
UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNOLOGIES DE LILLE 

N° attribué par la bibliothèque 
L_l_l_l_l_l_l_l_l_L_I 

THE SE 

pour obtenir le grade de 

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE LILLE 1 

Discipline : SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE 

présentée et soutenue publiquement 

par 

Jean-Christophe MEUNIER 

le vendredi 22 Janvier 1999 

Titre: 

Etude des glycoprotéines El et E2 du virus de l'hépatite C : 
Influence de la glycosylation de la protéine El sur la formation du complexe 

ElE2 

Directeur de thèse : Monsieur le Dr Czeslaw WYCHOWSKI 

JURY 

Monsieur le professeur René CACAN, Président 
Madame le Docteur Geneviève INCHAUSPE, Rapporteur 

Monsieur le professeur Henri AGUT, Rapporteur 
Monsieur le professeur Christian BRECHOT, Examinateur 

Monsieur le Docteur Jean DUBUISSON, Examinateur 
Monsieur le Dr Czeslaw WYCHOWSKI, Directeur de thèse 



RESUME 

L'infection par le virus de l'hépatite C représente un problème majeur de santé publique. 

La prévalence dans la population mondiale serait de 0,5 %à 1 %. L'infection peut se manifester 

par une hépatite aiguë, une hépatite chronique qui peut dégénérer en cirrhose ou en carcinome 

hépatocellulaire (plus de 5% des cas). Bien que l'agent infectieux soit cloné depuis 1989, il est 

actuellement difficile de le propager en culture cellulaire. 

Par analogie avec la plupart des protéines exposées à la surface des virus, les 

glycoprotéines d'enveloppe El et E2 jouent probablement un rôle important dans l'infection 

virale en étant responsables de l'interaction du virus avec son ou ses récepteurs à la surface des 

cellules cibles, ces protéines sont également importantes pour l'immunogénicité virale. L'étude 

de la maturation et de l'expression des protéines El et E2, tout comme leur interaction et leur 

assemblage est donc nécessaire pour une meilleure compréhension du cycle viral et de la 

pathogénèse du VHC. 

Dans un premier temps, les mécanismes de la rétention des protéines El et E2,. ainsi que, . 

du complexe E1E2 à 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 l'un et 718 et 747 pour l'autre. 

En second lieu, nous avons identifié les sites potentiels de glycosylation reconnus sur la 

glycoprotéine El du virus de l'hépatite C. Nous avons montré que seul le site de glycosylation 

n°5 de la protéine El n'est pas utilisé pour l'addition d'un oligosaccharide. Puis nous avons 

étudié le rôle des glycannes dans le repliement et l'assemblage des glycoprotéines El et E2. 

Nous avons montré que la glycosylation sur le site n°4 de la protéine El est un élément 

déterminant pour la formation d'un complexeE 1E2 natif, alors que la mutation des sites 1, 2 ou 

3 n'entraîne que peu ou pas de perturbations. Les hypothèses 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 El, délétées leurs 

extrémités C-terrninales. Nous avons pu mettre en évidence une fofiDe tronquée très 

efficacement sécrétée.· 

Une meilleure compréhension des mécanismes de formation des hétérodimères matures 

permettrait une optimisation de leur potentiel immunogénique. De même, des formes fortement 

sécrétées de la protéine E 1 seraient très utiles pour constituer un outil diagnostique. 
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1. Découverte du Virus de l'Hépatite C (VHC). 

Dès les années 70, alors que les virus de l'hépatite B (Blumberg, et al. 1965) et de 

l'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 à ces deux agents. De nombreuses 

équipes de recherche ont alors tenté de mettre en évidence l'agent de cette hépatite non-A, non

B. 

Des expériences de transmission au chimpànzé, seul modèle animal connu, ont permis 

de démontrer l'existence d'un agent transmissible responsable de l'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 l'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 l'absence d'un système de culture cellulaire apte à 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 l'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 première fois dans le domaine de la virologie, le génome viral a pu être identifié par clonage, 

avant tout isolement de la particule virale (les premières images de microscopie électronique 

commencent seulement à apparaître) (Kaito, et al. 1994). 

L'analyse comparative de ces séquences avec celles du virus de la fièvre jaune (YF) 

(Flavivirus) ou du virus de la peste porcine classique (CSFV) (Pestivirus) a permis de classer 

ce virus dans la famille desflaviviridae (Miller and Purce111990) 

ll. Epidémiologie 



Fienre 1 : Principe de l'isolement du virus de l'hépatite C 
Par le groupe de Houghton des laboratoires Chiron et l'équipe du Dr. Bradley du "Center for 

Disease Control" d'Atlanta. 

Le matériel de départ dérivait d'un lot de facteur Vill antihémophiliques connus comme 

infectieux et enrichis par passages successifs chez le chimpanzé (Bradley et al., 1979). Les 

acides nucléiques ont été extraits du plasma de ces chimpanzés. L'action de la transcriptase 

inverse a permis d'oqtenir des ADN complémentaires (ADNe) à partir de fragments simple 

brin d'ADN et d'ARN.- Ces ADNe ont ensuite été insérés dans des v'eeteurs À.gt11 qui ont servi a 

transfecter des bactéries. Des protéines virales synthétisées à partir de séquences nucléotidiques 

transfectées ont été 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 séquençage complet du génome du virus responsable de la plupart des hépatite 

nonA nonB, désormais appelé virus de l'hépatite C (Trépo, 1990). 
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Figure 2 :Prévalence du virus de l'hépatite C 
selon Hein tg es et W ands ( 1997) 
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L'hépatite C, maladie répandue dans le monde entier, représente un problème 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 l'Europe et aux Etats Unis (entre 1 et 1,5% ), 

est plus forte dans le sud de l'Europe, en Asie du sud-est (jusqu'à 3%), en Afrique du nord et 

au Moyen Orient (1 ,4 à 2,1% ). Des séroprévalences très préoccupantes sont trouvées en 

Ukraine, dans les pays de l'Afrique centrale et en Egypte où la prévalence est estimée à 14,5%. 

En France, on estime que 500 000 à 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). TI est vraisemblable qu'une partie de ces 

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

ll.l. Transmission par voie parentérale 

- Avant la mise au point des tests permettant le dépistage du VHC, on estime que 10 à 

20% des individus ayant reçu des produits sanguins, étaient infectés par ce virus. Le 

développement de ces tests et le traitement systématique des lots sanguins de façon chimique ou 

thermique, ont pratiquement fait disparaître les risques liés à 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 même 84 à 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 été décrits comme faisant partie d'un "groupe à risques" (Flora, et al. 1996, 
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Healey, et al. 1996). En effet, des études montrent que l'on détecte la présence de l' ARN viral 

dans une préparation d'anticorps sur deux (Yu, et al. 1994). 

-Le virus peut être 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). TI 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 l'hépatite C est importante en raison de 

la forte diffusion virale chez les dialysés et des protocoles de préparation à 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 extrêmement 

élevées en raison de l'utilisation de seringues souillées. 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 statistiques oscillent entre 70 et 92% (Esteban 1993). 

ll faut noter que la contamination par piqûre accidentelle avec des aiguilles 

souillées semble dépendre de la quantité de sang transférée, du titre du virus ainsi que de la 

profondeur de l'injection. Un individu étant ainsi en contact avec le virus a environ 2% de 

chance d'être 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 

régulièrement mis en cause dans la transmission du virus (Kiyosawa, et al. 1994, Mele, et al. 

1995). 

ll.2. Transmission par voie sexuelle 

TI a été montré que la transmission par voie sexuelle du virus de l'hépatite C était 

possible mais beaucoup moins fréquente que pour l'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, 

N akashima, et al. 1995). Pourtant, le mécanisme de la transmission par cette voie devra être 
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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 paraît pas 

être une cause majeure de la propagation du virus. 

ll.3. Transmission materno-foetale 

Aujourd'hui encore le mécanisme de cette transmission reste discuté (Nousbaum, et al. 

1995). Mais, bien que l'infection intra-utérine ait été postulée, la contamination materne-foetale 

surviendrait plutôt lors du travail ou au moment de la libération (Weiner, et al. 1993). Ainsi, 

1' 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 façon transitoire dans le sang 

du cordon chez 40% des nouveaux-nés de mères 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 l'allaitement par une mère infectée 

représente un risque pour l'enfant. 

ll.4. Transmission familiale 

Un certain nombre de publications rapportent la possibilité d'une contamination 

horizontale (sexuelle et sanguine exclues) suggérant l'existence d'une transmission 

intrafamiliale (Kiyosawa, et al. 1994). Mais, s'il existe, 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 à 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 l'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 l'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 sévères (Coelho, et al. 1995, Fong, et al. 

1994, Gonzalez, et al. 1995, Zignego, et al. 1994). 

ill. Diagnostic de l'hépatite C 

Il est important de réaliser le diagnostic de l'hépatite C le plus précocement possible afin 

de gérer au mieux l'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 première génération basés sur la technique ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay), a conduit à développer des tests RIBA (recombinant immunoblot 

assay). 

Des tests permettant la détection des IgMs anti-VHC ont également été récemment 

développés (HCV IgM ElA, Abbot Diagnostics), mais' lèur intérêt reste cependant discuté 

(Pawlotsky 1996). 

Il existe depuis 1990 (Garson, et al. 1990, Weiner, et al. 1990) des tests de diagnostic 

moléculaire permettant la détection de l' ARN viral, basés sur la technique de PCR. Il sont 

. principalement utilisés quand les résultats des tests sérologiques présentent des ambiguïtés. 

Enfin, très récemment, des tests quantitatifs détectant l'ARN viral ont été 

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

ill.l. 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 dès 1990 (Kuo, et al. 1989), utilisaient comme antigène la protéine recombinante cl00-

3 qui couvre la zone de jonction entre les protéines NS3 et NS4 (voir figure 3). Pourtant, il 

apparaît rapidement que ces tests ne permettent de détecter que 80% des individus infectés. 

Ces inconvénients ont amené à développer des tests de validation. Ils sont basés sur une 

technique d'immunobloting, ou RIBA. Ces tests associent à la protéine cl00-3, des peptides 

synthétiques et des antigènes 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). 
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Figure 3 : Antigènes dérivés du génome du VHC et utilisés dans les tests de dépistage sérologique 
Les antigénes présentés sont ceux utilisés principalement dans les tests de première génération (1), de 
deuxième génération (2) et de troisième génération (3). 

(d'après Van Der Poe1 et al. 1994) 
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Figure 4: Méthode de détection quantitative de I'ARN viral: technique de l'ADN branché. 
QuantiplexR HCV RNA 1.0 et 2.0, Chiron Diagnostics 



Généralités 10 

Les tests de troisième génération combinent également des peptides correspondant à des 

régions à 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, grâce à leur développement, le risque de contamination transfusionnelle qui était 

de 6 à 10% dans les années 1980, est passé à 0,02% par unité de sang transfusé aujourd'hui 

(Cahour 1995). 

Pourtant, ces tests sérologiques de dernière génération ont aussi leurs limites. Ainsi, il 

reste toujours des cas où le diagnostic est difficile voire impossible. Ceci concerne les personnes 

immunodéprimées présentant un taux d'anticorps particulièrement faible, et les malades se 

trouvant dans la« période silencieuse», c'est à dire entre l'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. 

ffi.2. Diagnostic moléculaire 

-La détection de l' ARN viral passe par une première étape de rétrotranscription générant 

un brin d'ADN complémentaire (cADN) sur modèle d' ARN. C'est ce cADN qui sera ensuite 

amplifié par PCR (Polymérase Chain Réaction) à l'aide d'amorces choisies en général dans la 

région 5'NC connue pour être particulièrement bien conservée (Bukh, et al. 1992, Bukh, et al. 

1992). Cette technique est très sensible et peut détecter de très faibles quantités d' ARN viral. 

Elle permet ainsi de mettre en évidence la présence du virus une semaine après la contamination 

d'un patient par transfusion (Farci, et al. 1992), précédant alors la séroconversion de 12 

semaines. 

Néanmoins, cette méthode nécessite d'être standardisée, notamment en ce qui concerne 

les étapes préparatoires des échantillons à tester. En effet, des contaminations accidentelles 

peuvent être à l'origine de faux positifs. 

- Récemment une méthode de détection quantitative de l' ARN viral a été commercialisée 

par la société Chiron (QuantiplexR HCV RNA 1.0 et 2.0, Chiron Diagnostics). Elle utilise la 

technique de l'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 

mêmes être hybridées par une sonde appelée ADN branché. Celle-ci sert de support à de 

nombreuses sondes marquées à la phosphatase alcaline, qui en présence d'un substrat, vont 

entraîner l'émission d'un signal lumineux proportionnel à 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 l'importance de la réplication virale (voir figure 4). 

IV. Physiopathologie de l'hépatite C 

Les conséquences d'une infection par le virus de l'hépatite C peuvent être dramatiques. 

Cette contamination peut en effet mener au développement d'une cirrhose qui peut être fatale 

mais aussi dégénérer en carcinome hépatocellulaire qui reste mortel dans la majorité des cas. La 

sévérité de ces affections est liée à l'évolution vers la chronicité de la majorité des infections par 

le VHC. L'apparition de lésions hépatiques est continue et l'activité virale persiste même lors 

des phases critiques de cirrhose ou de càrcinome hépatocellulaire (Bouffard, et al. 1992). 

On distingue plusieurs phases successives dans l'évolution de la maladie. 

1) L'infection, détectable chez un patient une semaine après la contamination. 

2) L'hépatite aiguë, généralement caractérisée par une élévation des amino transférases. 

3) L'infection chronique, qui s'installe alors dans 50 à 75% des cas. Elle peut avoir une durée 
·-

d'évolution très variable. 

20% des hépatites chroniques vont mener au développement d'une cirrhose qui peut dégénérer 

en carcinome hépato-cellulaire. 

IV .1. L'hépatite aiguë 

Elle se produit de 2 semaines à 6 mois après l'infection. Durant ce temps de latence 

caractéristique du VHC, le virus est présent dans l'organisme (Shimizu, et al. 1990). On peut 

également observer une augmentation (d'importance variable selon le sujet) du taux sérologique 

des AL Ts (AL T 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 l'ictère dans environ un quart des cas. Elle peut également s'illustrer par des céphalées, une 

fièvre 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 

extrêmement marginaux. 

A ce stade, le système immunitaire parvient dans un tiers des cas à éliminer le virus. La 

plupart du temps, l'hépatite aiguë conduit à l'hépatite chronique. 

IV.2. L'hépatite chronique 

Durant cette phase, on peut observer que le taux sérologique des AL Ts varie en 

présentant plusieurs pics successifs. Le premier de ces pics peut être très précoce après 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 siège de l'activité virale se localise principalement 

au niveau des cellules hépatiques. Les conséquences de la chronicité vont dépendre de la 

dynamique de la maladie. On distingue en effet l'hépatite chronique persistante de l'hépatite 

chronique active. 

· · - Dans le premier cas, les lésions histologiques vont être limitées. 

L'inflammation reste localisée à la région périportale. 

