aval, sur la voie de sécrétion des protéines. Il semble néanmoins ’qu'i'l‘ faille établir une
distinction entre les protéines sécrétées et les protéines membranaires. Le transport correct de
ces dernieres a la membrane plasmique serait étroitement lié a la présence des glycannes, alors
que les protéines sécrétées subiraient assez peu linfluence de la glycosylation (Fiedler and
Simons 1995). Ainsi, plusieurs études réalisées sur différentes protéines sécrétées ont montré
que leur transport n'était pas dépendant de la glycosylation (voir (Newton, et al. 1987)) alors que
de tres rares exemples de protéines membranaires ne subissant pas l'influence des glycannes
soni documentés. On peut relever par exemple le cas des protéines du CMHI qui, lorsque leur
glycosylation est bloquée, sont transportées avec la méme cinétique a la surface cellulaire que
les méme protéines glycosylées (Ploegh, et al. 1981). -

Toutefois, de nombreuses études récentes semblent venir moduler fortement ces
observations et indiquer que la glycosylation peut également exercer une forte influence sur le
comportement des protéines sécrétées.

Les exemples que nous allons rapporter peuvent paraitre contradictoires, mais ils

indiquent simplement que !'influence des glycannes est spécifique de la protéine étudiée.
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Muylaert et al. montrent que la protéine NS1 des flavivirus modifiée sur le premier ou
I'ensemble de ses deux sites de glycosylation, n'est plus sécrétée (Muylaert, et al. 1996). De
méme, l'effet de la perturbation de la glycosylation sur la protéine M du virus de I'hépatite B a
été étudi€ par Mehta et al. Ils rapportent, qu'en présence de N-butyl-déoxynojirimycine, un
inhibiteur de 'a-glucosidase, la protéine M n'est plus sécrétée et qu'elle est retrouvée dans les
vésicules lysosomales sous une forme hyperglucosylée (Mehta, et al. 1997). Wojczyk et al.
décrivent un phénomene similaire en ce qui concerne la glycoprotéine du virus de la rage. Iis
montrent que la sécrétion d'une forme soluble de cette protéine est étroitement liée a la présence
d'une glycosylation sur le site Asn319 (Wojczyk, et al. 1998). Enfin, on peut également citer
l'étude de Bonen et al. sur I'apolipoprotein[a]. La présence de tunicamycine, un inhibiteur de la
N-glycosylation peut abolir la sécrétion des formes 9 et 17K-IV de la protéine (Bonen, et al.
1998).

Il existe dans la littérature de nombreux autres exemples relatant un phénomene
similaire, mais €galement un certains nombre de contre-exemples.

Cest le cas pour I'enzyme ACE (pig lung angiotensin I-converting enzyme). L'équipe de
Giboudeau a montré qu'en présence de tunicamycine, l'enzyme était normalement sécrétée par
des cellules endothéliales (Baudin, et al. 1997). Plus généralement, la glycosylation semble
avoir peu d'influence sur les propriétés structurales et biologiques de 'ACE. Le méme
phénomene a été relevé par Chuang et al. pour l'anticorps IgAl. Les protéines modifiées sur I'un
ou sur l'ensemble des deux sites de glycosylation sont efficacement sécrétées par des lignées
myélomateuses, sous forme de monomeres ou de dimeres (Chuang and Morrison 1997).
Enfin, on peut également citer I'exemple de la SWA2 o-amylase (Schwanniomyces occidentalis
SWA?2 alpha-amylase) étudiée sur Saccharomyces cerevisiae par Yanes et al. (Yanez, et al.
1998). Ils montrent que cette enzyme délétée de son seul site glycosylé ne voit pas sa sécrétion
modifiée. Toutefois, I'activité catalytique des formes sécrétées est alors réduite d'un facteur 22.

Les expériences réalisées sur la chaine B du PDGF (platelet-derived growth factor) par
Kaetzel et al. ont mis en évidence un phénomene beaucoup plus surprenant. En effet, la
suppression de la glycosylation sur la protéine par mutagenése dirigée va entrainer une
augmentation de la sécrétion du facteur de croissance sans perturber son activité mitogénique
(Kaetzel, et al. 1996).

L'influence de la glycosylation peut également s'exercer sur la sécrétion des virus. Le cas
du virus de I'hépatite B illustre bien ce phénomene. Par I'utilisation de divers inhibiteurs de la
voie de glycosylation, il est possible de prévenir la sécrétion des particules virales (Lu, et al.
1995, Mehta, et al. 1998, Mehta, et al. 1997). Toutefois, ce sont les phases précoces de cette

voie qui semblent &tre les étapes limitantes. La perturbation des phases tardives, qui ont lieu
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dans I'appareil de Golgi, parait n'influencer que faiblement la sécrétion (Lu, et al. 1995). Enfin,
comme nous l'avons vu dans le paragraphe précédent, il semble que ce soit les perturbations de
la glycosylation de la protéine M qui entraine l'inhibition de la sécrétion du virus (Mehta, et al.
1997).

Tous ces exemples permettent de constater qu'il n'est pas possible d'établir une régle
générale et que l'étendue de l'influence d'un glycanne sur une protéine donnée est difficilement
prévisible. Toutefois, cette influence peut €tre déterminante sur le devenir de la protéine et du
virus, et I'étude de la glycosylation est souvent nécessaire pour comprendre le fonctionnement

de ces structures.

IL.1.5.c. Implication de la glycosylation dans l'immunogénicite

Les oligosaccharides jouent un rdle clé dans l'immunogénicité d'un grand nombre de
protéines. Ainsi, leur implication est maintenant bien connue dans des phénomeénes tels que les
processus inflammatoires et les rejets de greffes. De plus, des perturbations dans le processus
de glycosylation sont connues pour étre responsables de certains désordres auto-immuns (pour
revue, voir (Delves 1998)).

La recherche concernant l'influence des glycannes sur l'immunogénicité d'une protéine a
donné lieu a un trés grand nombre de publications. On peut essayer de dégager de ces travaux
deux phénomenes bien distincts qui illustrent la nature de la relation entre le glycanne et la .

protéine qui le porte.
> Influence d'un glycanne sur un site antigénique

Ces glycannes peuvent exercer une inﬂhence négative sur l'activation des cellules T en
génant l'association entre le CMH et le peptide portant le site antigénique ou la reconnaissance
par le TCR (T Cell Receptor) du complexe peptide-CMH (Harding, et al. 1991, Ishioka, et al.
1992, Michaelsson, et al. 1994, Thomas, et al. 1990). Certaines études concernant la gp120 du
VIH (virus de l'immunodéficience humaine) ou la protéine HA du virus de l'influenza, mettent
en évidence ce phénomene. Botarelli et al. rapportent que 20% des clones de cellules T CD4
humaines, sensibilisés par une protéine gp120 non glycosylée, ne réagissent pas contre la méme
protéine native glycosylée (Botarelli, et al. 1991). Ils suggerent que les glycannes présents sur la
protéine native sont susceptibles de géner la reconnaissance par les lymphocytes. Le méme
phénomene est décrit dans les études réalisées par I'équipe de Lorena Brown sur la protéine HA

(Drummer, et al. 1993, Jackson, et al. 1994). L'attachement d'un glycanne sur la protéine HA
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ou sur un peptide correspondant a une partie de la protéine entraine une diminution de l'efficacité
de la reconnaissance de la molécule par les lymphocytes T CD4.

L'influence de la glycosylation sur la réponse des lymphocytes T cytotoxiques (T CD8+)
a été étudiée par I'équipe de Walker (Doe, et al. 1994). s montrent que l'activité des CD8, vis a
vis d'un épitope faisant partie de la région V3 de la protéine gpl120 du VIH, est largement
améliorée par une déglycosylation enzymatique de la protéine.

L'influence négative de la glycosylation peut également s'exercer sur la reconnaissance
d'un épitope par les anticorps neutralisants. Plusieurs études réalisées sur la protéine gp120
montrent que l'introduction d'une chaine glycannique localisée a proximité de la boucle V3
(Back, et al. 1994), de la région hypervariable (Davis, et al. 1990) et de la région définie par les
aa 200 a 230 (Bolmstedt, et al. 1992) peut géner I'accessibilité aux sites de neutralisation par les
anticorps. Cette perturbation de la reconnaissance a éé mise en évidence A de nombreuses
reprises sur des protéines de différents types viraux: caprine arthritis-encephalitis virus (Huso,
et al. 1988) et herpes simplex virus (Olofsson, et al. 1990, Sjoblom, et al. 1987) par exemple.

Elle peut s'expliquer par une géne stérique induite par la présence du glycanne, mais également
par le fait que la présence de celui ci peut perturber la structure du peptide ou de la protéine
(Otvos, et al. 1991) en favorisant la modification d'une structure hélicoidale en une boucle B

(Laczko, et al. 1992, Urge, et al. 1992).

Cette capacité du glycanne a masquer un site ou a entralner une modification de la
conformation de la protéine, permet de comprendre qu'il n'est pas vraiment paradoxal de
constater que d'autres équipes rapportent un phénomene exactement inverse. C'est a dire que la
présence de la glycosylation est indispensable pour qu'un site antigénique soit conservé.

Ainsi, en ce qui concerne la boucle V3 de la gp120 du VIH, Benjouad et al. montrent
que l'intégrité de la glycosylation dans cette région doit étre conservée pour que leurs anticorps
neutralisants soit efficaces (Benjouad, et al. 1992). Il faut toutefois signaler que Back et al.
(Back, et al. 1994) constatent que les virus mutants dont la protéine gp120 est délétée du site de
glycosylation Asn301, situé & proximité de la région V3, sont huit fois plus sensibles a la
neutralisation que les virus sauvages. Plusieurs études montrent que la perturbation de la
reconnaissance d'éventuels épitopes peut &tre entrainée par des modifications beaucoup plus
fines du glycanne que sa simple suppression (Olofsson, et al. 1990, Sjoblom, et-al. 1987). Ces
auteurs rapportent que I'élimination d'un acide sialique ou d'un résidu galactose, situé en position
terminale sur le glycanne complexe de la protéine gC-1 du HSV (herpes simplex virus), suffit a
perturber gravement la reconnaissance par des anticorps de sites antigéniques situés a proximité.

La présence d'une glycosylation supplémentaire peut aussi améliorer I'immunogénicité d'une
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molécule. C'est ce que constatent Conrad et al. en ce qui concerne un peptide dérivé de la
séquence de la gp46 de HTLVI (human T lymphocyte virus I) sur lequel est crée un site de
glycosylation. En effet, 'immunogénicité de celui-ci est améliorée par rapport 4 la séquence
sauvage (Conrad, et al. 1995).

La présence des glycannes peut aussi étre nécessaire a la réponse des lymphocytes T
CDA4. Ainsi, Sj6lander et al. rapportent que la déglycosylation de la protéine gpl160 du VIH
abolit la réponse T CD4 dirigée contre un épitope localisé a proximité des trois sites délétés, en
position C-terminale (Sjolander, et al. 1996).

Toutes ces données mettent en évidence que l'influence exercée par la glycosylation va
étre étroitement liée a I'épitope étudié. La présence de celle-ci peut stabiliser une structure
tridimensionnelle et donc une série d'épitopes, et son élimination peut bouleverser la
conformation de la protéine et modifier considérablement les épitopes présentés au systeme
immunitaire. Un épitope présent sur une protéine non glycosylée peut tout simplement ne pas

exister sur la protéine glycosylée.

= Le glycanne: un site antigénique a part entiére ?

Il est apparu récemment que les glycannes pouvaient constituer des cibles privilégiées
dans le cadre de traitement des cancers par immunothérapie. En effet, des phénomenes de
glycosylation aberrante sont le trait le plus commun des cellules malignes et les réponses
humorales des patients sont tres souvent dirigées contre les structures glycanniques présentes a
la surface de ces cellules (Hakomori 1989). Ces glycannes déclenchent une forte réponse
humorale. Cette réponse a été exploitée thérapeutiquement dans le cadre de traitements de
cancers des ovaires, du sein et colorectaux (Adluri, et al. 1995, Longenecker, et al. 1994,
MacLean, et al. 1992). Les patients développent alors une forte réponse humorale de type IgM
et IgG dirigée contre le déterminant glycannique mis en jeu, et bénéficient d'une survie
prolongée proportionnée a l'intensité de la réponse (Longenecker, et al. 1994, MacLean, et al.
1993).

Plus généralement, les équipes s'étant attachées a I'étude biochimique des déterminants
€lués des molécules de CMHII, rapportent la présence de groupements glycanniques,
probablement attachés aux peptides fixant le CMHII (Chicz, et al. 1994, Chicz, et al. 1993). De
méme, de trés nombreuses études destinées a déterminer I'immunogénicité de peptides, mimant
des épitopes bien caractérisés de cellules T, et portant un glycanne en position centrale ou a leur

extrémité (Deck, et al. 1995, Harding, et al. 1991, Haurum, et al. 1994, Haurum, et al. 1995,
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Ishioka, et al. 1992, Michaelsson, et al. 1994, Mouritsen, et al. 1994, Otvos, et al. 1995) ont été
réalisées. Elles montrent que ces peptides sont fortement immunogéniques et que le glycanne
fait partie intégrante de 1'épitope T. Le glycanne peut également constituer par lui méme une
cible efficace pour un anticorps neutralisant. C'est ce que montrent les études réalisées par
Hansen et al. sur les glycannes portés par la protéine gpl20 du VIH (Hansen, et al. 1990,
Hansen, et al. 1991). L'infection par le VIH peut étre bloquée par des anticorps neutralisants
dirigés contre un déterminant antigénique porté exclusivement par le glycanne. Les travaux de
Shiyan et al. sur la protéine AGP (al acid glycoprotein), un constituant du sang humain,
mettent en évidence un phénomene similaire (Shiyan and Bovin 1997). IlIs montrent qu'en
greffant les glycannes complexes de différentes glycoformes de la protéine AGP sur des
matrices de polyacrylamide, on observe que I'immunogénicité de ces structures est tres
semblable a I’immunogénicité observée pour les pfotéines natives, et ceci vis a vis de plusieurs
populations cellulaires (monocytes, granulocytes, lymphocytes). 1Is suggerent donc que c'est le
glycanne qui détermine la modulation du systéme immunitaire et pas la protéine elle méme.
Enfin, les travaux de I'équipe de Bahraoui sur la gp160 du VIH-I ont permis de révéler
une propriété de ces glycannes qui semble treés intéressante (Benjouad, et al. 1993, Benjouad, et
al. 1992). Des anticorps neutralisants ont été produits chez le lapin contre une protéine gp160 de
HIV-I, modifiée au niveau de ses glycannes par désialylation. Ces anticorps sont alors capables
de fixer la gp160 de HIV-I mais aussi la gpl40 de HIV-II. Cette cross réactivité permet
d'envisager la possibilité d'une réponse immune spécifique.d'an motif glycannique qui ne serait
pas spécifique d'une seule souche virale. Toutefois, en l'occurrence, cette réactivité croisée n'est

pas corrélée avec une neutralisation croisée.

Les propriétés antigéniques des glycannes qui viennent d'étre résumées mettent bien en
évidence leur intérét dans des protocoles d'immunothérapie. Ils représentent une cible potentielle
pour les anticorps neutralisants et peuvent porter des motifs qui déterminent une réactivité
étendue a plusieurs souches virales, ce qui représente un espoir pour le développement d'un
éventuel vaccin (voir p28). Leur étude est donc également fortement motivée par leur intérét

thérapeutique potentiel.

I1.2. Résultats-discussion

,,,,,,

de la protéine E1 du VHC étaient disponibles. Il a été montré, par analyse de la séquence en aa

de la protéine E1 que celle ci porte cinq sites potentiels de glycosyaltion, pour la souche H. Les



Résultats-Discussion 78

analyses réalisées par Fournillier-Jacob et al. ont montré que seul, quatre des cinq sites étaient
effectivement utilisés (Fournillier, et al. 1996).

Nous avons voulu dans notre travail déterminer les sites effectivement glycosylés sur
El et le mécanisme déterminant l'absence de glycosylation sur le site non-glycosylé. Nous
avons également tenté d'apporter des informations sur l'influence exercée par chacun de ces sites
sur des phénomenes tels que le repliement de la protéine El, la formation du complexe natif
E1E2 et la sécrétion de la protéine E1.

Pour cela, nous avons construit une grande variété de mutants de glycosylation de E1
puis nous avons analysé le comportement de chacun des mutants.

Les résultats sont résumés dans la publication suivante
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ARTICLE n°3

Analysis of the glycosylation sites of HCV glycoprotein E1 and the influence of E1 glycans on
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The hepatitis C virus (HCV) genome encodes two membrane-associated envelope glycoproteins
(E1 and E2), which are released from the viral polyprotein precursor by host signal peptidase
cleavages. These glycoproteins interact to form a noncovalent heterodimeric complex, which is
retained in the endoplasmic reticulum. HCV glycoproteins, E1 and E2, are heavily modified by N-
linked glycosylation. A recent study has revealed that upon partial deglycosylation with
endoglycosidase H only four of the five potential glycosylation sites of HCV glycoprotein E1 are
utilized. In this work, the unused glycosylation site on the E1 glycoprotein was identified and the
influence of N-linked glycosylation on the formation of the HCV glycoprotein complex was studied
by expressing a panel of E1 glycosylation mutants in HepG2 cells. Each of the five potential N-
linked glycosylation sites, located at amino acid positions 196, 209, 234, 305 and 325,
respectively, on the HCV polyprotein, was mutated separately as well as in combination with the
other sites. Expression of the mutated E1 proteins in HepG2 cells indicated that the fifth
glycosylation site is not used for the addition of N-linked oligosaccharides and the Pro immediately
following the sequon (Asn-Trp-Ser) precludes core glycosylation. The effect of each mutation on
the formation of noncovalent E1E2 complexes was also analysed. As determined with the use of a
conformation-sensitive monoclonal antibody, mutations at positions N2 and N3 had no, or only
minor, effects on the assembly of the E1E2 complex, whereas a mutation at position N1 and
predominantly at position N4 dramatically reduced the efficiency of the formation of noncovalent
E1E2 complexes.

Introduction Comparative analyses of the genomes of several HCV

Hepatitis C virus (HCV) is the major aetiological agent of .strains that have been molecularly clo‘nf.:d' and s.equenc.ed
human posttransfusion and community-acquired non-A, non-B indicate that HCV is a member of the Flaviviridae family, which
hepatitis (Alter ef al,, 1990; Choo et al., 1989; Kuo ef al,, 1989), includes the flaviviruses and the pestiviruses (Miller & Purcell,
infecting probably 1% of the population worldwide 1990). HCY is a small, enveloped virus cc?ntaining a positive-
(Houghton, 1996; Purcell, 1994). Infected individuals have a stranded linear RNA genome of apprOX}mately 95 kb..The
high risk of developing chronic hepatitis, liver cirrhosis and RNA genome of HCV virus encodes a smgle. polyprotein of
hepatocellular carcinoma, making HCV a major cause of 3010 to 3033 amino acids (Matsuura & Miyamura, 1993),

morbidity and mortality worldwide (Alter ef al, 1992; Saito ef which is processed co- and posttranslationally by the host cell
al, 1990; Zhang et al.,, 1990). as well as by virus-encoded proteases to create mature

structural and nonstructural proteins. The HCV gene order has
been determined as 5" C-EI-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-
Author for correspondence: Czeslaw Wychowski. NS5A-NS5B 3’ (reviewed in Rice, 1996). The nonstructural
Fax +33 32087 11 11. e-mail wychow@infobiogen.fr proteins are processed by NS2 and NS3, the two viral proteases
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(Bartenschlager ef al., 1993 ; Grakoui ef al.,, 19934, b; Hijikata et
al, 1993; Manabe ef al., 1994; Tomei ef al, 1993), whereas
processing of the capsid protein and the two membrane-
associated glycoproteins, EI and E2, is mediated by host signal
peptidase(s) (Grakoui ef al., 1993 ¢; Hijikata ef al,, 1991).