- Dans le second cas, les lésions sont beaucoup plus étendues. En plus de 

l'inflammation péri portale, on observe l'apparition de nodules lymphoïdes dans cette région, 

d'altération des canaux biliaires interlobulaires, d'une infiltration du foie par des lymphocytes et 

d'une fibrose. Une biopsie hépatique pem1et de préciser alors le stade de la maladie: · 

Cette nécrose inflammatoire va entraîner l'apparition d'une cirrhose pour 20% des 

malades chroniques. 

IV .3. La cirrhose 

La nécrose inflammatoire va s'étendre et peut mener dans 20 à 25% des cas à un arrêt 

total des fonctions du foie. Cette dysfonction va donc nécessiter une transplantation. Pourtant, 

on assiste très souvent à une réinfection du greffon, alors même que l' ARN du virus n'est plus 

détectable dans le sérum au moment de la greffe. Les PBMCs, qui ont été décrits à 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 à 

virus ») responsables de cette réinfection rapide (Lerat and Inchauspé 1997). 
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L'intervalle moyen entre 1 'infection et le déclenchement de la cirrhose est estimé à 10 à 

15 ans. Le potentiel évolutif d'une cirrhose est le carcinome hépato-cellulaire. Le risque de 

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

IV A. Le carcinome hépato-cellulaire 

ll a été montré que l' ARN viral pouvait être mis en évidence au sein des tumeurs (Chou, 

et al. 1991). L'effet carcinogène du virus est actuellement à l'étude dans de nombreux 

laboratoires. Pourtant, l'intervalle de temps important entre l'infection et l'apparition du 

carcinome hépatocellulaire, ainsi que la nécessité apparente d'une cirrhose préexistante, 

semblent indiquer que le virus n'est pas oncogène par lui-même. De même, aucune activité de 

transcription inverse n'a été observée dans le cas du VHC. En conséquence, il ne peut y avoir de 

synthèse d'ADN susceptible de s'intégrer dans le génome de la cellule hôte et entraîner une 

mutagenèse insertionnelle. . 

Un certain nombre de facteurs ont été décrits comme pouvant favoriser une évolution 

critique de la maladie. Le génotype du virus semble être un facteur important (DiBisceglie 1997, 

Donato, et al. 1997, Dusheiko, et al. 1994, Pozzato, et al. 1994). La contamination par 

transfusion est liée à un pronostic plus défavorable que pour les autres voies (Gordon, et al. 

1993). La coinfection avec le virus de l'hépatite B (DiBisceglie 1997.; Fong, et al. 1991) ainsi 

que la consommation même 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 

l'organisme est également associée à un certain nombre de pathologies auto-immunes. 

IV .s. Pathologies auto-immunes associées au VHC 

50% des cas d'hépatite chronique sont associés à une cryoglobulinémie mixte de type II 

(Ferri, et al. 1993, Lunel, et al. 1994). Cette pathologie se caractérise par l'apparition de 

complexes immuns circulants qui ont la propriété de précipiter à une température inférieure à 

37°C. Cette pathologie peut entraîner des complications cutanées, rénales, articulaires ou 

neurologiques. La cryoglobulinémie semble être associée de façon spécifique et régulière à ce 

vtrus. 



Figure 5 : Représentation théorique du virus de l'hépatite C 
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L'infection par le VHC peut également être associée à l'apparition d'un syndrome de 

Sjogren, caractérisé par une infiltration des glandes salivaires par des lymphocytes. 

On peut également rencontrer des cas associés 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 KLM (ou Liver Kidney Microsomial) (Lunel, et al. 1992). 

V. Traitement de L'hépatite C 

Le seul traitement actuellement prescrit en France est basé sur l'utilisation de l'IFNa 

(Lindsay 1997). La molécule traditionnellement utilisée est une protéine recombinante (CIFN), 

IntronaR et Roferon AR, 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 complètement élucidé. En se liant à 

des récepteurs spécifiques à la surface cellulaire, l'IFN active une voie de seconds messagers 

qui conduit à l'expression de nombreux gènes comme les protéines Mx, les 2'-5' 

oligoadénylate synthétases, la protéine kinase dépendante d' ARN bicaténaire (PKR) et l'oxyde 

nitrique synthase (pour revue, voir (Meurs 1997)). Ces protéines ont de nombreuses activités 

antivirales, supresseur de tumeur, etc .... 

Le traitement habituel prévoit l'administration de 6 à 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, à 

l'arrêt du traitement, la moitié des répondeurs rechutent. Finalement, une normalisation à long 

terme (après six mois suivant l'arrêt du traitement) n'intervient que pour 20 à 25% des sujets 

(Nousbaum, et al. 1995). 

Une autre molécule, la Ribavirine, est actuellement évaluée pour le traitement de 

l'hépatite C. C'est un analogue de la guanosine, modifié au niveau de la base. Pour exercer son 

action antivirale, cet analogue de la guanosine doit subir une phosphorylation intracellulaire. Elle 

inhibe indirectement la synthèse d'acides nucléiques viraux par effet de compétition avec le 

stock de guanosine de la cellule infectée. Elle aurait également un effet inhibiteur direct sur 

l'ARN polymérase ARN dépendante. Néanmoins, son impact sur la multiplication virale et sur 

l'histologie semble faible et son utilisation serait potentiellement plus intéressante en association 

avec l'IFN. 
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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'AL T sérique au 

moment du traitement et au delà de six mois suivant l'arrêt du traitement. Cette réponse 

s'accompagne d'une disparition de l' ARN viral sérique et d'une diminution de l'activité 

histologique (Miyajima~ et al. 1998). Néanmoins, il n'est pas démontré que ce traitement 

prévienne chez les répondeurs les complications à long terme comme la cirrhose ou le 

carcinome hépatocellulaire. 

- Les Répondeurs Rechuteurs (RR) qui répondent favorablement au traitement par une 

normalisation des AL T mais qui, dès 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 l' ARN viral sérique. Chez les RR, le traitement semble tout de même 

apporter une amélioration histologique. Un deuxième traitement serait positif pour 50% des 

rechuteurs (Chemello, et al. 1997). 

-Les non-répondeurs (NR) pour qui l'absence de réponse s'illustre par une absence de 

normalisation des ALT. TI ne semble pas y avoir d'amélioration histologique et un deuxième 

traitement n'est pas recommandé. 

Le traitement par l'IFN peut donner lieu à 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 extrêmement contre-indiqué 

dans un certain nombre de cas: grossesse, insuffisance rénale sévère, hépatite auto-immune, 

cardiopathie sévère, transplantation rénale, ... 

Enfin, on peut résumer les facteurs prédictifs de bonne réponse de la façon suivante: 

sexe féminin, jeune âge, absence de consommation d'alcool même 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). 

VI. Le Virus de l'Hépatite C 

D'après les données obtenues par microscopie électronique, le VHC se présenterait donc 

sous la forme d'une petite particule sphérique portant à sa surface de fins spicules 

(probablement les protéines El et E2), et dotée d'un core de 30 à 35 nm de diamètre [Kaito, 

1994 # 11]. La taille de la particule virale doit être définie plus précisément. Elle serait de 45 n rn 

selon l'équipe de Mizuno (Mizuno, et al. 1995), de 55 nm selon l'équipe de Takahashi 

(Takahashi, et al. 1992) ou de 60 nm selon l'équipe de Kaito (Kaito, et al. 1994). Tous ces 



Figure 6: 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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travaux sont en accord avec l'étude de He (He, et al. 1987) qui dès 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 nucléotides (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 à 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 libère après 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 à celle observée chez les flavivirus et les pestivirus (voir figure 8). 

VII.l. Les extrémités non-codantes 

VII.l.l. L'extrémité 5' non-codante (S'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 séquence avec celle des pestivirus (Han, et al. 1991). Sa 

taille a longtemps été estimée à 341 nucléotides, mais très récemment, la mise en évidence 

d'une séquence CCCCCCCA à son extrémité 5', semble porter celle-ci à 349 nucléotides 

(Trowbridge and Gowans 1998). Plusieurs codons (AUG) d'initiation de la traduction sont 

présents sur l'extrémité 5'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 à ARN, cette région est impliquée dans le processus 

d'initiation de la traduction. De nombreuses études montrent l'existence d'une séquence IRES 

(Internai Ribosome Entry Site) portée par le génome du VHC, permettant la fixation interne du 

ribosome et l'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 modèle proposé par 
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Lemon et Honda (Lemon and Honda 1997), qui est un modèle adapté de celui de Brown et al. 

(Brown, et al. 1992) suggère une structure secondaire relativement complexe de l'extrémité 

5'NC (voir figure 9). Elle est constituée de quatre domaines majeurs (I à N), le troisième étant 

analogue au domaine III du modèle établi pour les pestivirus (Brown, et al. 1992). Plusieurs 

équipes se sont attachées à mettre en évidence la séquence minimale nécessaire à l'initiation de 

la traduction. Brown et al. montrent qu'une délétion au delà du nucléotide 72 abolit l'initiation 

de la traduction, alors que l'équipe de Tsukiyamakohara place ce nucléotide critique en position 

98 (Tsukiyamakohara, et al. 1992). D'autre part, l'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 l'initiation de la traduction. Cette hypothèse est renforcée par le travail de Rijnbrand 

et al. qui montre que seule la boucle I n'est pas indispensable à l'irutiation (Rijnbrand, et al. 

1995). 

L'initiation de la traduction serait de plus favorisée par la fixation de facteurs cellulaires. 

Fukushi et al. ont identifié une protéine de 25 kDa interagissant avec l'IRES (Fukushi, et al. 

1997). D'autre part, deux protéines cellulaires (p87 et p120) ont été mises en évidence par 

l'équipe de Yen (Yen, et al. 1995). Leur site de fixation se situerait au niveau de l'épingle à 

cheveux III. Ces protéines favoriseraient l'initiation de la traduction pour l'une (p120) et la 

réplication virale pour l'autre (p87). Récemment, l'équipe de Sizova (Sizova, et al. 1998) a 

montré que la protéine eiF3 ( eukaryotic Initiation Factor 3). se. fixerait au niveau de la boucle b 

du domaine III et jouerait un rôle essentiel dans l'initiation de la traduction en favorisant la 

fixation de 1' ARN à la sous-unité 40S du ribosome. 

VII.1.2. L'extrémité 3' non-codante (3'NC) 

On distingue trois parties dans la région 3' non-codante: une séquence de 27 à 45 

nucléotides peu conservée entre les différents isolats, une séquence polyuridylée de 10 à 130 

nucléotides, et enfin une séquence extrêmement conservée de 98 nucléotides décrite depuis peu 

(Kolykhalov, et al. 1996, Tanaka, et al. 1996). Depuis le modèle 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 à la RNase, 

décrivent la présence de trois épingles à cheveux, la deuxième et la troisième étant les plus 

conservées. Par ailleurs, Blight et al. (Blight and Rice 1997) indiquent la présence d'une épingle 
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à cheveux à l'extrémité 3' et une séquence beaucoup moins ordonnée à l'extrémité 5' de cette 

même extrémité. 

Comme cela est décrit pour d'autres systèmes viraux, l'extrémité 3'NC a un rôle 

potentiel dans la synthèse du brin d' ARN négatif et des facteurs cellulaires pourrait être 

nécessaire lors de cette synthèse. Ainsi la fixation de la PTB (polypyrimidine tract-binding 

protein) sur l'extrémité 3'NC a été décrite à plusieurs reprises (Ito and Lai 1997, Tsuchihara, et 

al. 1997). Cette fixation aurait lieu sur les épingles à cheveux deux et trois, au niveau d'une 

séquence équivalente à un site de fixation pour la PTB. Cette interaction pourrait être impliquée 

dans l'initiation de la réplication du génome. 

Vll.2. Les protéines virales 

(voir figure 6) 

Vll.2.1. Les protéines structurales 

Vll.2.l.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 très 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 l' ARN viral lors de 

1' encapsidation pour former la nucléocapside. 

Le gène 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, Russy, et al. 1996, Liu, et al. 

1997, Lo, et al. 1995, Lo, et al. 1994, Santolini, et al. 1994). Ces deux protéines correspondent 

respectivement à: 

- une forme de 191 aa contenant à l' extrémité-carboxy terminale une zone très 

hydrophobe (Hl). Cette région Hl contiendrait le peptide signal de El, permettant ainsi sa 

translocation dans le RE (Santolini, et al. 1994). 

- une forme de 173 aa résultant du clivage par une signalase cellulaire de la 

région Hl, 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 (p 16) (Lo, 

et al. 1995). Elle possède la même extrémité N-terminale que la p21 mais semble être 
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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 endoplasrnique. La protéine de 21 kDa a pu également être 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 complète colocalisation de la protéine C et des composants du réticulum 

endoplasrnique. 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 et al. ont décrit l'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 l'activité de gènes viraux (autres que les siens) ou de gènes cellulaires (Ray, et al. 

1995, Zhu, et al. 1998). 

Ainsi la transfection de vecteurs exprimant la protéine C dans des cellules d'hépatome 

entraînerait l'inhibition: de la transcription, de l'assemblage et de la libération du virus de 

l'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 même, Kim et al. rapportent que la protéine C 

pourrait avoir un rôle régulateur sur l'expression du gène cellulaire interféron p [Kim, 1994 

#4432]. 

De très nombreuses études montrent que l'interaction de C avec des facteurs cellulaires 

pourrait participer à la pathogénicité du VHC: 

plusieurs auteurs décrivent une fixation de C sur le LT-PR (lymphotoxin-P 

Receptor), impliqué dans la transduction du signal de NF-KB. Cette fixation aggraverait 

l'activité cytolytique de NF-KB (Chen, et al. 1997). De plus, en raison de l'implication du LT

PR dans de nombreux mécanismes physiologiques liés au système immunitaire, elle pourrait 

également produire une large immune-modulation (Matsumoto, et al. 1997). 

l'équipe de Lai décrit l'association spécifique de C avec la hnRNP K (nuclear 

Ribonucléoprotein K) qui perturbe fortement l'effet inhibiteur de celle-ci sur l'activité du 

promoteur de la Thymidine Kinase (Hsieh, et al. 1998). 
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Barba et al. suggèrent que la protéine C perturberait le métabolisme des lipides en 

régulant les gènes impliqués dans ce processus (Barba, et al. 1997). Cette dérégulation pourrait, 

selon ces auteurs, être mise en rapport avec les phénomènes de stéatose du foie, caractéristiques 

d'une infection par le VHC. 

un potentiel 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 à transformer des cellules 

primaires reste sujet à controverse (Chang, et al. 1998, Ray, et al. 1996). 

enfin, bien que les études actuelles soient aussi très contradictoires, il semble que 

C soit impliqué dans la modulation de phénomènes 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 à la 

pathogénicité du virus mais également à l'installation et au maintien de celui-ci dans 

l'organisme. 

Vll.2.l.b. Les protéines E1 et E2. 

Les protéines El 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 El est une glycoprotéine d'un poids moléculaire apparent de 31 kDa 

(souche H), dont l'extrémité N terminale est située au niveau de I'aa 192 et l'extrémité C 

terminale au niveau de l'aa 383 (Fournillier, 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 Net 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, Du buisson, et al. 1994 ). 

Les protéines El et E2 faisant l'objet de notre étude, un chapitre entier leur sera consacré 

(voir chapitre résultats-discussion). 
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Vll.2.2. La protéine p7 

Cette protéine, située juste en aval de E2, a été identifiée en 1994 par l'équipe de Rice 

(Lin, et al. 1994). TI 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 rôle 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). TI est actuellement impossible de déterminer 

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

Vll.2.3. Les protéines non-structurales 

Vll.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 terminal 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). 

Vll.2.3.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 constituée de deux domaines distincts déterminant une double activité: 

L'extrémité N-terminale possède une activité sérine-protéasique 

(Bartenschlager, et al. 1993, Eckart, et al. 1993, Grakoui, et al. 1993, Tomei, et al. 1993) qui a 

été localisée par 1' équipe de Ri ce dans les 181 premiers acides aminés de la protéine (Lin, et al. 

1994). Plus récemment, l'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 (Y amada, 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/GluXaa4Cys(Thr)-+Ser(Ala) (Eckart, et al. 1993, 

Grakoui, et al. 1993, Pizzi, et al. 1994) 

-L'extrémité C-terrninale possède quant à elle une activité hélicase dépendante de 

l' 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 à la famille des hélicases ARN-dépendantes à« 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 

l' ARN génomique au cours de la réplication et à la séparation de duplexes ARN-ARN. 

Comme pour toutes les hélicases ARN dépendantes, cette activité requiert de l' 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 (lshido, 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 d~ NS3 (Kim, et al. 1996, Yan, et al. 1998). 

Vll.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 particulièrement 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) (Bartenschlager, et al. 

1994, Tomei, et al. 1993) que lors des clivages en trans (c'est à dire, tous les autres sites), par la 

sérine protéase NS3. La détermination par l'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 l'intermédiaire d'une région présente dans la zone hydrophobe des 50 premiers aa 

de NS3 (Kim, et al. 1996). 

La séquence minimum nécessaire à l'activité de cofacteur a été déterminée par Shimizu 

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

Vll.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 à ce 

jour. 

Vll.2.3.e. La protéine NSSA 

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 apparaître quelques caractéristiques. 

Ainsi, on cannait deu:x- produits correspondant à la protéine NS5A. Ils diffèrent 

seulement par leur état de phosphorylation: une protéine de 56 kDa, phosphorylée, et une 

protéine de 58 kDa, hyperphosphorylée (Asabe, et al. 1997, Kaneko, et al. 1994). Ces deux 

protéines possèdent des résidus sérine phosphorylés localisés dans la partie C-terminale de la 

protéine (Asabe, et al. 1997). Cette phosphorylation a lieu grâce à une interaction avec une 

protéine kinase non encore identifiée (Ide, et al. 1997, Reed, et al. 1997). Cette phosphorylation 

pourrait être 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 fièvre jaune (YF) (protéine NS5) qui appartiennent 

respectivement aux genres des pestivirus et des Flavivirus (Reed, et al. 1998). 

Plusieurs études suggèrent que cette protéine posséderait une propriété d'activateur 

transcriptionnel qui, en modulant les fonctions de la cellule hôte, pourrait avoir un rôle 

important dans la réplication virale et la carcinogénèse (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-a a été définie par l'équipe d'Enomoto comme faisant partie de cette protéine. TI 

s'agit de la région déterminant la résistance à 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 été déterminée par séquençage 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 1 b puis appliquée aux génotypes 2a et 2b. Ainsi, il a été déterminé 

une séquence "prototype" correspondant à la séquence de HCV -J ("wild type"), qui définit la 

résistance à l'interferon. Lorsque la séquence d'un génome viral au niveau de l'ISDR diffère de 

plus de trois aa par rapport à ce prototype, les auteurs considèrent que ce virus peut être 

considéré comme sensible à 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. 1997). 

D'autre part, les travaux réalisés par l'équipe de Katze suggèrent que la résistance à 

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 empêchée lorsque la région ISDR porte plusieur mutations, entrainant 

alors un caractère sensible à l'interféron de cette souche du VHC. 

Enfin, une séquence d'aa chargés positivement (DPRKKRTVV), caractéristique d'un 

signal de localisation nucléaire, a été mise en évidence sur la protéine. Ce signal de localisation 

nucléaire est fonctionnel; pourtant, une étude immunohistochimique montre: que la protéine 

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. 

Vll.2.3.f. La protéine NSSB 

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, suggère fortement qu'elle porterait la fonction de polymérase 

virale (Ishihama and Barbier 1994, Kamer and Argos 1984 ). H wang et al. montrent que cette 

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

1997). 

Vlll. Notion de variabilité génomique 

Comme pour tous les virus à ARN brin positif, l' ARN polymérase ARN-dépendante 

du VHC ne posséderait pas d'activité 3'-5' exonucléasique et serait donc incapable de réparer 

l' ARN lors de l'incorporation erronée d'une base. Ce phénomène entraîne l'apparition de 

variants, connus sous le nom de quasi-espèces (Martell, et al. 1992, Martell, et al. 1994). TI est 

aujourd'hui admis qu'un virus ancestral existe depuis plus de 500 ans. Cette variabilité a alors 

entraîné l'émergence des différents génotypes et sous-types que nous connaissons actuellement 

(Smith, et al. 1997). Cette émergence s'est produite au grè d'évènements historiques tels que les 

guerres contemporaines, les injections multiples avant la généralisation du matériel à usage 

unique, le développement de la transfusion dans les années 50 et la propagation de la 

toxicomanie intraveineuse. 

Cette variabilité génomique pose de sérieux problèmes 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 même 

génotype. Néanmoins, un grand ncmbre 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 

l'extrémité 5' et des gènes codants pour les protéines C, NS3 et NS5. Les génotypes y sont 

désignés par des chiffres (1,2,3 .. ) selon l'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 façon homogène sur le génome. Ainsi, tandis que 

la région 5'NC est très conservée, les 50 premiers nucléotides de la région 3' non-codante 

montrent une grande variabilité génomique entre les différentes souches (Han and Houghton 

1992). La région codant pour les protéines El 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 E 1 a également 

été rapportée. 



Isolat Chan Okamoto Bukh Simmonds Cha 

HCV-I la I Ill a la I 

HCV-J, BK lb II Il/lb lb II 

EG-28 ne ne le le ne 

HCJ6 2a III III/2a 2a III 

HC 18 2b N IV/2b 2b ITI 

T0994 ne ne 2e 2e III 

E-bl, Ta 3 v V/3a 3a N 

Tb ne VI 3b 3b N 

EG-16, 29, 33 4 ne 4a 4a' ne 

ne ne 4b ne ne 

ne ne 4c ne ne 

ne ne 4d ne ne 

ne ne 4e ne ne 

ne ne 4f ne ne 

SA-1, 7, Il ne ne Sa Sa v 
HK-1, 2, 3, 4 ne ne 6a 6a ne 

Tableau 1: Différentes classifications des types et sous types génomiques du virus de l'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); 

ne: non classifié 

Enomoto 

K-PT 

KI 

ne 

K2a 

K2b 

ne 

ne 

ne 

ne 

ne 

ne 

ne 

ne 

ne 

ne 

ne 
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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 génotypes peuvent être mis en évidence chez le 

même malade (Farci, et al. 1994, Higashi, et al. 1993, Li, et al. 1991). Une hétérogénéité de la 

région HVRI peut être ainsi observée chez un patient à différents stades de sa maladie (Kato, et 

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

Vlll.l. Génotypes et prévalence 

La prévalence de ces différents génotypes est très différente d'une région du globe à 

l'autre (Cha, et al. 1992, Mcomish, et al. 1994, Takada, et al. 1992). De nombreuses études 

permettent de situer leurs implantations majeures. 

-le génotype la est très présent aux Etats-Unis et en République Dominicaine. 

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

-le génotype lb est prédominant au Japon, à Taiwan, dans certains pays de l'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 très présent en Asie (Inde, Pakistan, Thaïlande) 

(Cha, et al. 1992, Hotta, et al. 1997, Shah, et al. 1997) 

Orient. 

-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 

(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 à l'Asie du sud-est et notamment à Taiwan. 

(Nousbaum 1998, Simmonds, et al. 1993) 

VID.2. Génotype et mode de transmission 
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Un génotype a souvent été associé à un mode de transmission. Ainsi, dans les pays 

developpés d'Europe de l'ouest, le sous-type lb semble associé à la transmission 

transfusionnelle et aux hépatites C de causes inconnues, alors que les toxicomanies 

intraveineuses seraient plutôt 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). 

Vlll.3. Influence du génotype sur plusieurs paramètres de l'infection 

- TI est maintenant bien établi que la réponse au traitement par l'interféron a 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 lb reste sujet à discussion (Pawlotsky, et al. 1996). De même, l'influence réelle 

de la séquence de la région déterminant la sensibilité à l'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 à l'interféron 

n'a pu être établie (Khorsi, et al. 1998, Yamamoto, et al. 1997). Les variations de séquence entre 

les génomes viraux sensibles ou résistants à l'interféron sont sans doute réparties sur 

l'ensemble du génome. 

- Un certain nombre d'études suggèrent que le génotype pourrait être lié à 

l'établissement de la chronicité et à la sévérité de la maladie (Amoroso, et al. 1998, Mcornish, 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 l'âge et l'ancienneté de la 

maladie. 

IX. Un vaccin contre l'hépatite C: Espoirs et difficultés 

Comme on l'a vu précédemment, les traitements actuellement disponibles sont très 

inefficaces. Or, le nombre de cas recensés est en constante augmentation et le contrôle de 

l'infection est rendu très 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.l. Les obstacles 

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

Tout d'abord, il n'existe pas de système de culture apte à répliquer efficacement le virus. 

Cela rend très difficile 1' étude des propriétés biologiques du VHC, comme la morphogénèse et 

la pathogénèse. Les quelques connaissances disponibles ont été obtenues par l'expérimentation 

sur l'animal et le suivi de patients. Malheureusement, le seul modèle animal disponible, pouvant 

developper l'hépatite C, est le chimpanzé. Son utilisation est très contrôlée et les caractéristiques 

de la réponse immunitaire induite par le virus sont sensiblement différentes de celles observées 

chez l'homme. Aussi, bien qu'une résolution spontanée de l'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 

être neutralisants que pour une quasi-espèce donnée. L'apparition de nouvelles quasi-espèces 

ayant lieu en continu, sous la pression de sélection induite par les anticorps neutralisants, on 

comprend que le virus puisse échapper au contrôle du système immunitaire. Le développement 

d'un vaccin passe donc avant tout par l'induction d'une réponse immune dirigée contre le plus 

grand nombre possible de quasi-espèces, de sous-types, voire de génotypes. Ceci reste pour 

1' instant irrésolu. 

Enfin, une des caractéristiques du vtrus rend encore plus importante sa capacité à 

échapper au système immunitaire et à s'installer dans l'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 problème du tropisme 

extrahépatique du virus reste su jet à polémique (pour revue, voir (Lerat and lnchauspé 1997) ). 

IX.2. Les espoirs et les stratégies 

Pourtant, malgré ces difficultés, la conception d'un vaccm reste envisageable; les 

caractéristiques de la maladie et les avancées réalisées ces dernières années en témoignent. 

En effet, l'infection par le virus de l'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 à élucider les mécanismes. 
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De plus, bien que les recherches soient ralenties par l'absence d'un système 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 très récemment, l'ADNe infectieux a été obtenu et 

validé pour sa capacité à induire une hépatite C chez le chimpanzé (Kolykhalov, et al. 1997, 

Yanagi, et al. 1997). 

Depuis que le virus à été isolé, un très grand nombre d'essais vaccinaux ont été réalisés. 

Les premiers antigènes utilisés pour les vaccinations ont été les glycoprotéines E 1 et E2 qui 

constituent vraisemblablement l'enveloppe de la particule virale. 

C'est ainsi que les premières expériences réalisées chez le chimpanzé par Choo et al., ont 

donné des résultats encourageants (Choo, et al. 1994). Les glycoprotéines El et E2 

coexprimées à l'aide du virus vaccine sur des cellules HeLa ont été 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 

aiguë qui à 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 à une dose d'épreuve plus forte ou exposés à une souche de sous-type différent (mais 

du même 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 particulièrement imputable aux régions hypervariables présentes 

sur la protéine E2. Pourtant, des anticorps neutralisants sont produits contre ces régions 

hypervariables comme cela a été 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 très étroite rendant impossible une large protection croisée. 

Le faible spectre d'action des anticorps neutralisants représente. donc un obstacle 

supplémentaire à l'élaboration d'un vaccin. Afin d'apporter une possible solution à ce problème, 

Puntoriero et al. proposent d'utiliser des "mimotopes" lors de l'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 à mettre en 

rapport avec l'état conforrnationnel des antigènes utilisés. En effet, les méthodes de purification 
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employées pour la préparation des antigènes favorisent la dénaturation des structures 

tridimensionnelles des protéines. Les antigènes utilisés sont donc probablement partiellement 

dénaturés. ll est donc particulièrement important de pouvoir produire des glycoprotéines E 1 et 

E2 dans un état conformationnelle plus proche possible de l'état natif. 

Un autre espoir est réprésenté par les vaccins à base d"' ADN nu". Le principe consiste à 

injecter un vecteur plasrnidique, exprimant les gènes d'intérêt, en intradermique ou 

intramusculaire. Les protéines virales vont donc être exprimées de façon endogène, dans la 

cellule, selon un processus permettant d'obtenir des protéines sous une forme la plus native 

possible, sans recourir à des intermédiaires de purification. 

Les vecteurs plasrnidiques contiennent des séquences codant pour les protéines d'intérêt 

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 gènes dans la cellule. Ces protéines virales 

seront ensuite processées par la machinerie cellulaire en vue de leur présentation au système 

immunitaire. 

Des résultats encourageants ont été obtenus dans le cas des infections par le virus de la 

grippe. ll 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, l'équipe d'Inchauspe et al. a réalisé des 

injections 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 paramètres de l'expérience nécessitent d'être contrôlés et améliorés 

(mode d'injection, sélection des épitopes, sécurité du protocole) cette stratégie pourrait être tout à 

fait exploitable dans le cas du VHC (Inchauspe, et al. 1997). 

Enfin, le complexe non-covalent, formé par les glycoprotéines El 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 étudié par notre équipe. Cependant, il conviendrait 

d'obtenir des complexes correctement repliés et exprimés à la surface cellulaire ou sécrétés afin 

que leur purification en soit aisée. Les résultats déjà obtenus sont encourageants, et représentent 

une base prometteuse pour l'obtention d'un futur vaccin. 
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Résultats-Discussion 
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1. Etude des séquences de rétention à la membrane du RE des 

glycoprotéines E1 et E2 

1.1. Introduction 

1.1.1. lA protéine El 

32 

Elle est considérée comme l'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. TI 

dépend de la souche étudiée et du système 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 Hutchinson (H). La masse 

moléculaire apparente de la protéine E 1 mature correspondante est de 31 kDa. Son extrémité N

terminale a été localisée au niveau de l'aa Tyr192 (Foumillier, et al. 1996, Hijikata, et al. 1991). 

La séquence en aa de la protéine E 1 est peu conservée entre les différents isolats. Elle 

porte par ailleurs une région hypervariable (HVR) très: mal connue (Bukh, et al'. 1993, Kato, et 

al. 1992). 