Expression of an HCV C-E1-E2 ¢DNA construct in a cell-
free translation system (Hijikata et al, 1991) or a cell culture
system (Deleersnyder ef al, 1997; Dubuisson ef al, 1994;
Fournillier-Jacob ef al.,, 1996; Grakoui ef al., 1993 ¢; Kohara ef
al, 1992; Matsuura et al,, 1992; Ralston et al,, 1993; Spaete et
al, 1992) showed that E1 and E2 glycoproteins are targeted to
the endoplasmic reticulum (ER) by two independently
functioning amino-terminal signal peptides, whereas the capsid
protein remains in the cytoplasm (Santolini ef al, 1994).
Following translocation, Asn-linked (N-linked) glycosylation
of EI and E2 takes place: HCV glycoproteins are highly
glycosylated. Removal of N-linked carbohydrates from HCV
glycoproteins with endoglycosydase H or prevention of
glycosylation by expression in the presence of tunicamycin
results in the loss of approximately half of the molecular mass
of the HCV glycoproteins, as determined by SDS-PAGE
(Fournillier-Jacob et al., 1996; Grakoui et al,, 1993 ¢). E1 and E2
contain five (or six) and eleven potential N-linked glycosylation
sites, respectively (reviewed in Rice, 1996). E2 glycoprotein
seems to display a complex processing consistent with the
generation of multiple E2 species (Lin e al., 1994;Mizushima et
al, 1994) and forms a stable complex with E1, which is co-
immunoprecipitable (Dubuisson et al, 1994; Grakoui ef al,
1993¢; Lanford ef al, 1993; Ralston et al, 1993). Charac-
terization of HCV glycoprotein complex formation using
different expression systems indicates that a minority of these
proteins are properly folded (Deleersnyder et al, 1997;
Dubuisson & Rice, 1996). Properly folded E1 and E2 interact to
form a heterodimer stabilized by noncovalent interactions
(Deleersnyder ef al., 1997). Furthermore, the formation of the
noncovalent ETE2 heterodimer is very slow, probably due to
slow folding of these proteins (Deleersnyder ef al,, 1997). It has
also been shown that the formation of intramolecular disulfide
bonds is slow for E1, whereas it is rapid for E2 (Dubuisson &
Rice, 1996; Michalak ef al,, 1997). In addition, E1 expressed in
the absence of E2 does not fold properly, and it has been
hypothesized that E2 may play a chaperone-like role in the
folding of E1 (Michalak et al,, 1997).

N-linked glycosylation, which is one of the most common
posttranslational modifications of proteins translocated in the
ER, plays various roles in the folding, stability or biological
activity of proteins (Kornfeld & Kornfeld, 1985; Opdenakker et
al., 1993; Rademacher ¢f al., 1988). Animal viruses utilize the
host cell glycosylation machinery to synthesize and process
oligosaccharides attached to their glycoproteins. The core
oligosaccharide chains are preassembled on a carrier lipid
precursor in the ER and covalently attached to polypeptides at
asparagine in the sequence Asn-X-Ser/Thr, required for N-
linked glycosylation (Marshall, 1974), where X is any amino
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acid except Pro (Gavel & von Heijne, 1990; Kornfeld &
Komfeld, 1985; Marshall, 1974). However, not every tri-
peptide sequence (or sequon) in a protein sequence is used for
carbohydrate addition and indeed many sequons are
inefficiently glycosylated (Shakin-Eshleman ef al, 1992) or
remain unglycosylated (Gavel & von Heijne, 1990).

A recent study has revealed that one potential glycosyl-
ation site of HCV glycoprotein E1 (genotype 1a) is not utilized
during the glycosylation process (Fournillier-Jacob et al., 1996).
In the current study, we used oligonucleotide-directed muta-
genesis of the EI gene to construct a panel of EI glycosylation
mutants, firstly to identify which of the five potential N-linked
glycosylation sites is not utilized during the glycosylation
process and secondly to analyse the influence of E1 glycosyl-
ation on the formation of the HCV glycoprotein complex. Our
data indicate that site 5 is not used for N-linked carbohydrate
addition in the E1 glycoprotein and a defect in glycosylation at
position 4 has a severe effect on the formation of noncovalent
EIE2 complexes. Moreover, using a cell-free translation
system, the core glycosylation efficiency at each functional
sequon has been determined. While the sequons at positions 1,
2 and 3 are efficiently glycosylated, the sequon at position 4 is
partially glycosylated.

Methods

M Cell cultures and viruses. Cell lines (CV1, HepG2 and human 143
B thymidine kinase-deficient cells) were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (Gibco BRL) supplemented with 5 % foetal calf
serum and gentamycin (100 pg/ml). For expression studies, the CV-1 or
HepG2 cells were cultured in 60 mm diameter culture dishes. The wild-
type vaccinia virus Copenhagen strain and its thermosensitive fs7
derivative (Drillien ef al., 1982) were amplified on Hela cells, purified on
sucrose gradients and titrated on CV1 cells. vTF7-3, a vaccinia virus
recombinant expressing the T7 DNA-dependent RNA polymerase was
obtained from B. Moss (National Institutes of Health, Bethesda, USA).

B Site-directed mutagenesis. The ¢cDNA encoding HCV gly-
coprotein E1 was cloned into the replicative-form DNA of M13mp18 by
using standard techniques in such a manner that the noncoding strand of
the E1 ¢<DNA of HCV was packaged into progeny M13 phages. Five
synthetic oligonucleotide primers of 24 nucleotides in length were
designed so that at each consensus sequence for N-linked glycosylation,
Asn-X-Thr/Ser, a Gln-encoding codon was substituted for the Asn-
encoding codon. Mutagenesis was carried out by the method originally
described by Taylor ef al. (1985) by using a commercially available i vitro
mutagenesis kit provided by Amersham. Mutants are named with an N
(for the Asn amino acid modification) and a number (related to the
position of the glycosylation site on the map) (Fig. 1). Single-site
glycosylation mutants were used to generate double- and triple-site
mutants and so forth. In some conditions, E1 mutants were generated by
ligating different enzyme restriction fragments containing the appropriate
mutant sites. Cycle sequencing to verify the mutants was performed
using the ABI Prism dye terminator ready reaction kit following the
manufacturer’s instructions (Perkin Elmer Vetus). The mutated fragments
were excised from the bacteriophage replicative-form DNA with EcoRI
and BamHI and ligated to pTM1/C*E1, 4, 4, (Fournillier-Jacob et al,
1996) or pTM1/CAEIE2p7, 4, 4oy- Recombinant DNA manipulations
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Results

Identification of the functional N-linked glycosylation
sites in E1

One of the five potential Nolinked oligosaccharide acceptor
sites of E1 is not utilized during glycosylation (Fournillier-
Jacob ¢ al, 1996}, To identify the unused glvcosylation site,
mutant £1 proteins each iat:i\mg one of the glycosylation sites
were oblained by site-directed mutagenesis.

Oligonucleotide-directed mutagenesis was employed to
introduce two nucleotide changes in the codon encoding Asn,
resulting in a single amino acid substitution at each potential
glycosylation site. The addition of Nolinked oligosaccharides
was prevented by changing the Asn-X-Ser consensus sequence
at Asn residues 196, 209, 234, 305 and 325 to Glo-X-Ser. The
mutants in which the consensus sequence was altered are
referred to as N1, N2, N3, N4 and N3. The positions are
numbered sequentially from the N terminus of E1 {Fig. 1). The
mutated ¢DNAs were reintroduced into the eukaryotic
expression vector pTM1/C L, 4, (Fournillier-Jacob of al,
1996} or pTMI/COEIE2DT oo o0e allowing expression of Ef
or E1E2, respectively. In the first approach. the electrophoretic
mobilities of the E1 mutants for a specific site of glycosylation
{1, 1, 3, 4 or 3} were amalysed n an in pibe branscripbion
translation experiment and compared to the wildtype Et
expressed similarly in oifro, B1 glycoproteins with mutations at
sites 1, 2, 3 or 4 {Fig. 2, E{ lanes N1 to N4 or EIE2 lanes N1

3 E1E2
El Do
NI NI N3 N4 NS NYONZ NI

Fig. 2, SDS-PAGE analysis of single B1 gheeosviation mutants transiated
in vitrg, T7 BNA transoripts oblained fom DRNA plasmitds comalning
sequences encoding mutants EY NY o NS and E1E2 N1 o NG, and for
wild-type as control, were trarsiated in 3 rabbit reficilooyts lysate in the
presence of microsomal membranes, with the addilion of P Eimethionine
in the reaction mixture, The location of wild-type BY and B2 proteing i
irclicated on the right, Bizes fn k) of proteln malecular mass markers
are indicated on the foft,
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Fig. 3. SDS-PAGE analysts of wild-tyoe and glycosyiation mutarss of HOV B, HepG2 calis were comfected with »TF7-3 and

varchna virus recombinants exgressing sither wil

voe E1EZ 0WT) or the different mutants of B Deithin B1E2) ot 2 mulliplicty

of Bt per cell nfected cells ware radiohbelied with " Simethiorine for 2 7t 18 b post-infection, Proteing present in cell
exteacts ware immunoprecipitated with MAD A4 fanti-E1) and separsted by 12% SDS-PAGE and autoradiographyy,

E1* represents the mudart B proteing altersd in one, teeo, three or 3 ghycosylation sites. The sizes of two 0 abelled
marker polypeptides, carbonie anfyadrase (30 W06 and Yysozyme (143 kD), are indicated on the feft,

to N4} migrated faster than the wild-type protein, indicating
that these sites are used in the wild-type profein, while the
protein with a mutation ot site § (Fig. 2, E1 or ETE2 lanes N3}
comigrated with the wild-type glycoprotein, suggesting that
this site is not used for carbohydrate addition.