La séquence des aa 17 4 à 191 est considérée comme étant le peptide signal de E 1 

nécessaire à sa translocation dans le réticulum endoplasmique (RE). TI est clivé en amont et en 

aval par une signalase cellulaire (Santolini, et al. 1994). 

En plus de la forme El de 31 kDa, une forme de 35 kDa a également été décrite à 

plusieurs reprises (Lanford, et al. 1993, Ralston, et al. 1993). Une étude de Fournillier-Jacob et 

al. (Foumillier, et al. 1996) montre que cette apparente contradiction est probablement due à 

l'étendue de la séquence exprimée. En effet, lorsque la séquence putative de El 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 E 1 

(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 suggère que la maturation correcte de El requiert la co

expression en cis de ces séquences flanquantes. Cela a déjà été mentionné dans d'autres études 

comme celle de Matsuura et al. (Matsuura, et al. 1994) qui proposent un modèle rendant 

compte de ces interactions au cours de la traduction. 
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De plus, l'étude de Foumillier-Jacob suggère fortement que le processing de la 

polyprotéine n'entraîne pas un clivage entre El et le peptide signal de E2, mais que celui-ci fait 

partie de la protéine El mature. L'acide aminé C-terminal de la protéine El serait donc très 

probablement l'Alanine 383. ll a été alors suggéré que le domaine hydrophobe à l'extrémité C

terminale de El pourrait jouer le rôle de séquence signal pour la protéine E2 tout en permettant 

l'ancrage de la protéine El au niveau des membranes du RE (voir figure 11). 

En outre, l'étude de la séquence en aa montre que la protéine El porte respectivement 

cinq et six sites potentiels de glycosylation pour les souches H (génotype la) et BK (génotype 

lb). La glycosylation de la protéine El de la souche H du VHC sera abordée en détail dans la 

troisième partie de ce mémoire de thèse. 

1.1.2. La protéine E2 

Ce serait donc la deuxième protéine d'enveloppe du VHC (Houghton, et aL 1991). C'est 

une glycoprotéine dont le poids moléculaire est 70 kDa (souche H). Elle porte, pour cette même 

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). 

Néanmoins, deux formes stables contenant la séquence de E2 ont été décrites: la forme · 

dont nous venons de parler (384-746) et une forme comprenant en plus la séquence en aa de 

747 à 809, correspondant à la protéine p7 (forme E2-p7: aa 384 à 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'après Lin 

et al., cette inefficacité pourrait être due à la séquence présente au niveau du site E2/p7 (Lin, et 

al. 1994, Von Heijne 1986). Le clivage serait plus efficace pour la souche 1 b. Bien que 

plusieurs théories concernant ces deux formes soient proposées par les auteurs, la signification 

de leur co-expression reste à déterminer. 

Deux régions situées dans la partie 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 

étant les régions hypervariables HVRI (390-410) et HVRII (474-480) (Hijikata, et al. 1991, 

Weiner, et al. 1991) (voir figure 12). De très nombreuses études se sont attachées à déterminer 

les caractéristiques et les fonctions de HVRI, principalement. Cette séquence présente une 
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grande variabilité au cours de l'infection chronique par le VHC (Kurosaki, et al. 1993), mais 

également à un temps donné pour les virus présents chez un même patient (Kato, et al. 1992, 

Tanaka, et al. 1992). La proportion des différents variants change également au cours de 

l'infection (Higashi, et al. 1993). De plus, cette variation tend à s'accélérer au fur et à mesure 

que la pathologie progresse alors que le taux de variation est faible lors de l'infection aiguë 

(Nakazawa, et al. 1994, Okamoto, et al. 1992, Sakamoto, et al. 1994, Weiner, et al. 1993). Ces 

éléments tendent à montrer que la modulation continue de la séquence de HVRI participerait à 

un mécanisme d'échappement du virus à 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 l'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 empècherait l'attachement d'un virus sur des cellules (Shimizu, et al. 1994, Zibert, 

et al. 1995). De même, l'effet protecteur contre l'infection par VHC, d'un sérum contenant des 

Ac anti-HVR a pu être 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 à ce problème est proposée par Puntoriero et al. (Puntoriero, et 

al.1998). Une banque de, phages M13 exprimant un vaste répertoire de séquences peptidiques .. · 

correspondant à la région HVRI a été construite. Ces peptides ont la propriété de se comporter 

comme des mimotopes, c'est à dire que, sans avoir forcément une séquence correspondant à 

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. suggèrent par ailleurs que la variabilité des aa de HVRI 

n'aurait pas lieu au hasard, mais que quelques aa seulement seraient particulièrement concernés 

par ce phénomène (McAllister, et al. 1998, Puntoriero, et al. 1998). Ceci indique que des 

contraintes, fonctionnelles ou structurelles, s'exerçant sur les aa, existent dans cette région. 

De nombreuses études suggèrent que la variation de HVRI serait en fait directement liée 

à la réponse humorale et que l'apparition séquentielle des anticorps contre les variants 

entraînerait l'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 l'infection chez un patient ou un 
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chimpanzé immunodéprimé (Kumar, et al. 1994, Shimizu, et al. 1997). De même, il n'y a pas 

émergeance d'une quasi espèce majoritaire pour un virus propagé in-vitro (Ito, et al. 1996). 

Pourtant, en raison de l'absence d'un système 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 El, E2 possède à son extrémité C-terrninale 

une région très hydrophobe. Cette ·séquence pourrait selon Lin et al. permettre la translocation de 

la protéine p7 dans le RE. Ce phénomène semble analogue à celui rencontré pour la protéine E 1 

(voir page 32). De plus, comme pour El, cette région pourrait jouer le rôle d'ancrage de la 

protéine E2 à la membrane du RE (Grak.oui, et al. 1993, Ralston, et al. 1993). Les expériences 

réalisées par Cocquerel et al. ont confirmé cette hypothèse (Cocquerel, et al. 1998). Les 29 aa C

terrninaux de la protéine E2 constituent une séquence de rétention de la protéine à la membrane 

du RE (voir détails page 49). 

1.1.3. Interaction des protéines El et E2 

De nombreuses études ont montré que les protéines E 1 et E2 intéragissent pour former 

des complexes qui sont probablement des sous-unités fonctionnelles de la particule du VHC. 

De nombreux systèmes d'expression ont été utilisés par les àifférents auteurs pour mettre en 

évidence l'existence de ces complexes: expression des protéines en système acellulaire, en 

cellules d'insectes (Lanford, et al. 1993) et en cellules de mammifères infectées par des 

baculovirus, des virus vaccine ou Sindbis recombinants (Deleersnyder, et al. 1997, Dubuisson, 

et al. 1994, Grak.oui, et al. 1993, Ralston, et al. 1993). 

Les résultats obtenus ont tout d'abord donné lieu à une controverse en ce qui concerne le 

mode de formation des complexes: pour certains auteurs, l'association des protéines avait lieu 

de façon covalente (Grakoui, et al. 1993), pour d'autres, elle avait lieu de façon 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 hétérodimère El-E2 stabilisé par des liaisons non

covalentes qui représente le complexe natif, et des agrégats hétérogènes associés par des ponts 

di sulfures intermoléculaires constitués de protéines mal repliées (Deleersnyder, et al. 1997, 

Dubuisson, et al. 1994, Dubuisson and Rice 1996). 
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+ + 
~ ~ El [ E2 1 _ 

' 

\oie Producth l' 

# 
m _ E2 1 

Repliement 
assisté 

(Calnexine, ... ) 

1:! T!/2 ~ 15 min 

• 
HETERODIMERE NON-COVALENT 

( Complexe de Prébourgeonement) 

' ' ' ' ' ' " \'oie :\on producth e 

·~S-S 

~ 
Interaction avec 
calreticulin & BiP 

AGREGATS 



Résultats-Discussion 36 

1.1.3.a. L'anticorps H2 

Ce travail a été rendu possible grâce à l'obtention d'un anticorps monoclonal capable de 

réagir avec des complexes E1E2. Cet anticorps monoclonal, appelé H2, est dépendant de la 

conformation. ll 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 à dire 

la forme de « prébourgeonnement » du complexe glycoprotéique (Deleersnyder, et al. 1997, 

Dubuisson, et al. 1994). 

1.1.3.b. Le complexe E1 E2 

La formation du complexe natif EIE2 est inefficace. ll a été montré que 95% des 

protéines El 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, l'utilisation du clone infectieux récemment caractérisé par 

Kolykhalov et al. (Kolykhalov, et al. 1997) a entrruné le même type de résultats (Dubuisson et 

Kolykhalov, résultats non publiés). Les systèmes d'expression utilisés, qui donnent lieu à de 

très hauts niveaux d'expression, ne semblent pas non plus être à l'origine de ce phénomène. 

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 suggèrent que ce phénomène 

d' aggrégation pourrait être également retrouvé au niveau des cellules infectées chez les patients. 

ll pourrait correspondre à un mécanisme inhérent au VHC, lui permettant de réduire sa 

pathogénicité en réduisant sa multiplication, augmentant ainsi sa capacité à s'installer et à se 

maintenir dans l'organisme. 

L'association des protéines El et E2 dans la formation du complexe natif est lente. La 

formation de cet hétérodimère nécessite très probablement, comme cela a pu être montré dans 

d'autres systèmes, que les protéines El et E2 soient elles-mêmes 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 

E 1 est lente alors que la formation des ponts disufures intramoléculaires de E2 est très rapide 

(Dubuisson and Rice 1996). 

De plus, il apparaît qu'en l'absence de E2, la forme oxydée de El 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 E 1, il a été suggéré que E2 joue le rôle de « chaperon » pour la protéine E 1 

(Michalak:, et al. 1997). L'interaction, très précoce, de E2 avec El favoriserait le repliement 

correct de celle-ci en l'empêchant d'interagir avec elle-même ou d'autres protéines pour mener à 

la formation d'agrégats irréversibles. Cette interaction nécessite, au préalable, un repliement 

partiel de la protéine E2, qui a lieu dès la fin de la synthèse, assisté par la calnexine (voir page 

39). Ce prérequis entraîne donc un délai dans l'association de E2 avec El, ce qui pourrait 

expliquer le retard observé dans la formation des ponts disulfures intramoléculaires de E 1. 

1.1.3.c. Séquences impliquées dans·l'interaction des Glycoprotéines· E.1 et E2 · 

Les travaux destinés à mettre en évidence les domaines des protéines impliqués dans 

l'interaction sont actuellement contradictoires. Selby a montré qu'une délétion de l'extrémité C

terminale de E2 à partir de l'aa 715 inhibe la coprécipitation. Celle ci n'est pas augmentée quand 

la séquence au delà de l'aa 730 est présente. Aussi, il conclut que la région- C-terminale .715ë730·, 

est indispensable à la formation de l'hétérodimère (Selby, et al. 1994). 

Matsuura et al. ont étudié des formes de E 1 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 suggèrent donc que 

les protéines El 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 El et E2 tronquées à 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, l'utilisation de l'anticmps H2 a permis d'évaluer l'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 rôle des extrémités 

C-terminales des protéines El et E2: 

- La protéine E2 tronquée (E2t661 ) a été co-exprimée avec E 1 entière dans le 

contexte d'une polyprotéine ElE2. Aucune coprécipitation El-E2 n'est alors détectée. 

-La protéine El tronquée (El~11) a été ensuite co-exprimée avec la protéine E2 

entière. Une coprécipitation des deux protéines est mise en évidence en utilisant un anticorps 

anti-El 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, 

l'utilisation de l'anticorps H2 ne permet pas de coprécipiter El. Cette troncation est donc 

également rédhibitoire pour la formation de l'hétérodimère natif. 

L'ensemble de ces résultats indique que les domaines transmernbranaires 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 

phénomène 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 El 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 identifié une séquence dans la région N

terminale de E2, située entre les aa 415 et 500, pouvant être responsable d'une interaction avec la 

protéine E 1. 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 l'état conformationnel des complex~s 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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1.1.4. Interaction des protéines El et E2 avec la calnexine 

Le repliement correct des protéines peut être aidé par des molécules présentes dans le 

réticulum endoplasrnique. 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 lacalréticuline (Wada, et al. 1995). 

La calnexine et la calréticuline sont deux chaperons lectiniques, ce qui signifie qu'elles 

reconnaissent leurs cibles par l'intermédiaire des glycannes (ou oligosaccharides) (Hammond, 

et al. 1994). La première est ancrée du coté de la lumière 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) après l'élimination des deux premiers glucoses du core de 

l'oligosaccharide par les glucosidases I et II (Herbert, et al. 1995) (pour plus de détails, voir 

chapitre II). L'intermédiaire protéique rnonoglucosylé est maintenu par ces deux chaperons 

dans un cycle de dé- et re-glucosylation jusqu'à ce qu'il ait atteint une structure correctement 

repliée (Peterson, et al. 1995) (voir figure 13). Les chaperons aident les protéines à atteindre leur 

état natif en limitant les interactions non-productives pouvant entraîner un repliement erroné. 

Elles préviennent également la libération.deprotéines mal ou incomplètement repliées en aidant 

à les maintenir dans le RE jusqu'à la fin de la maturation: ce phénomène fait partie de ce qu'on 

appelle le« contrôle de qualité». 

Il a été montré que les protéines E 1 et E2, après leur synthèse, s'associent très 

rapidement à la calnexine et lui reste longtemps associées. De même, l'hétérodimère est 

retrouvé associé à ce chaperon (Dubuisson and Rice 1996), ce qui suggère que cette molécule 

participe activement à la formation du complexe E 1 E2 natif. 

L'étude effectuée au laboratoire par Choukhi a permis de mieux comprendre le 

mécanisme de ce phénomène (Choukhi, et al. 1998). Elle confirme préalablement que El, E2 et 

le complexe E 1E2 intéragissent avec la calnexine. En outre, elle montre que ces mêmes 

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 

diffèrent selon les chaperons. Ainsi, la calnexine s'associe préférentiellement aux complexes 

non-covalents, alors que la calréticuline et BiP s'associe plutôt aux formes agrégataires. Cela 

indique vraisemblablement que ces chaperons reconnaissent les protéines à des stades différents 

de leur repliement. 
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1.1.5. Notion de Contrôle de Qualité 

Les différentes structures et protéines appartenant au RE (ribosomes, chaperons, ... ) sont 

responsables de la synthèse, du repliement, de l'assemblage et de la modification d'un grand 

nombre de protéines, qu'elles soient solubles ou fixées à la membrane. Aussi, certaines 

protéines du RE doivent être capables de retenir ou de dégrader les protéines mal ou 

incomplètement repliées afin de ne libérer que des produits natifs. Ce mécanisme dépendant de 

la conformation est appelé «contrôle de qualité» (Hammond and Helenius 1995). Ce 

mécanisme assume un certain nombre de fonctions: 

- TI participe à la maturation des protéines nouvellement synthétisées en permettant leur 

rétention dans le RE jusqu'à 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 à 

un cycle, où interviennent également les glucosidases 1 et II, qui par des étapes successives de 

glucosylation/déglucosylation vont maintenir une glycoprotéine dans le RE jusqu'à la fin de la 

maturation (voir figure 13). Nous traiterons plus avant ce sujet dans le troisième chapitre (voir 

page 61). 

- Il permet d'exercer un contrôle post-traductionnel de l'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 l'exemple des lymphocytes B, capables de sécréter des IgG ou 

des IgE alors que les lgA et les IgM sont retenues et dégradées à l'intérieur de la cellule (Sitia, 

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

Les critères par lesquels ce système opère une discrimination entre les protéines, bien ou 

mal repliées, sont encore mal définis. Il apparaît évident qu'il se réfère probablement, non pas à 

des séquences spécifiques, mais plutôt à des caractéristiques communes des protéines mal 

repliées ou en voie de repliement: régions hydrophobes accessibles sur la protéine, groupe 

sulfhydryle (SH) libre, oligosaccharides partiellement mis en forme, tendance à former des 

agrégats. 

Néanmoins, ce mécanisme exerce probablement une influence capitale sur le 

comportement des glycoprotéines El et E2 du VHC. 
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1.1.6. Localisation subcellulaire des glycoprotéines du VHC 

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

Tout d'abord, l'étude de la résistance ou de la sensibilité à l' endo-B-N

acétylglucosaminidase H (endo H) des protéines El et E2 a été réalisée. L'endo H clive les 

glycannes maturés dans le RE mais pas les glycannes complexes que l'on peut trouver dans 

l'appareil de Golgi. Aucune forme résistante à l'Endo H pour les protéines El et E2 n'a jamais 

été détectée (Deleersnyder, et al. 1997, Dubuisson, et al. 1994). De plus, l'étude des glycannes 

de E2 et du complexe ElE2, réalisée par Duvet et al., par chromatographie d'affinité et HPLC 

(Chromatographie Liquide Haute Performance), montre que les oligogosaccharides portés par 

les protéines El 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 problèmes de contamination aient pu être 

rencontrés, ces expériences ont montré une localisation majeure des protéines dans le RE. Cette 

information a pu être confirmée par l'utilisation de la microscopie électronique après 

immunomarquage, que ce soit à l'aide de l'anticorps H2 ou d'autres anticorps dirigés contre les 

protéines El 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, l'assemblage des virions enveloppés a lieu par un 

bourgeonnement à travers les membranes du RE. Les protéines d'enveloppe du virus doivent 

donc être confinées et accumulées au lieu du bourgeonnement (Petterson 1991). Par la suite, les 

vésicules suivent la voie d'exocytose normale de la cellule et re larguent les virus dans le milieu 

extra-cellulaire par le biais d'une fusion avec la membrane plasmique (voir figure 14) (Rice 

1996). 

Les processus permettant la rétention des glycoprotéines E 1 et E2 et du complexe E 1 E2 

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. ll est donc vraissemblable que les 

protéines du VHC utilisent également les mécanismes de localisation des protéines cellulaires. 

Les nombreuses études consacrées à ces mécanismes cellulaires permettent d'en définir 

les principes généraux. 

1.1.7. Les mécanismes de la compartimentalisation des protéines 

Les mécanismes de la compartimentalisation des protéines font partie d'un phénomène 

plus général consistant à maintenir, dans tous les compartiments de la voie d'exocytose (RE, 

Golgi, ), les protéines nécessaires au fonctionnement de ces organelles. Cela concerne par 

exemple les chaperons du RE, les enzymes intervenant dans la glycosylation (N-glycosylation 

et 0-glycosylation), la phosphorylation, la palmitylation mais aussi les molécules impliquées 

dans le stockage du calcium et la biosynthèse des lipides. 

Les protéines E 1 et E2 étant retenues au niveau du RE, nous ne détaillerons que les 

phénomènes concernant cette organelle ou 1' 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. 
:' 

1.1.7.a. Mécanismes de récupération. 

Ils sont étroitement dépendants d'une courte séquence présente à l'extrémité (ou aux 

extrémités) cytoplasmique de la protéine. Sa nature diffère selon qu'on a affaire à une protéine 

soluble ou à 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 à une séquence hydrophobe, située à l'extrémité N-terrninale de la 

protéine, qui est ensuite clivée. L'ancrage est assuré par une seconde séquence hydrophobe 

présente à l'extrémité C-terminale. Pour les autres types de protéines, une seule séquence 

hydrophobe assure les deux fonctions (voir figure 15 ). 
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-+ Mécanismes dépendant de la séquence KDEL 

Le tétrapeptide KDEL a été identifié à 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 à 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 l'appareil de Golgi. 

Les protéines portant la séquence KDEL échappent donc au RE, transitent par l'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 l'appareil de Golgi a été 

identifié (Pelham 1990). Il s'agit, dans les cellules de mammifères, 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, entraînant un transport rétrograde du complexe de l'appareil de Golgi 

vers le RE (Lewis and Pelham 1992). La fixation a lieu de manière pH-dépendante, le pH 

optimum étant environ 5.0. Il a été observé que l'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 comple;œs. Le récepteur va alors être recyclé vers l'appareil de Golgi. 

Le mécanisme de ce recyclage n'est pas élucidé, mais un acide aspartique présent dans le 

septième domaine transmembranaire de erd2 semble toutefois avoir une importance capitale 

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

Les protéines membranaires de type I, II ou III (voir figure 15) portent également sur 

leur extrémité cytoplasmique des motifs permettant leur récupération de l'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 à l'extrémité C-terminale. Ce motif est très conservé 
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Figure 15: Les différents types de protéines membranaires 
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parmis les eucaryotes et de façon plus remarquable, entre l'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 à la membrane cellulaire, on note une perturbation plus ou 

moins importante du transfert de cette protéine à la surface en fonction de la ou des positions 

des résidus. Une lysine à la positon -3 a un effet perturbateur plus important qu'à la position -4 

ou -5. Quand deux lysines sont introduites aux positions -3 et -4, ou -3 et -5, la protéine CD8 

devient indétectable à 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, ERGIC53 est une protéine 

qui fait partie du compartiment intermédiaire situé entre le RE et l'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 l'enzyme UDP glucuronosyl-transférase (UDP-GT), 

protéine appartenant au RE, n'entraîne 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 être responsable de sa localisation précise. 

De la même façon que pour le motif KDEL, les molécules reporter portant le motif di

lysine subissent des modifications qui ne peuvent avoir lieu que dans l'appareil de Golgi 

(Jackson, et al. 1993). Il se produit donc un cycle équivalent à celui observé pour les protéines 

portant le motif KDEL, consistant en une sortie .de la molécule du RE vers 1' appareil de Golgi 

puis un transport rétrograde ramenant la protéine vers le RE. 

Les mécanismes permettant l'établissement de ce cycle ont été 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 rôle important dans le 

transport rétrograde puisqu'il a été montré que le motif di-lysine était responsable de la 

polymérisation des rnicrotubules in-vitro (Dahlloi, et al. 1991). De même, il a été 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 l'appareil de Golgi. Elle porte le nom de COPI. La fixation de la protéine à la molécule COPI 

est dépendante du GTP (Rothman 1994). Un autre type de molécule, entourant les vésicules de 

transport a été mis en évidence. Il s'agit de COPII, molécule d'une composition complètement 

différente de COPI, et constituée de quatre sous-unités (Barlowe, et al. 1994). De nombreuses 

études ont permis de définir les rôles respectifs de COPI et COPII. COPI serait responsable du 

transport rétrograde de l'appareil de Golgi vers le RE (Pelham 1995), alors que COPI! serait 

responsable de l'export des protéines à 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 

l'enveloppe nucléaire ont ainsi été identifiées par microscopie électronique après 

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

-+ Mécanismes dépendants du motif di-arginine (XXRR) 

Les protéines membranaires de type ll portent un signal constitué de deux 

arginines, situées dans les cinq premiers aa par rapport à l'extrémité N-terrninale. 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 l'appareil de Golgi (Jackson, et al. 1993). Le principe général 

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

On a vu que l'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 phénomène. Ce sont des mécanismes de rétention stricte. ll a été postulé que 

les phénomènes de récupération n'interviendraient que pour corriger une erreur de localisation. 

I.1.7.b. Mécanismes de rétention· 

Ces mécanismes font intervenir les domaines transmembranaires des protéines 

impliquées. Ceci a été 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 

l'enveloppe nucléaire (Smith and Blobel 1993). De même, les expériences réalisées sur les 

enzymes de glycosylation de l'appareil de Golgi ont montré un phénomène semblable. Ce sont 

des protéines de type ll, 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 l'appareil de Golgi. Ainsi, les molécules 

indicatrices, portant les domaines transmembranaires de ces enzymes, sont bien retenues dans 

l'appareil de Golgi. Les expériences faisant intervenir la microscopie électronique après 

immune-marquage ont apporté la même 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. 



Résultats-Discussion 46 

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer cette rétention stricte. 

-+ Rétention par oligomérisation des protéines 

Cette rétention pourrait avoir lieu en raison de la formation d' oligomère de grande taille, 

ce qui excluerait leur accés aux vésicules de transport antérograde. Ce phénomène a été mis en 

évidence pour la protéine El du virus IBV (avian coronavirus infectious bronchitis virus). Le 

premier domaine transmembranaire de la protéine E 1 de ce virus entraîne 1' oligomérisation et la 

rétention dans l'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 l'oligomérisation (Machamer, et al. 1993). Ce phénomène a 

également été mis en évidence pour d'autres protéines, comme la NAGT 1 (N

acetylglucosaminyltransférase 1) (Nilsson, et al. 1994), ainsi que les enzymes GalT (B 1,4-

galactosyltransférase) et SialylT (a2,6-sialytransférase) (Munro 1991, Nilsson, et al. 1991). 

-+ Rétention dépendant de l'épaisseur des membranes 

Massibay et al. ont montré que les régions hydrophobes · .des domaines 

transmembranaires des protéines localisées dans 1' 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 à proposer que l'épaisseur de la membrane 

détermine jusqu'où la protéine va pouvoir transiter (Bretscher and Munro 1993). Ce modèle est 

à mettre en rapport avec le fait qu'il existe un gradient de concentration en cholestérol à travers 

1' appareil de Golgi qui semble entraîner 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 modèles sont pour l'instant purement spéculatifs et il reste encore à apporter 

les preuves définitives de la justesse de l'un, de l'autre ou d'une troisième 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 concernant les protéines E 1 et E2 lorsque les travaux que 

nous allons présenter maintenant ont été initiés. Ainsi, les protéines El et E2 sont probablement 

les protéines d'enveloppe du VHC et elle possèdent à leurs extrémités C-terminales des régions 

hydrophobes leur permettant vraisemblablement de s'ancrer dans la membrane du RE. Ce sont 

très probablement des protéines de type I (voir figure 15). Ces protéines intéragissent pour 

former un hétérodimère nof!-covalent sous sa forme native. Les domaines transmembranaires 

des deux protéines sont probablement impliqués dans cette interaction. E2 semble jouer un rôle 

de chaperon sur E 1. Les protéines E 1 et E2 ainsi· que le complexe sont retrouvés associés au 

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

De plus, E 1 et E2 ne présentent jamais de glycannes complexes caractéristiques de· 

l'appareil de Golgi. On a pu voir que les protéines E 1 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 à la surface cellulaire. ll a été suggéré dans un premier temps qu'une interaction 

prolongée des complexes avec la calnexine pouvait être responsable de cette rétention 

(Dubuisson and Rice 1996). Pourtant, des données plus récentes ont montré que le complexe 

El/E2 natif n'interagit plus avec la calnexine (Deleersnyder, et al. 1997). L'ensemble de ces 

résultats indiquent que la protéine E 1 et/ou la protéine E2 possèdent très probablement un signal 

(ou des signaux) permettant la rétention de l'hétérodimère 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 El et E2. L'identification de ces signaux pourraient permettre de mieux comprendre 

les mécanismes de compartimentalisation des protéines ainsi que le phénomène 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 bepatitis C virus (HCV) gcmoure ent'Odes two envelope gtycoproteins fEl and E2). Tbese glycuprnteins 
interact to form a noocovalent heterodùeric complex which is retained in tbe endoplasmic n:ticulum (Elt). To 
îdl!:ntify wbether El andior El œntaiD<"i an ER-targeting signal potentiaBy inwJved in ER n:tentioo or the 
ElwEl compkx. the.se prnteins lt'tTe e:xpressed aJqne and their intraœllular Jocalization was studied. Due to 
mistolding of El in the absem:e: of El. no conclusion on t.be localizatîon of its native form could be drawn from 
the expression or El alollê. El expn:ssed in the absence of El was slmwn to be retained in the ER similarfy fq 
El·El rompla. Lniawric prnU!ins in which E2 domains we:~ exchangt:d with cotttspt>nding domains of a 
prntein .normally transpmted to the piU$nul membrane (CD4} were: construded to identify the sequence 
n:sponsihkt f&r its ER mention. The traRsmembrane domain (TMD} of E2 (C·tenninal 29 am.ino adds} was 
shown t# be sulident for retentioo ur tbe ectodomain of CD4 in t.he ER compartment. Replat>:ement of tbe El 
Tl\ID by the anc.luw signal of CD4 or a glyoosyl phosphatidylinositul {t;PIJ muie:ty led to its expresskm ou the 
œil surface. ln addition, replacement or the: El T'MD by the aneh&r signal of CD4 or a GPI moiety aboJisbed 
the formation of El.IC.! complexes. Togetber, tbese results suggest that, hesides having a rule as a membrane 
ancbor, tbe TMD qf E2 is invotvtd in hoth complex furmation and intraccUubn- localimtioo. 

Hepatitis C virus (HCV) is an envdoped virus which he longs 
tu the f1ativiridae family (15). lts genome encooes two mcm· 
brane-assodated envelnpe glyet:Yprotdns (El and E2). El and 
E2 glycoproteins interact to fo:rm a complex which bas been 
propœed as a functional liU bu nit of HCV virions { l1, 17, 26, 
41 }. Characrerization of HCV gly~:.vprotein comph."X formation 
expressed by using the vaccinia/T7 or Sindbis virus system 
indicates that a majority of HCV glycoproteins are misfoldcd 
(9, tl). Recently, wc have pmduced a monoclonal antibody 
(MAb) which recognîzes properly fQlded E2 and predpitatcs 
native HCV giyçoproteîn complexes but not misfoldcd aggre
gate.s (9). Property folded El and E2 înteract to fo:rm a het
erodimer stabitized bv noncovalent interactions, and the kinet· 
ics of association between El and E2 indicate that the 
formation of stable El-El complexes is slow (balf~time of 
a&~x:iarion f 2 h). The folding of El and E2 has been 
studîcd and that formation of intramolecular distd-
fide rond<> is slow for El (t~;:: > l h) whercas it is rapid for E2 
(12). Hy using lluman and mouse M1\bs, it bas heen sbown that 
fülding of a subdomain(s) of E2 rorrelates with acquisition of 
intramolecular disulfide bonds but that complete folding of E2 
is slow (tv2 - 2 h) (9, 19). In addition, El expres.'>èd in the 
abseni.'C of E2 does not fold properly, suggcsting that E2 plays 
a chaperone·like mie in the folding of El (32). 