To confirm the above-mentioned conclusions, some mutant
E1 proteins missing one or several glycosylation sites were
made and analysed in in vive infection experiments. The E1
mutants with several mutations were referred to as N1-5, N2-
5, N1-3% and so forth {Fig 31 All mutated cDNAs were
introduced into pTMI/CYEIEZPT, 44 s0s 35 Mentioned above,
Recombinant vaccinia viruses, expressing the different Ei
mutants, were generated by homologous recombination
Kieny ¢ of, 1984). Mulated proteins expressed by recom-
binant vaccinia viruses were analysed by SDS-PAGE after
immunoprecipitation with an anti-E1 MAb (A4) (Fig. 3). The
wild-type E1 and the different E1 mutants expressed a protein
with a molecular mass which ranged between 31 kDa and
19 kDa {wild-type E1 to N1-2-3-4-5 E1 protein}. As expected
the electrophoretic mobility of the mutant EI proteins
increased proportionally with the number of inactivated
glycosylation sites, with the exception of the mutant proteins
containing the inactivated N5 site (Fig. 3, compare N1 and N1-
5, N2 and N2-3 or N3 and N3-5}. The difference in molecular
miss between E1 mutants and the wild-type E1 is due to the
number of carbohydrate chaing attached. These results indicate
that the potential glycosylation sites 1 to 4 are normally used,
whereas site 5 (Asn-Trp-Ser-Pro-} is not glycosylated,

Absence of glycosylation at site 5 is due to the
presence of 2 Pro residue downstream of the sequon
A dramatic impairment of glycosylation can be obtained
with some glycoproteins. Indeed. no glycosyl transter is
detectable for peptides or proteins containing a Pro residue
either in position X or in position Y of the Asn sequon {Asn-

X-Ber/The-Y: (Bause, 1983; Gavel & von Heline, 1990;
Komfeld & Kornfeld, 1985 : Marshall, 1974 In addition, recent
studies have demonstrated that the presence of large hydro-
phobic amino acids Ge. Trp, Leu or Phe) present at the X
position of the sequon and leading to an unfavourable local
protein conformation may inhibit core glycosylation (Shakin-
Eshleman of al, 19906}

To confirm the involvement of amino acids Trp (W326) and
Pro {P328} in the impairment of glycosylation site 5, these
amino acids were changed by site-directed mutagenesis to Thr
{T326}) and Gly (G328}, respectively. The amino adid Thr was
selected according to Shakin-Eshleman of ol (1996), who
reported that the presence of an amino acid with a hydroxy
group such as Ser/ Thr or Cys is associated with highly efficient
core glycosylation. A single E1 mutant was constructed with a
modification of the amino acid from Trp to Thr (W326 to
T326) and 2 double BI mutant with the modification of amino
acids Trp to Thr (W326 to T326) and Pro to Gly 9328 to
(G328). The mutated cIONA sequences were introduced into
pTMI/CETE2, ., 4o and recombinant vaccinia viruses were
generated. The resulting mutants, named mi and m2, cor-
respond to the single and double mutants of E1, respectively
{Fig. 4A). The mutated proteins expressed by recombinant
vaccinia viruses were analysed by SDS-PAGE after immuno-
precipitation with an anti-E1 MAb (A4} (Fig. 4B The wild-
type E1 and the mIEL protein migrated as 31 kDa glyco-
proteins, while the m2El protein migrated a5 2 34kDa
glycoprotein, which corresponds to the addition of an N-linked
oligosaccharide on amino acid Asn of the new sequon Asn-
Thr-Ser-Gly. These results indicate that the replacement of
amino acid W326 by T326 does not modify the profile of
glycosylation of the m1E1 protein containing the sequon Asn-
Thr-Ser-Pro. However, modification of P328 to G328 leads to
the addition of an N-linked oligosaccharide on the Asn residue
within the sequon Asn-Thr-Ser-Gly of the m2E1 protein. This
analysis provides direct evidence that the presence of P328
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Fig. 4. influence of the Pro residue I ungivoosyiated site 5. {A) The
pritnary sequence in the region of unglyoosylated site 5 and aming agid
changes in the single mutard (m1) and double mulant (2% The md
pustard containg the modBoation of the aming add Trp o The (W328 10
TE26} and the ;2 muart contains the modification of aming ach oo
Ty (W326 1 TE28) and Pro to Gly {PE28 10 G328). {8} HepG2
ware ooinfeched with »TF7-3 and vaccinia virus recombinants expressing
either wild-type B1E2 MW T orthemt or m2 fwithin E1E2 i a
wightishicity of 5 p¥a per cell Infected oplls were ndivkabelied with
FiSmationine for 2 hogt 185 postinfaction. Proteins present in ool
exizacts wers impaunoprecipiated with MAD A4 nthE1) and separated
By 12% SD5-PAGE and autoradiography. The size of the MCabetied
matker polypeptide {oarbonic anhydrase, 30 BDs) s indicated on the ol

immediately following the sequon Asn-Trp-Ser precludes core
glyeosylation at site 5.

Analysis of the role of E1 glycosylation on the
formation of HCV glycoprotein complexes

In polyprotein maturation, one of the roles of glycans is to
help in the folding of glycoproteins, either directly, by
increasing the solubility of a protein. or indirectly, by
interacting with ER chaperones like calnexin or calreticulin
{Helenius, 1994), We were therefore interested in knowing
whether or not mutations in the E1 glycosylation sites would
alter E1 glycoprotein folding. Since there is no conformation-
sensitive MAD available against E1, its folding was assessed
indirectly with the help of a conformation-sensitive E2-specific
MAD (H2), which has been shown, at least in the context of
wild-type proteins, to specifically precipitate properly folded
E1E2 heterodimers (Deleersnyder of al, 1997},

Among the single mutants (N1 to N3} only the N4
mutation affected the coprecipitation of E1, as shown by
immunoprecipitation with MAb H2 under reducing conditions
{Fig. 53 A, compare lane N4 with lanes NI, N2 and N3
Mutation 5 on the E1 protein has no effect on the formation of
E1E2 complexes and may be considered for the following

Fig. & imporance of £ glycans on the formation of HOY glvooprotein
compienes. HepGa cells ware coinfacted with ¥TF 7.3 and vaocinga vings
revombinants expressing either wild-type B1EZ IWT) or differant mutants
ot ET fwithin E1EZ) ab 3 mulliplicty of B pfa per cell Infoctad Colls wers
iabefted with P Simethioning for 10 min and then incubated with the
chase medium kr 4 b Colls were lysed in the preserce of otoacstamide
{20 Y o prevent further disulide borgd formation and the viral B1E2
complex was immunoprecipitated with MAL H2 and separated on
SD5-PAGE under reducing (A and notreduting conditions {81,
HOY-specifie protelns are Indicated on the right. Sizes i kDa) of

protein molecular mass markers are indicated on the left,

study as a control (Fig. 5 A, compare wild-type and N3, M2 and
NZ-5, and N3 and N3-31 In addition, as a general observation,
the amount of E1 which coprecipitated with E2 was lower
when the number of mutations in E1 increased (Fig. 5 A}, In this
study, one of the glycoproteins was mutated and, even i the
domain bearing the H2 epitope in E2 was properly folded, we
could not exclude the possibility of an alteration in the folding
of another domain of E2 induced by the coexpression of the
mutated form of E1. The immunoprecipitates were therefore
analysed under nonreducing conditions to see whether or not
the complexes formed between E2 and mutated E1 proteins
were covalently linked. As shown in Fig. 5(B), it appears that
El proteins lacking oligosaccharides at position 1 and
predominantly at position 4, singly or in combination, reduced
the formation of noncovalent complexes (Fig. 5B, N1 and N4,
and compare N1-4, N2-4, N3-4 with N1-3-3, N2-3-5), whereas
Et lacking an oligosaccharide at position 2 or 3 had no




Fig. 6. Detmrvination of §dinked core glycosylation efficiency for each
sequon of B protein, BNA encoding B glvoosylation mutants with no
functional saguon (N1-2-341 or only one Rinctional sequon a8 position 1,
2, 3 or 4 {respectively, N2-3.4, N34, N1-2-4 and N1-2-3) s
pragared by o vite anscription and fransiated o a rabbit retivuiocyte
fysate syster cortaning [ Simethionine & the presence of canine
pancreatic microsomal membranes, A ransiational reaction inchuding the
canine pancreatic midrosomal mernbranes bul containing 1O Bxogencus
REA i3 also shown {lane - ANAL Transiation products were analysed
directly by SDS-PAGE and autoradiography. The positions of moleoulsr
mass markers are indhcated on the el fn ks

impairment in noncovalent complex formation (Fig. 5B, N2
and N3, N2-5 and N3-5}. Finally, the formation of noncovalent
complexes was abolished when several glycosylation sites
were mutated in E1 (results not shown). Surprisingly, some
aggregates can also be detected by MAb H2 (Fig. 5B, lane 1},
This may be a result of constructs that we used in this study,
Indeed, neither the capsid nor the NS2 protein has been co-
expressed with E1E2 as previously described (Deleersnyder o
al, 1997 Together, these data indicate that mutated EI
proteins interfere with the folding of E2, leading to misfolding
of an E2 domain that aggregates with E1, while folding of the
domain bearing the H2 epitope is not altered. These data also
indicate that the formation of noncovalent ETE2 complexes can
be impaired when some glycosylation sites are mutated in EL

Determination of the efficiency of core glycosylation
for each functional sequon of E1 protein

As a defect of glycosylation at position 1 and pre-
dominantly at position 4 of the EI protein can reduce the
formation of noncovalent EIE2 complexes, the core glycosyl-
ation efficiency at each of the four sequons was analysed,

A series of E1 glycosylation mutants containing only one
functional sequon at each position described below was
analysed using a cell-free translation systemy as described in
Methods. Expression of E1 containing all mutated sequons
produced a single major radiolabelled species with a molecular
mass of 19 kDa (Fig. 6, lane N1-2-3-4}, which represents the
unglycosylated El protein. The EI mutants containing a
functional sequon at positions 1, 2 and 3 were efficiently
glycosylated and produced a single major band with a
molecular mass of 22 kDa (Fig. 6, lanes N2-3-4, N1-3-4 and
N1-2-4}, while the sequon at position 4 was glycosylated at 2
lower level and produced two radiolabelled products (19 kDa
and 22 kDa proteins} (Fig. 6, lane N1-2-3). As determined by
Phosphoimager analysis of the gels (not shown) only 66% of
E1 was core glycosylated at position 4. When all these EI

‘o

Fig. 7. imeraction of calnexin with £1 mutants lacking giyea
el were eowdected with VIF7.3 and waccinis wirus reop £
gxpressing mutants of £ {Sone) ot o mullipicity of 5 ol per cell
Butant NS, containing ot giveans, wos wied a5 2 contol A0 8 b post
infection, infected cails were pulse-labelied for 15 min with

{* Simethioning, chased for 10 min and then iysed with Triton X100 (el
Iysates were used Tor immunoprecipilation with anti-calnexin arsbodies,
The anti-calnexin immmune compleses were dissociated by heating for

B min at 37 70 in %% Momidet P40 and reprecipitated with MAL A4
{anti-E1). immunoprecipitates were analysed by 12% 505-PAGE under
regucing condiions. The sizes ln kDo) of molecular mass markers are
indicated on the right,

mutants were expressed in a cell-free translation system in the
absence of canine pancreatic microsomal membranes, only one
product, with a molecular mass of 22 kDa, corresponding to
the uncleaved product CN-El,,, .0 was expressed. This
result indicates that the mgiwmsyzami form of E1 (N1-2-3}is
not due to an unkranslocated product {result not shownl As
revealed in vitro, site 4 cannot be efficiently glycosylated and
this may explain why some partial glycosvlation forms of E1
are expressed in oibro and in pive.

Analysis of the association of mutant E1 proteins with
calnexin

Calnexin interacts with HCV glveoproteing (Dobuisson &
Rice, 1996} and this chaperone has been shown to be involved
in the assembly of the noncovalent B1E2 heterodimer {Choukhi
et al, 1998} The low level of noncovalent E1IE2 complexes
formed when E2 was coexpressed with some glycosylation
mutants of E1 could therefore be due to an alteration in the
interaction of 1 with calnexin. To evaluate this possibility, the
interaction of this chaperone with some glycosviation mutants
of BT was investigated.

The ability of calnexin to interact with mutated E1 proteins
was amlysed by Immunoprecipitation with an anti-calnexin
antibody as previously described (Dubuisson & Rice, 1996). As
shown in Fig. 7, the absence of one glycan at position N1, N2,
N3 or N4 did not reduce the interaction between E1 and
calnexin. This suggests that the lower level of noncovalent
complex formation observed for mutants N1 and N4 (Fig. 6B,
fanes N1 and N4} is not due to an alteration in their interaction
with calnexin, Furthermore, the ability of calnexin to interact



with EI mutants exhibiting an increasing number of mutated
glycosylation sites was evaluated. The interaction of E1 with
calnexin was erased only with the EI protein lacking all
glycans, as shown in Fig. 7 (lane N1-2-3-4-5). However, the
intensity of the bands coprecipitated with calnexin decreased
with the number of glycans left on E1. In conclusion, it appears
that the coprecipitation of mutant E1 proteins with calnexin is
dependent on the number of glycans present on the proteins
and this may account for the low level of proper folding of
some mutant E1 proteins.

Discussion

The addition of N-linked oligosaccharides to specific Asn
residues has been the subject of many investigations. It appears
that this modification plays an important role in regulating the
activity, stability or antigenicity of the mature protein
(Opdenakker et al., 1993; Rademacher ¢t al., 1988). It has also
been suggested that N-linked glycosylation is required for
folding, transport, cell surface expression, secretion of glyco-
proteins (Helenius, 1994), protection from proteolytic degra-
dation and enhancement of glycoprotein solubility (Doms et
al., 1993; Rademacher et al,, 1988). Although the sequon is
essential for core glycosylation, numerous examples of glyco-
proteins have been observed containing sequons which are
either unglycosylated or glycosylated at alow level (Curling ef
al,, 1990; Pohl et al,, 1984). In this study, the glycosylation sites
used in HCV glycoprotein E1 have been defined and the role
of individual oligosaccharide chains in the formation of HCV
glycoprotein complexes has been investigated.

Mutagenesis studies of E1 glycosylation sites indicate that
site 5 in position 325 of the HCV polyprotein is non-
glycosylated. While sequon Asn-X-Ser/Thr is absolutely
required for the attachment of N-linked oligosaccharides to a
glycoprotein (Marshall, 1974), its presence does not always
result in glycosylation and some such sequons in glycoproteins
can remain unglycosylated (Nakai & Kanehisa, 1988). Large
hydrophobic amino acids (e.g. Trp, Leu, Phe and Tyr) (Shakin-
Eshleman et al.,, 1996) or Pro (Bause, 1983 ; Gavel & von Heijne,
1990; Kornfeld & Kornfeld, 1985; Shakin-Eshleman ef al,
1996) present at position X of the sequon have been described
as affecting core glycosylation by producing unfavourable
local protein conformation, or blocking the accessibility of the
oligosaccharyl transferase or the dolichol oligosaccharide
donor to the sequon. Inhibition of core glycosylation can also
be observed when a Pro is present at position Y of the sequon
(Asn-X-Ser/Thr-Y) (Bause, 1983; Mellquist ¢f al., 1998). The
unused glycosylation site 5 with the sequence Asn-Trp-Ser-
Pro presents two unfavourable amino acids. Our results
indicate that the modification of amino acid Trp to an amino
acid with a hydroxy group, such as Thr, which is associated
with highly efficient core glycosylation (Shakin-Eshleman et al.,
1996), does not restore core glycosylation. However, when
both Trp at position X and Pro at position Y were mutated,

attachment of a carbohydrate to glycosylation site 5 was
observed. These data demonstrate that the inhibitory effect of
Trp and Pro in the sequence Asn-Trp-Ser-Pro can be overcome
by replacing them with Thr and Gly, respectively. However,
the addition of a carbohydrate moiety to the glycosylation site
is not blocked when Pro is located on the N-terminal side of the
sequon, as shown by the glycosylation of site 2 of HCV
glycoprotein E1 (Pro-Asn-Ser-Ser). These results confirm that
glycosylation can be severely affected, depending on the
position of Pro in the sequon (Bause, 1983).

A comparison of HCV nucleotide and amino acid sequences
obtained from different parts of the world shows considerable
diversity, and the existence of multiple HCV genotypes has
been determined (Simmonds ef al, 1993). Analysis of the
Japanese HCV strain BK has revealed six potential glycosyl-
ation sites (compared to the five of the prototype HCV-I)
(Choo et al, 1991), five of these sites being very conserved.
Recent studies on the BK strain have shown that among the six
potential sites, only five are glycosylated (De Martynoff et al,
1997). The unused glycosylation site has not been localized for
the BK strain but site 6, located at the same position as site 5
of HCV-1, has the same unfavourable sequence, Asn-Trp-Ser-
Pro. This observation strongly suggests that site 6 of the BK
strain is not recognized during glycosylation. The conservation
among the glycosylation sites suggests that a selective
pressure ensures the availability of these sites for carbohydrate
attachment.

Inactivation of some functional glycosylation sites by site-
directed mutagenesis reduces the formation of noncovalent
HCV glycoprotein complexes and the severity of the defect
depends on the location of the mutated glycosylated site.
Mutation of glycosylation sites 2 and 3 of HCV EI has no
effect on the formation of noncovalent HCV glycoprotein
complexes, in contrast to mutations at sites 1 and 4. The effect
on noncovalent complex formation was more dramatic when
site 4 was modified. It is likely that the presence of glycans at
sites 1 and 4 is important for stabilizing the E1 structure or
favouring its proper folding. The presence of a Cys residue at
glycosylation site 4 in position X (Asn-Cys-Ser) suggests that
the Cys cannot be involved in intramolecular disulfide bond
formation if the site is glycosylated. However, in the absence
of glycosylation, the Cys residue located at amino acid position
306 on the HCV polyprotein (Fig. 1) probably exhibits a free
SH group that can interact with other proteins. In the context
of coexpression with E2, an E1 protein mutated at position 4
may interact preferentially with E2. Indeed, folding of HCV
glycoproteins involves the formation of intermediate EI1E2
complexes and folding of E1 is thought to occur in these
complexes (Choukhi et al, 1998). The disulfide bridge po-
tentially formed between the Cys present in site 4 and another
Cys residue in E2 is probably very stable. Immunoprecipitation
of aggregates by MAb H2 suggests that the N4 mutant is
misfolded, causing the exposure of normally concealed Cys
residues which then become available for disulphide bridging.
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This may cause correctly folded E2 protein to become involved
in aggregates. Sequon 1 does not contain any Cys residues, but
mutating site 1 probably has some effect on the E1 folding
which could result in disulfide bridge formation with a domain
of E2. However, the effect on noncovalent EIE2 complex
formation was less dramatic with the NI mutant than with N4.
HCV glycoprotein E1 lacking an oligosaccharide at position 2
or 3 had no impairment in noncovalent complex formation,
indicating that the glycans present in these positions do not
help in the folding and/or stability of the structure of EI.
However, these glycans could play other roles, such as
impeding recognition by neutralizing antibodies or protecting
the glycoprotein from degradation in the extracellular en-
vironment. Due to the problems of replication in tissue culture,
these potential functions cannot be studied for HCV.