The HC"V glycoproteins are heavily moolfied by N-linked 
gly1.'0S)'lation and contain hydrophobie domains in their car
bo.xy-te:rminai regiot4'> acting presumably as membrane an
cbo~ giving tbe proteins a type I membrane topology (43). 
The E2 glyroprotein extends to residue 746 (positîon on the 
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polyprotcin), and deJetions of at !east 3l C-termînal amino 
a<.ids kad toits ~cretion (47). This îs in tK'eordance wîth other 
data proposing that the hydrophobie anchnr domain hcgins at 
am.îmJ acid 718 {33). However, oniy a shmtcr secreted form of 
E2 glycopmtcîn ending at amino acid 661 appears to be pmfl" 
erly fntded (32). For El, a larger ddetion (71 amim) aeids) 
secms to be necessary for its secretion, but this secreted pm· 
tein i'i not propedy folded (32}. 

Due to the Iack of an efficient. ce fi culture replication s;-stem, 
HCV particle asscmhly and release have not been examined 
dircctly. How~>ver, the Iack of complex glycans. the endopla.'i
mic reticulum (ER) locdization of expressed HCV glyropru· 
teins (11, 41), and the absence of these protdns on the ccii 
surface (11, 49} suggest that initial virion m':>rphogenesîs may 
oc·cur hy budding into intrace!lular vesidt.'S. More recently. we 
have c<mfirmed that the mature El-E2 hcterooimer does not 
leave the ER, suggesting that El and/or E2 contains a signal 
for retention of the hetcrooimer in this compartment (9). 

In thîs study, we show that E2 gtycoprotcin expre!t~d atone 
is retained in the ER similarly to the E1-E2 hcterodîmer and 
that a signal for ER retention of E2 resides in its transmem
bram:: domain (TMD) (C-termîn;d 29 amîno actds). The evi
dence for this retention signal was derived from expression of 
chimeric proteins in wbich E2 domains were exchanged with 
correspnudîng domain,'> of a prmdn normatly transpvrted to 
the plasma membrane (CD4). 

MATEJUALS ~'1> MEniUUS 

Cdl ntltllff. The U~>Z. Heu, CV.!, and i.f3B (thymidine ldna$è>dcl'.cleut} 
œll lint:~ were obtamed ffnm me Americm Type Culture ü>U«t:ion. Rt>chilk, 
Md.- Cd! n«m<>klyeN wer? grvwn in Dukct<f~ nll>dilled ~ntial medium 
(Œhu> BRL) s:uppkm.:nted whh 5<:+ k<t<~l b<:wme serum. 

1'1-id ~ Ph1-i~ C1pt~5ing dlimerk pr<Jkin• "-'ete oorutr~A"ted 
!ry u lrtandard nwthoo (45}, I'Jrieil:y, DNA SC'JUCOCv1i <lf pmtcin d<Jmii$> wer<: 
intt<l®œd inm pl:~•mid pTMi (35) !:oy l'CR wit.l! appropriât.: (;iignnock<!tilk:;c 
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and kmp!lUc~. Pb>tn!d>' cxprc'>Sing <:himcril: pmwins wen: <<>nJ><mcted in rwn 
stt~p$ by lntrodudng ~,;e~*~vcty t.hc. sequence-fi ni düm~.tins ftf'ttn t"Wl.:t dHf~f(:tn 

.P:tt.Jteitl~ A unùtue -rç~lr~ct-kln ~te Wiï.~ ünroduœd :ât t.bc jur~bon t'*el"'t.en tht:. 
;;cq~~<.tOCI$ dctivecl irnm !IN twv pnncln" fur \.'h.ming ücility. HCV >equcnces 
w.:rc amplilkd l'fnm H >train (! .~) d<.>!W~. Pla;;mitb pTM vt::.\J71-(>(!I }·DAF ;md 
pTMtF2(3:7l-'l7H)AF .:xptc'IS E2 "<."qucnccs wit.fl '' ~Tn>yl phr~i;;u.iwàin•,. 
1il<>l (GPfi anebor. ·me.,., twn phNnid~ contain th.: signai sct;ucn .. <ë of EZ :md the 
i<.'tJUCnce of tbc è<'!<ldmnain of E2 nf pan üf it ill fu;;ion widl th'<' kt>t JI aminù 
acim of dtc<eay-au:ckrating iunor jDi\Fi.. lktwem th1!se mY• ""''i'*'n~. tlwn: is 
a jum:ho!l .equen.:e enmdiug lwn a&Hüon11l amin<J adJ> fl1u ;md Ar;). f'h%· 
midi> pT\.H;E:::{37l-6fil l·CD4(37J4J5) aful pTMlit:::2n71-717J-CH41J7+435i 
tc>mtain the signai scquei'I<X uf EZ <tnd tbe sc<!Ui:ll<'t: ut the ftcll:>dnntain <;>( h:! M 

part nf it in (tl;;t<>U with the CtcrmiMI tû amim; acidl< of CD4. fktween !11.:..: '"'" 

;;,;'ltiCIK<t:" !!lere il> " Jnnctkm scquenœ c~coding twn additiümd ounintJ "'iü> 
(Thr and Ar;} Pbsmids pTMUCI)40-Yll}·E2fli61·746} Mid pTMI!ClMO· 
37l}·E2i7hV146J >:nntain the ->i$nal .;eqncuc., nf CD4 iüllowe.J toy the ""'!UClKt: 

vf it~ <:<.i<.>di:;maiu in fu~ion with the (' ·tcrmiMI 1>5 nr :l'J ;;mîn<! aci<k <;f EZ, 
fktween the;,: to>x> ""'fUtc'lll:L':!i. Hrerc iO> ;t jum:!i.>n >etjutnœ <:!1<.\hling two addi· 
tlomù amin<:; m:id~> \Giy and S.:t). l'ht$!llid pT~U/C04 etmr:Üil$ lh<t >eqm;nœ <)f 
Uw <'!JÛN C04 gl)•tnpmtein {amin<> •l<::ids t tn -t35) and hs $ignai tequ.:ru:,;. 
Pl>llimi<l> C<mtaining 'IL'qlle!ll:t'< ampltfkd !)y PCR w.:rc •erifled by >equencin;. 

(leru:ralkm and !lfU"1:h at viru~. Vaecinia \'ir~» rccnmhlnantc> were gerKr· 
<nell toy hmru:!lùj!(>U$, rél:<intbinatlün c~>entially a; Jm:ribed prevk>n11ly {24) and 
plaque puritwd twl!z (>tl tllym.iiline kina~·dclldcll! 14JB œlb umkr bnllllo<k· 
11:~1tridîne (50 w.g/m!) sd~'<'!ivn, Stock~ <>f vTF7-J {a 'tltcinia virtt<; recombinant 
ctprcl'>ing the T7 DNA-4cpendcnl RNA pnlym<:t;t,;c) (161. lhe wikï·tYtx vac· 
cinia viru.'i Mnin, C"f'Cn!:lageo. and ib thcrm<nen;.iiivc dcrivahve t• 7 (tot and 
\'acdn\a virus re.:mnblnant~ c~-;ing HC.'V pnndn. <Jr dlimeric pmtcin"> wct>: 
gmwn and titmtcd ùn ('V ·1 <.'tl! fllrnl<}laycl,., 

Va.xinla vim;; œcomblnanl!> vUCV111h.'«~l. vHCV31l-llt:l9. vHCV37!·Mt 
and vtlCVl-3S.3 bave bten dc11eribed pr>;,'Viou:~ly tl4, 3:!}, 
Anti~. MAIE US3 (ami4S2!41:i!) and OKT4 (auri·CD4 [421) wcn; u.x'>i ln 

tlli~ wu1k. CO!\Ct'ntra!.:d Mi\h< werc prfulu~~d in vitro by •ll;iog a Mhlil'trm 
appM:lltt~ (Heraewij as recmnnll;nded try th.: manufacfurcr. 

Metaholk bsbtiing and lumm~pltatimt. Cdk wcre inf\;ckd with the 
apprt!J)fiatc v;K'l:inia virus r.:eombiuanh aful mcn>lx>lil:aHy labekd widt T r.w1'S· 
label (lCNJ <~." pte"iou..'lly <kscrihcd ( ll }. L11btkd iltlc<:K<tl œlls werc tbcn l~d 
witll 05'+ Trîtml X· lOO in ~0 mM Tri~-0 (pH 75)- l5iî mM N<!Cl-Z mM EDTA 
lmmml<JPrllcipltaliollS werc rurried mH M d~>;.eribtd pr.:vi<»t>ly ( 12). 
~~ ~lkms. !mmnnnpreeipitated prnkin> wcrc dukd from 

p«>tdn A-S.:ph:tf'<>iie rn JO 1'-l üi'.Jisnx:iatiùn bulfcr (05% >*.>dium d<hlt:C}J wtfate 
!SUSl and 1 '+ 2-mcrrnpt(>cthauni) l>y tx#Hng à'!f 10 min. The pnrtein >ample• 
w.:r.: tllcn dividcd intü l'A~) cqual pürtions for digmtm wilh cndo·~·N·t~œtyl· 
gl-mülid~;;e H (tondr> H: New Englaud niolabsj or llti digestion (control). 
Di!I'-';\ÜOI!.~ wcn; carried out for 1 h at J'PC in the bulf<:r pwvi<kd hf the 
nmoufatmœr. Dig:t.>Sted ~ilmjlic~ wcrc miJ~Cd with ~~~ ~..:tuai volume of 2 x l.acm· 
mU >mvpk bull'cr and M\àly;red by Sl}.'>-pulya.:ryl;unidc gd dcctrnphnrc>i.> 
{PAGEl. 

Pl-PL(: tnmtmmt. l'bt>Sph~lidylimnit<>l·•f>t.>cilk pb<~huliJMsc C (l•t.J'LO 
di§C!itintb were ~tiùrmed mt HeLa feUs infcc:t<:d hf the appn:;pril.tc vaecinia 
virus ttXOmbinallh a.rui !J<bckd wilh !"'Slmeiliinniru;. At 24 h poslinfcctivn. 
infe<.'ted œih werc wasbed twke with ph<:wpb<ne·bulfcrtd >aiiuc (PBSJ ;n 4'C and 
nem;.pcndcd by pipçttint:" Ccli~ wcre th.:n iru:11b<rt,;d with 05 lJ of Pt-PLC 
01o.:hringcr-Mannhciml pçr ml in PBS tm 1 ha! 37C Cel!>. and ~upematant 
wcm han,cst<td and anu.lyzed by immum;predpitatinn to detcet glywpmtdll 
l~XpfCS$Î(l!l. 

lmm1111o~-. Su!lc<>n!lucnt lkpG:Z nr LV·l œil!' grnwn on ti!Vtniip;; 
were infœted by tbc apptOfll'il!te vacd.nia virus recvmbinam;, at a multip!Kcity v! 
inf<:<.'li"n of I PFU!cclt Al 12 h postin.hK<ion, œtb were fhcd !ur 10 min "'ilb 
iompropanol ur para!<mna!deh)'!k {4~~, in f'R'i}. Cdh lixcd wilh paraformaldç. 
hyde wt>W permcabilitcd or not for 30 min al ronm t~mpemmr~e with TiLY 
buifcr~td i;~line cnnmiuütg tt l'cf, Triton X-H!Q. Cdh ~'eN sta.inro witb ami··E2 
Mf\b H53 (di:tutkm. L60!tl nr ;m.tH::'D4 MM OKT4 ldihni.:m, 1/100) tol!<)WI:d liy 
rllbhit ;mti·mousc (rlu>daminc oonjugat.:d; OAKO) ''r donkcy an!iw!lli>U«: (tlw 
O«:><:d!l i><.>tfli<X)'à!lat<; fi'f!X:.}t:unjugated; J:~cksvn) Îlllllllm<>glohulln (di!tttiüil. 
1/HlU). 

flow nlmDclric rumlvsb. Fot detccti<>n (>f œil ~urta.:e .:xpr..,.;•ivrt <.>f ;:him<>rk 
prnkins..HcLa cc!l:> gr:.wn !Il ,;h;:~wctl pbkl; were in.fœœd wirh the appropri;l!c 
vaccinia vim;; R'<.:nmbinanh :lt a mulliplkity of ink<:tit>n ,,f 5 PFtJ/.cdt At 8 h 
P<J;,tinkction, cd!> wcre waohed IWi!z with PUS at ,re ilnd rcm•~.tlded hy 
pipcttiog. C.elh infctc'ted toy n.x:ombinaru~ expre&'iins lbc e,.;Hxinmain <•f E2 wcre 
nained with ;)!lti-EZ MAb H53 (dilntkm .• lt6110) ft>li<>WW !>y HTC"'onjug:ncd 
rabhit anti-mmt;w immunog.k>l>ulin {dilutivn, tilll!l: DAKO). Ceih iruec!ed by 
rcrombiltamx cxpre1i\lng th.: œtodm;naill <Jf <J)4 we;., stained wiüt flfC<:nn· 
jugated anü~CD4 MAl> 138&.2 {ditutinn. ltHJ!l: ltnmll!K>tech) .. Stainetl ectl;; werc 
lîxcd in PBS-1 'if. paraf•>rmaldcbydc fùr 3U min. rcr>Ulipcllili:d in 1 ml of I'R'i. auJ 
:illbjected to flow g.'tollletrie anal)'l!is With an Epk'!t-l'r<Jiîle Il (ü.mlter). For cach 
sample. Hf' edb were analy~ed. 

HG., L toafu:ation toy indirect ünmunoilm:m::..."Cm:<: ·~f E:Z. cxprc&sed m the 
prcscfl<:>: ''r a!!scnce of El. CV-lœlk <>o:;n: ,;uinfe.:tcd "'itll vTF7·3 ,md cithn 
vHCVlfO·S09 (El·E:Z) or vUCVJ1H!09 tE) M a multipfidty \)f iaknino nf 1 
PFUiooL Cdh wen: fued with illopruplJJ)t)l at 12 h po&Hruccti<>a aa..i lmmuw:>
~taincd with anü·E2 MAb HSJ. 

RK'iULTS 

lntraœllular localization of E2 expresstd in the absence of 
El. ln order to identify the signa!(s) involved in ER retention 
of the native HCV glycopmtein cnmplex, E1 and E2 were 
expn.'S..wd alone. Immunofiuort.-scence studies and :malysis of 
its endo H sensitivity indicate that El expresscd ln the absence 
of E2 does not l<:ave the ER (data not sh<:J\\'11). Howevcr, wc 
have shown reœnùy that Ctk>xpressinn with E2 is requircd for 
the proper folding of El (32}. 11terdore, whcn El is cxpresscd 
ah.>ne, wc cannot diticrentkttc an ER localization duc to a 
specifie signal from a retention causcd by misfolding of the 
pmtein (20). Duc to thîs prohlcm and since E2 folds pmpcrly 
in the absence of El (32), on!y the intraccl!ular localization of 
E2 was studîed in this work. 