Glycosylation mutants of E1 with a single modification did
not show any impairment in their interaction with calnexin.
Calnexin is an ER chaperone which binds selectively and
transiently to newly synthesized glycoproteins (reviewed in
Bergeron ef al., 1994) according to a mechanism based on a
lectin-like affinity for monoglucosylated N-linked oligo-
saccharides (Hammond ef al., 1994 ; Hebert ef al.,, 1995; Ware
ef al., 1995). It has been reported that calnexin interacts with
newly svnthesized HCV glycoproteins (Dubuisson & Rice,
1996) and more recent data show that this chaperone is
involved in their folding (Choukhi ef al., 1998). However, since
the glycosylation mutants NI to N4 did not show any
modification in their interaction with calnexin, the alteration of
folding observed for some of them (N1 and N4) does not seem
to involve calnexin. As discussed above, it may instead be due
to exposure of free Cys residues. The amount of mutated E1
protein coprecipitated with calnexin depended on the number
of glycans added to E1. Misfolding of the E1 protein with
several mutations might therefore lead to a decrease in the E1
chaperoning activity of calnexin.

HCV glycoproteins are heavily glycosylated proteins. In
this work, we have shown that some glycans present on E1
play arole in the folding and/ or stability of the structure of E1.
A similar approach will be necessary for a functional analysis of
the glycans present on E2.
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IL.2.1. Article n°3:
Analysis of the glycosylation sites of HCV glycoprotein E1 and the influence of E1 glycans on

the formation of HCV glycoprotein complex

= Identification des sites de glycosylation fonctionnels.

L’analyse des séquences en aa de la protéine E1 du VHC indique que cette glycoprotéine
d’enveloppe posséde cing sites potentiels de glycosylation. Une cinétique de déglycosylation de
la protéine E1 (souche H), par I’endo H, a révélé que 4 des 5 sites étaient glycosylés. Pour
déterminer le site potentiel non glycosylé, le résidu Asn (N) de la triade N-X-S/T de chacun des
sites a été substitué par un résidu Gln (Q). Cette modification abolit la glycosylation lorsqu’elle
est fonctionnelle et reste sans effet lorsque le site n’est pas reconnu. Ainsi, les cing sites
potentiels notés N1 & NS, et dont les positions sur la polyprotéine du VHC sont respectivement
196, 209, 234, 305 et 325, ont ét¢ modifiés individuellement. Les séquences codantes pour
chacune de ces protéines mutantes ont été insérées dans un vecteur d’expression eucaryote
(pTM1). Les produits d’expressions ont ét€ analysés, en premier lieu, par des méthodes de
transcription-traduction in-vitro, en SDS-PAGE. L’étude des profils électrophorétiques de
chacune des protéines mutées, comparés a celui de la protéine El sauvage, met en évidence -
qu’une mutation portée sur le site 5 ne modifie pas la migration de la protéine. A I’inverse, les
protéines mutées en position N1, N2, N3 et N4 migrent plus rapidement que la protéine
sauvage. Cela suggere que le site de glycosylation n°S de la protéine E1 n’est pas fonctionnel
(voir figure 2, article 3).

Pour confirmer ces résultats, des virus vaccine recombinants exprimant les protéines
mutées sur un seul site ou plusieurs sites combinés ont alors été construits et les produits
d’expression ont été analysés par séparation en SDS-PAGE apreés immunoprécipitation en
utilisant un anticorps dirigé contre E1 (A4). On peut observer figure 3 (article 3) que la mobilité
electrophorétique de la protéine E1 est modifiée en proportion du nombre de sites de
glycosylation inactivés, sauf en ce qui concerne le site 5. Ces résultats confirment que les sites 1

a 4 sont utilisés pour I’addition de glycannes, alors que le site 5 n’est pas glycosylé.

= L’absence de glycosylation sur le site 5 est déterminée par la séquence en aa
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Résultats-Discussion . 81

Comme nous ’avons déja exposé page 68, certains aa peuvent exercer une influence
négative sur I’efficacité de glycosylation. L’étude de la séquence en aa du site de glycosylation
n°5 nous montre que deux aa au contexte défavorable sont présents dans, ou & proximité
immédiate de ce séquon. Ce sont les aa Trp et Pro, dont I’un est situé en position centrale du
séquon (W326) et l'autre immédiatement aprés le séquon (P328) (voir figure 19). Pour
confirmer l'implication de ces aa dans I'absence de glycosylation du site 5, plusieurs mutants de
El ont ét€ construits. Ces deux aa ont ét€ remplacés par des aa plus favorables 2 la
glycosylation, en accord avec les informations apportées par Shakin-Eshleman et al. (Shakin-
Eshleman, et al. 1996). Nous avons donc construit un simple mutant (m1) en substituant le
tryptophane (W326->T326), et un double mutant (m2) portant la méme modification (W326-
>T326) plus une modification de la proline vers une glycine (P328->G328). Des virus vaccine
recombinants exprimant ces protéines mutées ont alors été préparés et les produits d’expression
étudiés dans des expériences de SDS-PAGE aprés immunoprécipitation a l'aide d'un anticorps
dirigé contre E1 (A4). Comme on peut l'observer figure 4 (article 3), la protéine E1 sauvage
comigre avec le mutant m1E]1, alors que la protéine m2E1 présente le profil de migration d'une
protéine de 34 kDa. Ces résultats indiquent que le remplacement de la Thr326 par un Trp ne
suffit pas a lever l'inhibition de la glycosylation sur le site 5, alors que les deux modifications

W326->T326 et P328->G328 permettent de rétablir la glycosylation sur le site 5.

= Analyse du rdle des glycannes de E1 dans la formation du complexe non-
covalent E1E2

Nous avons donc voulu déterminer si les modifications apportées aux sites de
glycosylation de E1 étaient de nature a influencer la formation du complexe natif E1E2. Pour
cela, les produits d’expression des mutants de glycosylation, simples et combinés, ont été
étudiés dans des expériences de SDS-PAGE en conditions réductrices et non réductrices, apres
immunoprécipitation par un anticorps conformationnel dirigé contre E2 (H2). Comme nous
pouvons le voir figure SA (article 3), en conditions réductrices, parmi les simples mutants,
seule une modification portée sur le site 4 altére la coprécipitation de la protéine E1. On
remarque que la coprécipitation de E1 diminue proportionnellement avec le nombre de sites de
glycosylation modifiés. Toutefois, ces modifications ne semblent pas perturber la précipitation
de la protéine E2. En conditions non-réductrices (figure 5B, article 3), les protéines El et E2
visualisées ont pour origine un complexe E1E2 non-covalent (ou complexe natif). On remarque
que les modifications apportées sur le site 1 et principalement sur le site 4 affectent la formation

du complexe natif E1E2. En effet, la présence de la forme monomérique de El est tres
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diminuée et totalement suprimée pour respectivement, les mutants N1 et N4, et la présence de la
forme monomérique de E2 est elle-méme fortement diminuée en ce qui concerne le mutant N4.
La modification d’un nombre croissant de sites perturbe de facon drastique la formation du
complexe non-covalent, entrainant I’apparition de plus en plus importante d’agrégats. Dans ces
conditions non-réductrices, on peut observer qu'une modification apportée sur la protéine E1
peut influencer la formation du complexe natif E1E2 mais également le repliement correct de la
protéine E2. De plus, il semble que les sites 1 et 4 soient importants et qu'un défaut de

glycosylation puisse €tre responsable de la formation de complexes abérrants

= Détermination de I'efficacité de glycosylation pour chacun des sites de E1

Comme I’absence de glycosylation a certains sites de la protéine E1 pourrait expliquer la
formation des agrégats, nous avons analysé lefficacité de glycosylation pour chacun des
séquons étudiés. Pour cela, une série de mutants de glycosylation contenant un seul site
fonctionnel a chacune des positions 1, 2, 3 et 4 a été étudiée par transcription-traduction in-vitro.
Comme on l'observe figure 6 (article 3), les protéines E1 mutées portant un seul site fonctionnel
aux positions 1, 2 et 3 sont efficacement glycosylées (100%), et ne présentent qu'une seule
bande de migration, d’un masse moléculaire apparente de 22 kDa. Le mutant de E1 portant un
seul site fonctionnel en position 4 présente un profil de migration a deux bandes, une bande
majeure indiquant la taille attendue de 22 kDa, et une bande de plus faible intensité
correspondant & une protéine E1 complétement déglycosylée de 19 kDa et qui coincide avec le
profil de migration de la protéine E1 témoin déglycosylée. Les analyses quantitatives indiquent
que la protéine E1 portant un seul site fonctionnel en position 4 n'est glycosylée qu'a environ 66
% (voir figure 20). Ce site semble donc présenter naturellement un défaut de glycosylation (in

vitro).

=» Analyse de l'association des mutants de E1 avec la calnexine

Nous avons pu voir page 39 que la calnexine interagit avec les protéines E1 et E2, et est
impliquée dans la formation du complexe natif E1E2 (voir figure 13). Nous avons voulu savoir
si les perturbations observées sur la formation des complexes natif E1E2, lorsque la protéine
El est mutée sur certains sites de glycosylation, pouvaient &tre dues a une diminution de
l'interaction de ce chaperon avec la protéine E1 mutante. La capacité de la calnexine a interagir

avec E1 a été étudiée par des techniques de co-immunoprécipitation a l'aide d'un anticorps dirigé



192 383
: - X

-
[

-
]

g q - Jr0 ./ {1 |

\ A | \j \J \
Site1 Site 2 Site 3 Site 4 Site S
196 209 234 305 325

Sites de glycosylation 1,2, 3 et 4
Site de glycosylation 5 (non glycosylé)

Cystéines

R
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Figure 22 : Les différentes protéines E1 du VHC, modifiées sur le site 4,
par substitution des cystéines 304 et 306.
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contre la calnexine. Comme nous pouvons l'observer figure 7 (article 3), 'absence d'un site de
glycosylation aux positions 1, 2, 3 ou 4 ne modifie pas notablement l'association de la protéine
El avec la calnexine. Cela suggére que les perturbations qui ont été décrites précédemment
n'impliquent pas un défaut d'association de ce chaperon avec les protéines E1 mutées. Nous
avons également testé I'association de la calnexine avec des protéines E1 mutées sur un nombre
croissant de sites de glycosylation. On constate que l'interaction de la calnexine avec la protéine
El diminue en fonction du nombre de sites inactivés, et qu’elle est totalement abolie lorsque
tous les sites de glycosylation sont absents. Il apparait donc que la coprécipitation de la protéine
E1l avec la calnexine dépend exclusivement du nombre de sites de glycosylation portés par la

protéine E1.

=» Conclusions

Ces différents résultats permettent de formuler plusieurs commentaires:

En ce qui conceme le site cing, on a démontré l'effet inhibiteur des aa Trp et Pro. On
retrouve ici les phénoménes observés auparavant par plusieurs auteurs (voir page 68) sur
d'autres systemes d'études. On peut néanmoins constater que la proline en amont d'un site ne
semble pas exercer 1'effet inhibiteur qu'elle exerce en aval. Ainsi, le site de glycosylation n°2 de
E1 qui est constitué par la séquence en aa Pro-Asn-Ser-Ser, présente pourtant une glycosylation
efficace. L'influence de la proline sur I'efficacité de glycosylation dépend donc de sa position par
rapport au séquon.

Les expériences évaluant l'efficacité de glycosylation a l'aide de traductions in-vitro
montrent que le site n°1 est efficacement glycosylé. L'Asn de ce séquon est localisé a 5 aa de
Iextrémité N-terminale de la protéine. Or, comme nous avons pu le voir page 67, plusieurs
auteurs suggerent que la proximité d'une des extrémités de la protéine défavorise la
glycosylation. La glycosylation efficace du site 1 de la protéine E1 montre donc que ce facteur
en lui méme n'est pas suffisant pour empécher la fixation du glycanne. Il serait probablement
intéressant d'examiner les aa constituant les sites de glycosylation pris en compte dans ces
études. Par ailleurs, on observe que lorsque ce site est muté, la formation du complexe natif
E1E2 est perturbée. On peut suggérer que ce site se trouvant sur une des extrémités de la
protéine, donc une zone de flexibilité plus importante que pour les sites se trouvant plus a
l'intérieur (sites 2 et 3), sa capacité a influencer le repliement de cette région de la protéine s'en
trouve accrue. Aussi, sa modification peut entrainer une perturbation amplifiée.

La mutation du site 4 entraine une profonde altération de la formation du complexe

E1E2. On peut suggérer que cette glycosylation, comme celle portée par le site 1 est nécessaire
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pour stabiliser la protéine E1 et favoriser un repliement correct. Par ailleurs, lorsqu'on examine
la séquence en aa dans cette région, on constate que deux cystéines sont présentes au niveau du
site, I'une précédant 1'Asn du séquon, l'autre faisant partie du sequon (voir figure 21). La
position centrale de la cystéine 306 suggere que celle-ci n'est probablement pas impliquée dans
un pont disulfure lorsque le site est glycosylé. Par contre, lorsque celui-ci est muté, cette
cystéine pourrait intervenir dans la formation d’un pont disulfure. Dans le contexte de la co-
expression avec E2, une protéine E1 mutée sur le site 4 pourrait interagir préférentiellement
avec E2. En effet, comme nous I'avons vu page 36, le repliement des protéines E1 et E2 passe
par la formation d'un complexe intermédiaire qui va favoriser le repliement de E1 (voir figure
16) (Choukhi, et al. 1998). Il est alors possible qu'un pont disulfure se forme entre la cystéine
306 de la protéine E1 et une cystéine de la protéine E2. Ceci peut expliquer que, lorsqu'on étudie
la formation des complexes E1E2 natifs & l'aide de~1'anticorps H2, en coexprimant E2 avec une
protéine E1 mutée sur le site 4, on observe une diminution trés importante de la quantité de
complexes non-covalents E1E2. Par contre, la cystéine 304 n'interfére probablement pas avec le
site, la liaison avec une autre cystéine ne pouvant s'effectuer qu'en amont du site, vers la partie
N-terminale de la protéine. Toutefois, on peut remarquer que si la cystéine 306 est bloquée par
la glycosylation du site 4, un nombre impair de cystéines sont susceptibles de réagir entre elles
sur la protéine E1. Cela suggére qu'une cystéine demeure libre sur la protéine native, ce qui
laisse supposer qu’il existe au maximum trois ponts disulfures sur la protéine E1.

Les mutants de glycosylation de El portant une seule modification s'associeﬁt
efficacement avec le chaperon calnexine. La calnexine est impliquée dans le repliement des
protéines E1 et E2 et donc, dans la formation du complexe natif E1IE2 (voir page 39). Aussi,
les perturbations observées dans la formation du complexe natif E1E2, lorsque la protéine E2
est coexprimée avec les mutants de glycosylations de E1 (N1 et N4), ne sont pas dues a une

absence d’interaction de la protéine E1 avec le chaperon calnexine.
p p

- Expériences complémentaires

Nos expériences suggerent donc que lorsque le site de glycosylation n°4 n’est pas
glycosylé, la Cys 306 placée en position centrale pourrait étre impliquée dans la formation d’un
pont disulfure intermoléculaire (avec la protéine E2 par exemple). Nous avons montré
également que le site de glycosylation n°4 est reconnu, il n’est glycosylé qu’avec une efficacité
de 66%. Méme dans la situation la plus favorable, la Cys 306 pourrait, dans un tiers des cas,
former un pont disulfure avec une cystéine de la méme protéine ou d’une autre protéine, menant

a la formation d’agrégats et par conséquent, entrainer une diminution du nombre de complexes
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Figure 23 : Analyse en SDS-PAGE de la protéine E1 sauvage (pSE1E2p7) et de la
protéine Eldont les Ser en position 3 des sites de glycosylation 1, 2, 3 et 4 sont remplacés
par une Thr (E1*E2). Les protéines sont exprimées en virus vaccine recombinant dans
des conditions analogues a celles décrites dans la publication n°3. Les expériences sont
réalisées en conditions réductrices et non-réductrices
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Figure 24 : Etude de la sécrétion des mutants de délétion AE1{329

Les produits d'expression des virus vaccine recombinants sont étudié€s dans des expériences de
marquage métabolique, suivi de chasse, A I'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre la
protéine E1 (A4), en condition réductrice. La migration est réalisée en SDS-PAGE.
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non-covalents E1E2. Nous avons voulu savoir si la substitution de la Cys 306 de la protéine E1
était susceptible d’entrainer une diminution de la formation des agrégats et donc, favoriser la
formation des complexes E1E2 non-covalents. Nous avons également étudié€ le comportement
de la protéine E1 lorsque la Cys 304 était substituée. En effet, nous avons suggéré que ce résidu
pouvait étre la deuxieéme cystéine a ne pas €tre impliquée dans un pont disufure, lorsque la
protéine est glycosylée, en raison de I’encombrement stérique que pourrait provoquer le
glycanne. Nous avons pour cela, réalisé plusieurs mutants de E1 ou ces deux cystéines étaient
remplacées par une alanine, alternativement ou ensemble, et ceci dans le contexte d'une protéine
El mutée ou non sur le site de glycosylation n°4 (voir figure 22). Des virus vaccine
recombinants exprimant ces protéines mutées ont ét€ construits et leurs produits d'expression
étudiés, a l'aide de l'anticorps H2, dans des expériences de marquage métabolique suivi de
chasse. Les expériences ont été€ réalisées en milieu réducteur et non-réducteur.