A ronfurmation-scnsitîve E2-reactive MAb whkh rec~
nizes the properly folùed form of E2 (H53 [40J) was used in 
this work in order to rcduce the background due to the pres
enœ of misfolded proteins, In puL'Se-chasc expcriments. this 
MAb prcdpîtates E2 witb kînetics similar to what has bçcn 
observed previous.ly with another MAb (MAb H2 [91). How
ever, since its relative affinitv is higher, MAb H:B înstead of H2 
was used in this studv. ' -

lmmunofiuoreseenee studies indicated that the întraccUular 
lncaiizatkm of E2 in the presence of El is similar tn thttt în the 
absence of El and that the proteins showcd an ER-likc distri· 
bution of lluoresccnce (Fig. 1 ). As anntbcr îndicator of intra· 
cellular trafficking of E2, wc also examined the acquisition of 
cndo H resistance. Endo H rcmoves the chitobiose core of 
hîgh-mannose and lKmu: hyhrîd forms of N-linkcd sugars but 
not the complex forms (44), Resistance to digestion with endo 
H is indicative that g!ycoproteins have nwved from the ER to 
at .!east the medial Golgi apparatus and trans-Golgi apparatus, 

~ars ••re a1jd1~d. The sensitivitv of E2 to 
H wa.~ studied in pulse-chase éxperiments 
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HG. ::t Sern>itivily n! E2 to cndu H treatmt."t!L Hcp<JZ cclt~ WÇ;c coJn!\x'lc•i witll vrF?-J ;:md vaccinîa >'inL~ n;ç;>mlliru~nt;; .::sprè'>oing eithct EH'2 (vHCVt7fJ~J'J), 
E:Z (>UCV37l·S09}. or a truru:atcd ftmn of E2 (vHCV371.00l) at a mul!ip!kity üf in.ic<'tiüll üf 5 PFlFœlt tnfecteJ edk wcrc pub<:l-lnbekd for W min ;;nd tfu;sn! Ü>r 
the indkated timc> fin h<mril. Ccli ~'S.'\tc~ wctc intmun<>prcdpiwkd wilh l\.fAb H53 m'~<i them ncah:d '''nor with .:mln fL $amples w.; re "<tparatcd by SDS-1> AGE 1 Hn: 
pt4yacrylamidc}. l'kgl)'·fiJ><Yiated pmtelwl are lndie•nttd by a$lcrim. The >izes (ln !cilo®ltml$) t>f pn>kin mokrular m<~M !l!llrltcr:s. are iruikutc4 ml th<: right. lhc 
pn.'ilictcd wql!Cnœ of E2 ;:ont,tin~ ll N-linkcd fl<)ltntial glyco-~bnkm ;;itd. 

(fig. 2). Similar to what was observed for E2 ux:xprcssed with 
El (fig. 2A). nn endo H-resîstant fonn was dete<.ied for E2 
expressed in the ahsenœ of El even after 4 h of chase (Fig. 
2B). This suggests that E2 expressed in the absence of El does 
not reach the medial Golgi apparatus and trans-Golgi appara
tus. To conlirm tbat E2 glycans t:an be mooified hy enzymes 
present in the medial Golgi apparatus or trans-Golgi appara· 
tus, the scnsitivity to digestion witb cndo H was anaiyzcd for a 
truncated form of E2 whidt is secreted (32) (Fig. 2 C and 0). 

T ogether, these results. similar to what hus heen previously 
tlhserved for native El-El ;;:omplexes (9), stmngly suggest that 
HCV glycoprotein E2 expressed in the ahscnL'C of El is re
tained in the ER at steady state and does not <.:yde fartber than 
the ci.,-Golgi apparatus. This also suggcsts that an ER reten~ 
tion signal is present in El. 

The TMD of El is sulftcicnt to main, in the .ER. the ectothr 
ma.in of a protein which is normally expresS«~ tm the <:eU sur* 
fttee. The ER localization of E2 (sec above) as weil as the 
secretion of a property folded tnmcated form of E2 (32) sug
gests that an ER retention sîgnal îs present in the C.rerminal 
85 amim> acids of E2. In order to test this hypothesis, a chi· 
merl<: protein containing the ectodomaîn of CD4 (a pmtcin 
normally exportcd to the cell surface) and the C-terminal 85 
amino adds of E2 was constructed (CD4-E2,,.,2 {Fig. 31). ln 
addition. sinœ secretion of E2 proteins with shorter deletions 
has also been observed bv others (47), a second cbimcric pro
tein eontaining the C·terminal 29 amino acîds of E2 in fusion 
with the ectodomain of CD4 \\<IS constructed {CD4-E2-r1s [Fig. 
3)). Expression of these ;;:himerîe proteins wa..; ana!yzed i.n 
pulsc·eha.'IC expe:riments followcd by immunoprccipitation 
with an anti-CD4 MAb {OKT4) and compared with the ex· 
pression of CD4. As shown in Fig. 4, neither CD4 nor the 
chimeric proteins showed any modification in their ekcttt). 
phoretic mobilîty ovcr timc. However, the întensity of the 

chime:ric pn>teîns started to dccrease after 2 and 4 h for CD4-
Eltili:t and CD4-f.:Z.18, respectivcly. wbereas ît remaîned con
stant for CD4. suggesting that the chimerîc proteins have a 
shortcr half-liîe tban CD4. This is pmbably due to degradation. 
T o evaluate whether or not they !cave the ER, the sen:dtivity t}f 
thesc chimeric pmteîns to digestion by endo H was analyzed in 
pulse-chase experiments (Fig. :>J. The CD4 pmtein cootains 
two N-lînked glycans, and on1y ooe of them becomes endo H 
resistant (48). During the puise, CD4 wa.<s sensitive to endo H 
treatment, and its resistant fomt wa..; dctected after l h of chase 
or more, wbercas the chimcric proteins remained endo H 
sen'litive even after 8 b of chase (Fig. 5). This suggcsts that 
t1)4-E2r;t;:z and CD4·EZt1s do not reach the trans-Golgi appa
ratus. 

Cdl surfaœ expression of these proteins was analyzed by îm
munofluorescenœ and flow {.:ytomctry. CcUs express,ing CD4. 
CD4-E2r,;n, or CD4~E2m; and fixed wîth paraformaldehydc 
wcre aU pt)Sitivc as determincd by immunofluorescenœ aftcr 
permcabilization wîtb Triton X-100, wbereas only Cf)4..ex. 
pressing ce!ls werc deteeted in the absenœ of detergent {Fig. 
6). The absem:e of detectable CD4·E2662 and CD4-E2115 on 
the surface of cells infected bv vaccinia virus ret:nmbinants 
expressing these protcins was · confirmed by flow cytometry 
(Fig. 7). 

Together. thcsc data indicate that the TMD of E2 ptays a 
major role in its retention in the ER. 

Rt!plaœment uf the TMD nf El by the andttM' and cytnplas~ 
mie domains of CD41ea:ds to El expression on the ccli surface. 
To evaluate the absence nf an addîtiona! retention signal in the 
ectodomain of E2, other cbimeric protcins containing the 
ecrodomain of E2 ending: at amino add 661 IE~rCD4) vr 
717 (Ek;.17-CD4) in fusion with the C·terminal 62 amino adds 
of CD4 wcrc constructcd (Fig. 3). These c:himcric pmtcim 
were analyzed as deseribed above \\ith a L'onformatîon·sensî· 
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FIG. 3. Sdlcmark n:prescntminu <>f !he patemal prmeil>$ E:: and 0)4 <Uld .:bimcde pn:>tcim """'d trl this 101ndy drawn tc s.\lk. E2,;,-Ct>4, "'*"-lamain of EZ. 

kiding ifi <>;crminal 56 <tmin<' ;lcim,. fu.,ed 10 rhc TMP and cytopbsmie Jvmain nf CD4: El~, rCD4, ;;çu!(lomain nf E2 fu.wd !<> !he TMD ;md cymp!asmie <k•m;ün 
ùf !:T»: CD4-E2"":::' edndrml!lin of CD4 fused h! the C.term:in11l SS aminn aci<h <.>! E2:: CU4-FZ.,., i:çlll<lnmttin nf CD4 fu'ltd tn the TM{) d C:Z (Ç-Wrminal29 c>mÙI<J 
RCÎÙ$); E2M,..<JPI. .:ctodomain nf El.lacl!ing il& C.terminal54 amino add<:;, fus.;d w :he C·kmtimll 37 aminn '"'i<h t>f OAF; E!,.,.oPJ. <éch~<.!omaln of E2 fuw;l hi 
tne C-tcrmitMl 37 aminn ;wid~ Hf OAE The cdnd<:Jmaln of EZ b ffum aminn :<cid 3#4 m 717 (position <'Il the polyprotdn) <>llrll!t.; TMD of E! fmm c>mino MciJ 7l8 
m 746 .. The e~"tnd<:>m:lin of Cf)4i.~ from amim> acid 1 tu 373, i\.s. TMD is from aminn a1J 374 w 59~, ;un:l 1ts cvnnuiic d<:imain 5 fmm amino M.id 3% to 4J:'L D<:taib 
on <-'<1Miruclion~ arc reportcd in M;~h:ori;tls auù MctllüJ;;. (Bî C~i:rm.inal p<minn• nt E2;,;;1-GPI and E2·•n<Wt The arnim> acid st:<{UCOC.C$ idtmlfy lhe ju!lèlivn bttt>'etll 
the E2 cnüd<:>~mlin or ils trurn:ateJ form :md t!li: 37-amin..:rachl GPI ;ulChnr additi<.>n wqucnœ from OAP. lktwcen !hc'ie two '$i0Qtwnœs, therc h ;1 >eqni:rn:t nf twu 
addi!.im~a.l itmlno ;!;;i<h rcH!lting fmm cknti!Jg. ·n:~e a~te.risk lkk>w the Sa in th<.• f)AF 'IC<juCtR>c indicatcs the pmdi<:loo poilll nf alt•~lt f<>r the OP{ :;f~i:hor (34). 

tivc MAh (H53) whîch recognizes an epitope present in the 
ectodomain of E2. ln pulse-chase cxperiments, two bauds were 
detectcd after immunopredpitation of the chîmcric proteîn..-; 
(Fig.. 8). TI1c glyropmtcin EZ and the fast-migrating forms 
E.Zr,.,1-CD4 and E2;17-CD4 sbowe.d similar moleeular ma..-;ses, 
The intcnsity of this band increascd during the first 2 and 4 h 
of chase for E11;,wCD4 and E2717-CD4, respcctivcly, and then 
dcereascd. The slow-rnigratiug band, not detectcd forE'. ap
pearcd aftcr land 2 h for E26M·CD4 and E2r17-CD4. respec
tivcly, and pcakcd after 4 h of chase beforc starting to decrease 
in intensîty. The slow migration of this band is prohably duc to 
modification of the glycans present in the chimeric protcins, 
lndccd, it was cndo H resistant (Fig. 9}. suggesting that E2,n· 
CD4 and E2r17·CD4 reach at lea~t the medial Golgi apparatus 
or trans-Golgi apparatrnt It has to be noted that the slow· 

migrating baud had a lower intensity for E2711-CD4 {sec Dis
<."ussion). 

Ccii surface expression of dtcse chimeric protcins was 
analyzcd by immunofluorcscence and flow .;:ytometry. C.ells ex
pre.'>.-ùng E.l E2r,1wCD4, or E2717-CD4 and fixed with pamfor· 
maldehyde wcre ali positive as determined by immunofluores
ccnœ aftcr permeabibzatinn with Triton X-lOO, whercas only 
E2.,.n·CD4- or E2,n·CD4-cxpressîng cclls were detccted in 
the absence of detergent (Fig. 6). CeU surface expre&~ion tJf thcse 
chimerk protcîns wa<t confirmcd by flow cy1ornetry (Fig. 7). 

Together, these results indicate that rt..-placcment of the 
TMD of E2 by the anehor and çytopiasmic domaius nf CD4 
lcads to E2 expression on the ccli surface. 

Replacement of the El TMD by a GPI moiety leads to 
expression orEl on tbe œil surfaœ. Many cellular proteins are 
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FKL 4, E'f're;,;;itm f)f CU4. CD4·E::,z, ;md Ct'>4-E1n~ ;nlllly;œd in pnho:<na5<' txpt•rimenu, HcpG1 ~~~~ wen; e<>infe.:te4 will! >TF1-3 and tl\;; <~ppmpri:.k vmx:ini« 
virus rc.x:>mhimm! ;tt a muitipfidty of ittknkm nf 5 PFIYedL lnkncd t-Yih were pu!S~t·!ahe.led Ù}t 10 min a!ld ebas.cd [nr the inâicated ümet (in lrour5), Cd! ly~at~ 
wcre immuooprceipihlhod with MAb 0Kl4 {anli·CD4!, Samp.k~ werc ;;epanucd ry' SDS-P A(}E (Hi% p<Wyl<<..'f)'!amkk}. The >.iLes (in kil;!daltn!h) of pwœin mol<:eular 
lnJ!;I> marke~ are indiw:led vo th\': rigbt. 
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HcpG::! cclls wcrc coinl«:tcd wi!h •Tf1<} ;md the appropriate V~Tinia virus 
rco:Jmbinam a! a multiplicity nf infection of 5 PFlHcc!t fnfencd t:dls Wete 
puis~Hahckd f(!f lO min and 1.1wcd fur !he indkated timc)' iin luwrs), Ccli 
ly)'lttc& wcre immunuprecipitah:d widl MA» OKT4 and ilu:n ttcatcd nr m:n with 
cndn H. Sample> were >epnmled by SDS·PAGE (HY:ii· iJ<:>lyactylamirlc). Dcgly
c<»y!ated pmtcius are indic.Jtcd by asteti!J>Ji, 11re :ili:cli (in kilodaJt4nfl {>f pr<ncin 
nmlecular ma&~ marKen are indii.'<Hed on the nght, 

embedded in membranes vîa a GPI anchor {S). To cvaluate the 
influence of a GPl am:hor on the cellular' Jfx:alization of the 
ectodomain of E2, dlimeric proteins with a signal for a GPI 
anchor wcre ronstrueted. Replacement of the normal TMD 
and cytoplasmic domain of scvcral othcr type l integral mem
brane glycüpn)teins with the C-termînal 37 amino acids of 
DAF confers GPI anchor addition (7, 23. 25, 27). E2""1..0Pl 
and E2717-GPf were constructed by appending the 37-amino· 
add signal of DAF to the ectodomain of E2 (E2,17-GPI) or a 
shorter form thereof (EZoo 1·GPl) (Fig. 3}. 

In order to show thar a GPI molecule bad inrleed been 
added and W4'i respnnsible for ancboring the ectodomain of E2 
in the ecU membrane, the sensîtîvities of tht--se chimerîc pm· 
teins to PI-PLC digestion were evaluatt.'<-1 (Flg. 10}. In the 
absence of Pl-PLC treatment E200cGPI and E2711GPI were 
not detected in the supcrnatant. whereas after PI-PLC treat· 
ment released proteins could be predpîtated by our E2-reac
tive MAb but not in the co.ntro! expressing E2w;cCD4. In· 
traceUular expres_~ion of the recombinant. proteins bas been 
confirmed by immunùprecipitation with the celUysate as anti· 
gen {Fig. 10). These data indîcate that E2;:,..1-GPI and E271r 
GPI are anchored to the membrane via a G:Pl moiety and that 
tbdr ectodomains can be rdeascd by digestion wîth PI*PLC 
The.'iC two proteins were studied in puls<.w:base experimcnt:s to 
test their scnsitivities to digestion by endo H and cxamined by 
immunotlutJrescencc to analyze their expression t:m the eeU 
surface. Resillt:s were very similar to what w>as ob$erved for 
E4,;1·CD4 and E271rCD4 (data not shoWJl); înilicatlug that 
the addit.ion üf a GPl moiety to the ectod .. w;un of E2 leads to 
the expression of E2 on thè cel! surface. 