En milieu réducteur, on peut constater que les protéines sont correctement exprimées et
le profil de migration correspond a un poids moléculaire apparent attendu. En milieu non-
réducteur, toutes les protéines exprimées sont retrouvées sous la forme d'agrégats. On ne
visualise plus la forme monomérique de la protéine E1. Cela montre que la modification de
l'une ou 'autre des cystéines 304 et 306 entraine une profonde déstabilisation de la protéine E1.
Ces deux cystéines ont donc une influence déterminante sur le repliement correct de E1. Ainst,
bien que la cystéine 306 ne semble pas pouvoir, dans la majorité des cas, participer a la
formation d'un pont disulfure, elle pourrait néanmoins étre fortement impliquée dans une
structure nécessaire au repliement de la protéine E1. L'analyse des séquences des différentes
souches du‘ VHC montrent par ailleurs, que cette cystéine est toujours conservée. Son
importance est probablement déterminante. Ces expériences ne permettent donc pas de statuer
sur l'implication de ces cystéines dans la formation des ponts disulfures menant éventuellement
a la formation d'agrégats. En effet, le remplacement de ces cystéines entraine l'inhibition de la
formation des protéines E1 correctement repliées, supprimant ainsi toute possibilité
d'observation. Aussi, il nous a fallu utiliser une autre stratégie afin de comprendre les
interrelations entre la glycosylation sur le site 4 et la cystéine 306, et la répercussion de ce
phénomeéne sur la formation du complexe natif E1E2.

Notre stratégie a consisté a s'intéresser au troisiéme aa des séquons de E1. On peut
constater en effet que tous les sites de glycosylation de la protéine E1 du VHC sont composés
d'une séquence d'aa comprenant une sérine en position 3. Comme nous avons pu le voir page
68, une serine en position 3 est liée a une efficacité de glycosylation deux a trois fois inférieure a
celle d'une thréonine a la méme position. Nous avons donc voulu savoir si le remplacement des

sérines en position 3 par des thréonines, était susceptible d'exercer une influence positive sur le
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repliement correct de la protéine E1 et la formation du complexe E1E2. I faut noter que ces
expériences ont été entreprises avant qu’on ne détermine 1’efficacité de glycosylation sur chacun
des sites de la protéine E1. Tout d'abord, on peut supposer que cette substitution pourrait
favoriser une glycosylation efficace sur le site 4, empéchant ainsi la cystéine en position 2 du
séquon de réagir avec une autre cystéine, ce qui est supposé mener a la formation d'agrégats.
D'autre part, il est également envisageable qu'une protéine possédant tous ses sites dans la
configuration la plus favorable a une glycosylation efficace, aura d'autant plus de chance de se
replier correctement. En effet, comme nous I'avons exposé page 71, le repliement correct de
nombreuses glycoprotéines est dépendant de la présence des glycannes. Aussi, nous avons
construit une protéine E1 pour laquelle toutes les sérines en position 3 des sites de glycosylation
ont été remplacées par des thréonines. Cette protéine a été exprimée, dans le contexte E1E2, a
l'aide de virus vaccine recombinants. Les prodﬁits d'expression ont ét¢ étudiés dans des
expériences de marquage métabolique suivi de chasse a l'aide de I'anticorps H2. Les expériencés
ont ét€ réalisées en milieu réducteur et en milieu non-réducteur.

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 23. En milieu réducteur, on peut
constater que le profil de migration de la protéine E1 corespond a un poids moléculaire apparent
attendu. En milieu non-réducteur, la protéine E1 est retrouvée sous la forme d'agrégats dans le
haut du gel. On ne détecte plus de protéine E1 coprécipitée avec la protéine E2.

Ces résultats sont quelque peu surprenants, mais on peut néanmoins proposer une
explication. Nous avions envisagé que le remplacement des sérines en position trois du site 4
par des thréonines serait lié, au pire, a une absence de modification du comportement de E1 et
au mieux, a une amélioration conséquente du repliement de El, et en conséquence, 2 une
augmentation de l'efficacité de formation des complexes E1E2 natifs. Ici, il semble que les
modifications apportées sur E1 déstabilisent fortement la protéine. Il est probable que le simple
fait de modifier quatre acides aminés composant la protéine ait entrainé une perturbation des
processus de repliements, entrainant la formation de protéines mal repli€es.

Les expériences de traduction in-vitro permettant d'évaluer l'efficacité de glycosylation
sur chaque site de glycosylation de la protéine E1, ont montré qu'en dehors du site 4, glycosylé
a environ 60%, les autres sites étaient parfaitement glycosylés. Les sites 1, 2 et 3 ne nécessitent
donc pas de modifications permettant d'améliorer leur glycosylation. Nous allons donc
exprimer une protéine El, pour laquelle seule la sérine en position 3 du séquon n°4 sera
modifiée en thréonine. Nous espérons que 'amélioration de l'efficacité de glycosylation sur le

site 4 permettra de favoriser la formation des complexes non-covalents E1E2.
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Comme cela est exposé dans l'article n°3, une série de mutants de la protéine El,
modifiés au niveau du site 5, ont été construits afin de déterminer I'implication de la séquence en
acides aminés du séquon sur I'efficacité de sa glycosylation. Nous avons montré que lorsque la
double modification Trp=>»Thr (W326=>T326) et Pro>Gly (P328-2G328) est effectuée, le
site de glycosylation n°5 est glycosylé. Nous avons alors voulu déterminer l'influence de cette
glycosylation supplémentaire une forme de la protéine E1 apte a étre sécrétée. En effet, nous
avons vu page 72 que les glycannes pouvaient influencer fortement la sécrétion d'une protéine.
Aussi, nous avons construit un mutant de E1, délété de sa partie C-terminale, jusqu'a l'aa 329
(AE1,,,). Trois formes de ce mutant ont été réalisées: une protéine AE1 ,,, portant la séquence
de El native (wt AEl,,), une protéine AEl;,, portant la modification Trp=>Thr
(W3262T326) (ml AEl,,) et une protéine portant la double modification Trp=>Thr
(W326>T326) et Pro=>Gly (P328-2G328) (m2 AEl,,). Des virus vaccine recombinants
exprimant ces protéines mutées ont ét€ construits et les produits d'expression étudiés dans des
expériences de marquage métabolique suivi de chasse a l'aide de plusieurs anticorps dirigés
contre E1, un anticorps monoclonal (A4) et un anticorps polyclonal. Les expériences ont été
réalisées en milieu réducteur et en milieu non-réducteur. Les immunoprécipitations ont &té
réalisées sur les lysats cellulaires et sur les surnageants de culture.

Comme nous pouvons le voir figure 24, réalisée en milieu réducteur a laide de
l'anticorps A4, toutes les protéines E1 mutées sont efficacement sécrétées. Toutefois, il ne
semble pas y avoir de différences décelables entre les sécrétions des trois constructions que
nous venons de décrire. En revanche, nous pouvons remarquer que le taux de sécrétion de ces
trois constructions est bien supérieur a celui d'une protéine E1 témoin, délétée jusqu'a l'acide
aminé 311 (AEl,,,) (Michalak, et al. 1997). Les expériences réalisées en milieu réducteur et
non-réducteur a l'aide d'un anticorps polyclonal dirigé contre E1, montrent qu'on retrouve dans
le surnageant des formes de El sous forme monomérique. Il faut remarquer ici que la protéine
AE1,,,, est plus longue de 18 aa que la protéine AE1,,,,. La sécrétion de la protéine AE1;,, étant
bien plus efficace que celle de la protéine AEl,,,, (dans les conditions indiquées figure 23), on
peut suggérer que la séquence supplémentaire intervient en stabilisant la protéine. De méme, il
faut signaler que le site 5, compris dans ces 18 aa, pourtant non-glycosylé est trés conservé a

travers les génotypes.

I1.2.2. Conclusions-Perspectives

Nous avons montré que le site de glycosylation n°4 était un élément déterminant pour la

formation d’un complexe E1E2 natif. De plus, les expériences réalisées sur les protéines E1
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modifiées au niveau de la cystéine 306 suggeérent que ce résidu joue un réle important lors du
repliement de cette protéine. En effet, sa substitution entraine, en conditions non-réductrices, la
disparition de la forme monomérique de El, et [a formation d’agrégats. Or, I’alanine est I’aa le
plus couramment utilisé pour remplacer une cystéine, leurs caractéristique structurales étant
relativement proches. Ce résidu cystéine 306 étant de plus trés conservé a travers les génotypes,
il est probable que sa présence soit indispensable pour que la protéine El puisse se replier
correctement, bien qu’il ne semble pas pouvoir participer a la formation des ponts disulfures
intramoléculaires de la protéine E1 native. Afin de déterminer I’implication de cette cystéine 306
dans la formation des agrégats, nous allons tenter d’améliorer I’efficacité de glycosylation sur le
site 4, en limitant ainsi la capacité de ce résidu a participer a la formation d’un pont disulfure
inopportun. Une augmentation de la quantité des complexes E1E2 correctement repli€s
suggérerait donc que cette cystéine est impliquée directement dans la formation des agrégats.
Nous avons en premier lieu substitué les résidus sérines des séquons 1, 2, 3 et 4 de la protéine
par des résidus thréonines. Comme nous I’avons vu, ces substitutions ménent également a la
formation agrégats. Aussi, la substitution du résidu sérine du seul site de glycosylation n°4 sera
entreprise. . |

Par ailleurs, nous avons montré que la protéine El1 tronquée AEl,.,, était treés
efficacement sécrétée. Toutefois, les expériences d’immunoprécipitation réalisées a I’aide d’un
anticorps polyclonal dirigé contre E1, en condition non-réductrice, ont montré que la forme
monomérique de la protéine E1 n’était pas la forme majoritairement précipitée, mais qu’-oh
retrouvait plutot une grande quantité d’agrégats dans le surnageant. Nous tenterons donc de
favoriser la sécrétion de formes monomériques de la protéine E1 en substituant la sérine du site
de glycosylation n°4 par une thréonine. Une grande quantité de formes monomériques de la
protéine E1 sécrétée dans le surnageant serait un outil de choix pour élucider ses fonctions
biologiques. Ces formes monomériques pourraient étre utilisées pour déterminer la nature des
ponts disulfures internes de E1 et éventuellement sa structure tridimensionnelle. Enfin, des

protéines fortement sécrétées seraient tres utiles pour constituer un outil diagnostique.
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