ER RETI::N"fiON SIGNAl. IN HCV GL YCOPROTE!N El 2U17 

Rq>lacement of the TMD of .E2 abntistws the formation of 
El-El complexes. Results obtained in this wnrk srrung!v :mg
gest that an ER retention signal is present in t.hc TM6 ;)f El. 
However, we cannot exdude the presence of anmher signai in 
El whîch cnu!d partîcipate in ER retention of the native El-E2 
eomplex. The presence of a potential retentinn signal bas not 
been studied in this WtJrk, sim.<: coexpres_sîon with E2 is re· 
quîred fnr the proper foiding of El (32}. As an alternative way 
!o study whether a potential retention signal în El couid also 
be invnlved in retainîng the native El-E2 complex în the ER, 
El was coexpressed ""itb the cbimeric ft)l1US of r:1 pmduced in 
tbi." work:. Howcver, El did not întera<."t widt anv of thcse 
chimerie proteins as shown by immU!li>prccipitatimÎ (Fig. lI), 
suggcsting thtn the TMD of E2 is involved in HCV glycnpro
tein intctat,'fions .. as pn.~viously propüscd (32, 47). 

DISCUSSION 

Envcloped viruses acquin:: tbeir envclopcs by budding 
through one of se\>-eral bost cellular membranes. A large nom
ber nf enveloped viruses bud through the plasma membrane. 
Severa] .,')ruses. howeve:r. bud at internai membranes. such as 
thosc of the ER (e,g., rntaviruses), the ER-Golgi apparatus 

-TlllTON +TRITON 

El 

~.·CD4 

Ean,-CD4 

FtG. 6. c.:n ;nutare expraœ of cltimcric prott-it>& anr•lyzed by indirect 
immunt>iu<W.t#Ci)m'e, Hep(J:2 Llèlls were o:;inf.::dcd witb vTf7<i and !he apprq. 
printe va~.'cima vtrus recombitmnt at a multiplicity ni infcamn of l PFli!'<-lèll. 
Ccils wet~t fited with ~f<nl:lh'ilddzydc at 12 b ~link-..ifua permc:iliiiiRJ or 
not with 'fdt•>n X-lOO. and immunt:!Stairn:d wilh ;tntt.Ill (EL E2,1·CD4. and 
E1,1~·CD4) ()f a!llH:I)4 {(:04, l1}4..E~. and CD4~li2"1,} amil:il:ldk& 
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FIG~ 7~ c..,a \Uffaœ expn:'ISinn of chin'M:k: pmlciru. lutalyted by flow i.)1ümdry, HeLa «lh were <:t:•inft:ctcd with vTF7·.J and tllc appwpriatc vaccinia Viru• 
n.>t."<:>mbimm! at a multiplk:ity of infection of 5 l'FU!t"llll. At S h ~>Stiufttlion .. ;;dh wcre immoM>taim:d with anli·E:2 (EJ. E2..,1--(:t)4, and E2m-CD4) MAl:> H5l 
t<,Uowed by FlTC..coojuga:ted rahbit a:nti-moosc immuqk•lmiin ur with ffi'(\{·nnjug;ated anti~.'D4 MAl:> 138&2 {CD4, Cl>4-E:Z..,~, :md CD4-EJ.,.,,). Staincd ecUs 
w.:rc ltwd in PSS... H'ê parnrormaldehydc t><fow ilow qtt\mctric ~h. Tbc !nd üf .:e!t rurta..-e e:wrcs;;iun i~ ind.\;;ab;û by the >hi ft <>f the soM histngr;nu (MAt> H53 
plu> fffC wnjugatc or MAil IJBS2} tn the righi ftom the ~"n <:ùntto! hhtngmm tHTC coojugate akm.: fur E2. f.:1,.~,-CD4, aml E2nr<::D4; MAb l3BK2 on 
unillfct,"tcd œlh fur CD4. CD4·E2,.,,, mid CV4-F.2,1~). 

întermediate \.'ompartment (coronaviruses), or the C:rolgi com
plcx (&tttW'iiridae) (18, 38). ln them:: cases. virus panicte.' are 
re!eased from the infected œlls eîther after ccii Jysis (e.g., 
rotaviruses) or after transport of viru.~ontaining vesicles to 
the œU surface ( e.g:~ coronaviruses and buny,wiruses), in which 
case virus panklcs are released after fusion of these vcsides 
with the plasma membrane. For viruscs whîch bud intraœllu-

l.arlv, there ueeds to be an accumulation of the viral membrane 
g!.yéoptoteins, which form the spikcs, in the appropriate com· 
partment (38}. A strategy thal most of these vîruses have de
veloped is to cndow the spikc proteins with signais for com
partment-spcdfk targcting and retention. similar to normal 
compartment-specific cellular proteins (2-4, 21. 29, 30, 50), 
Based on this obscrvatît:tn, ER retention of HCV g!ycoprotdn 

FlG. K E~c>1>ion nf E:!, E2,.,1-C[>4, ami Elm·Cl)4 aM!yzcd in pulse-~ c:>l"'timcnts, HepG2 œfho wcte ;:ni!liccted JWilb vTI'7<> ;;nd !he appropnate vaœin!a 
~·irus reo:>mbinmn ar a muhipl.icity of infection <l! 5 f'fU;œ.IL lnt\..>t.c'i<'d œUs w.:re pu!J;c.fahclcd .!br JO min and clla;;cd lot the indicatcd lime;; {in houiS), Cd! Jy;at;:$ 
wcre immunopredpitllted with MA!> H5J {anti·E2). &>mplcs m:re ~anllcd by SO~PA(:;E î 10% pnlyat."ryhml®!. The si?~s (in kilodaih:.ru;) wî prnl<:i!l m<>kcula.r nm."' 
murkets ;.re inûk:a!ed on the rigbL 
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FlCL 9. S.:mitivilie~ <!{ El,.,,-CtM :~.nd El7c,.(:1>4 m c!W<J H trcnm.:tn. 
Hep(i2._t-ee~b wcrc t.1Jinftcted with vTF7~} .a:rul the apprnpnaJe ~\~t..'t':t.n~=t ,jru;}; 
nx•;mbmant at a multip!idty •li infeuion <)f 5 PR.Ji<:dt lnk<cted ~'<'ik wei\! 
~-labded ft:•r Hi min .and cl!ased fuf 1he indicak'd timo {in hours), Cdl 
lpates wcw immunnpk'C!plt;llcd witll ll<L\b H;$3 ;md th.:n trcatcd or not "'ilh 
emin ll S:mupks wc;y ,;,:parat<\d hy SDS.PAGE i. Hi''l. t:*>lyacrvlamidet Dcdv
C(>Sylatcd prt~lô1W am iru:lica~<td hy rm ast<:risk. ;;;nd ;;:ndo H-n,Si;;t;~nl !oms:~;.,., 
!nditated toy 411 ~R,'' The Jil:ro !ln ki!odaltonsî <\fpwtcin molcrular rn<'"~ mark· 
cK are md1cated mt th<' ri~;hL 

l.'omple..xt•s suggests tbat budding of HCV partîdcs cnuld oœur 
in the ER. This hypothesis is rcînfnrced bv the observation that 
llavî\iftL<>CS tK'quire thci ' · 
membranes (pn:mably m in reference 
38}. The identification of retention signais is thcrt::fore impor· 
tant ~ur undcrstanding _the_ mechani~ms of virus buddîng and 
protem compartmentahzanon. In dus study, we showed that 
E2 giycoprotein expres .. :red in the absence of El is rctained in 
the ER and wc have idcntified a signal fur ER retention of E2 
in îts TMD (C·tcrminal29 amino acids). 

HCV glycoprotein E2 eontains an ER retention silmat The 
!ack of <.'1)mplex glycans. the intraœllular distribution of E2 
analyzed by immunotlu(;u·elK>enœ, and the absence of its ex
pressîon on the ceU surface indicate that E2 is present in the 
ER at stead.Y s~al~ a~d ~ocs not t-)'ele farther than the ds.-Go!gi 
apparatus. l'lw; 1s s1m1lar to what bas becn observed for the 
native El*E2 eomplex (9). &t.-ause of the indfident fnldïng of 
HCV glyeoproteins (9, 12), retention of E2 in the ER could 
be due to misfolding. A.>ï · a general rule, newly synthesized 
proteins that have acquired a pmperly folded structure are 

---+ ~ + • + • PI~PI.C 
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SUPERNATANT 
FIG. Ht Sensitivim nf EZ...1·GPl and E~nrGPI m Pl·l'l..C trea.tm.:m. 

HuLl eulll< coinfectt.-.1 with v1T7<l and the appr<>priate v'<lt.tinia virm; n,,;ombi
mmt -re lalxltud ftom 4 to 20 h poslinf<'<ttion, Cm!~ w.:re tlren wa~bcd ;md 
incuiY<~ted in PBS in the pn.'M:!l~'i: f+) nr ~nec ( ·'") <}f Pl-.PLC fm 1 h ;ot J'PC', 
Si!po:tru~t;mt: and .ccii po:ilds wer: barver1ed ~p;u:i<tdy am! prep .. red für immu
ooprcc•pmu•nll wnh MAl! HS:t Snmptu. were ~>eparated tl\' SOS-PAGE (!il'l 
puiy<~ecyiJ.mide}. The >lies (in kiludiùt<ln•) üf fl'H1lcin mok;;ular ma"'~ rm1rknx 
an; i!ldi\:aleû on the tight 
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FKL l L Elkt."f of E2 l'MD repbcemcut m1 !l;c Îürm;Jti<on nf E.H.:: œm
ple~, Her.<lZcdh "'"'": coiniccted wiib v'fF7.1;, vHCVJ.JKl (cxprc'"ing El), 
Mltl tb.; appn>pmuc v;ro;m•a v•.rn'\ r;:.:nmbimmt at a ll!Jd!ipliôtv al lnfuctirm nî ~ 
I'FV.:dt lukn<'d <.'db were Jahded !rnm 4 tn 2{) h p;wiink~lion, Cd! !\·>;•!.;, 
"'"':' >mnm.?nproc!pllat,...t with MA!> H53. Snmpie~ were ,;cpar;;tt'<:l lw SOS· 
.PAGb i ilJ'< p•Ay~;;~lamidd, ne iller. On kih:>dalWm! •JI tWntdn m<;kcu!m 
maj.S marker-s. are t.n.(hc.ated on the r~g:ht-

transportcd from the ER tn their timtl destinations, whereas 
ineomplctdy folded or rnisf\Jldcd protcins are rctained and 
eventuaUy degr4ded (10}. This confomtatinn*bascd .snrting 
phenomenon has been callcd ''quality t-"ontro!" {22). Howevcf: 
a conformation-sensitive MAh whîch recoenîzc.._. dre native 
form of E2 was used in this work. In addition, recent studies 
tndkatc _that E2 exprc.<;sed in the absence of El fotds properly 
{32). 11us suggests that retention of E2 in the ER is not due to 
the pressure of the quality control but rather to a targeting 
signal present in E2. 

The ER rctentiün signal of E2 maps to lts TMD. Replace· 
ment of the TMD of E2 with the anchor sequcnœ of CD4 or 
a GPI moiety was suf!icient for its export to the ccli surface. ln 
addition, a chimeric proteîn containine. the t..'l:tOdomain of CD4 
fused to the TMD of E2 was retained in the ER. Thîs indieatcs 
that the C-te:rmînal 29 amino acids nf E2 contain the informa
tion necessary for ER retention .. However, the ratio of ehime· 
rie E2 protcins leaving the ER was împroved when the C.ter
minai 56 amino acid<> of the ectodomain of E2 \\'Cre removed. 
This suggests that this sequence can reinfnrce E2 retention in 
the ER. Alternatively, as recent data <)btained by wnrkers in 
our labnratory sugges.tcd (32), the presence of these 56 resi
dues etmld reduce the elilcient..:y of E2 folding. which, in turn, 
cmdd lead tn les..~ efficient export out of the ER 
. HCV g:ycoprntein E2 is retained in the ER by a targeting 

s1gnal wluch docs not have the features of a dassical ER re
tention motif. &"Cause the default pathwav for the vccmrial 
flow of prot~ins is supj)<.l~d to lead from th~ ER to the plasma 
mcm~rane. (~9): mechamsms are neccssary to retain resident 
prmems Wttht,» mtraceUn!~r organelles. Severa! specifie signais 
f~lr the rel~ntton and retneval of ER proteins have been iden· 
tdicd. Retneval from the Golgi eomplex of soluble ER resident 
proteins is mediat~? by recognition of the amino acid sequence 
~E~ by a specdtc. reccptor {37). For transmembrane pro
tems., mtrat:ytoplasmtc sequences play a role in ER retention 
and ~etricval A dîlysi!1e motif at the C terminus of type J 
protems aUows for rctncval from the Golgî et)mplcx to the ER 
m a eoat promoter-dependent manner (revicwed in reference 
36): a diargînine N-termînal motif may play an analngous rote 
[(}f type n pmteins (46). and a tyros.ine-ba.~d motif has also 
bcen shown to funetion as a cytoplasmic ER retention signal 
(31!. H~re wc ~cport that the TMD nf a type 1 protein can also 
be tmphcated m ER retention, as has been shown for some 
othcrproteins (l, 5, 5!). Recently, it has been pmposed that in 
the absence nf dominant lltminal or t.-ytosoiic associations. p.m· 
teins are distributcd based on interactions betwecn thcir 
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TMDs and the sunounding lipid environmcnt (6, 51). Since 
cholesterol is known to increase membrane thickncss and to 
decrcase deformability, and bccause its concentration in lipid 
bilayers increascs along the ·ecretory pathway. it has bcen 
împlic-.tted as bcing the c.:onscquence of lipîd-based sortîng 
along the secretory pathway (6, 51). Our data on ER retention 
of E2 suggest that E2 çould fit in this modeL 

The ER retention signal present in E2 could be sufficient to 
retain E1-E2 complexes in tbe ER, but we cannot exclude the 
presence of anotber signal in El. Since coexpression with E2 îs 
requircd for the propcr fo!ding of El (32). wc cannot discrim
inate an ER localization of E 1 determined by a specifie signal 
from a retention due to misfolding of the protein (20). An 
alternative approach to solve this problem is lo coexpress El 
with E2 in whicb the retention signal bas been dcleted. How
ever, the interaction bctween El and E2 is abolished wheo El 
is coexpressed with E2 in which the TMD has be en ddeted ( 32, 
47) or when il is cocxprcssed wîth chimeric proteins in which 
the TMD of E2 bas been replaced by the anchor signal of CD4 
or a GPI moiety (this work). Other approaches willtherefore 
be necessary to analyze the presence of a potential retention 
signal in El. 

The TMD of HCV glycoproteîn E2 is multifunctional. Be
sîdes anchoring E2 in the ecU membrane and potentially in the 
HCV envelopc (33), the TMD of E2 bas other functions. lts 
C -terminal half is the signal equence for the p 7 polypeptide 
(28). It plays an important role in the interaction between 
HCV glycoproteins to form native El-E2 complexes (referenc
es 32 and 47 and this work). Finally. as we show in this work. 
it is also responsiblc for the retention of E2 in the ER. This 
finding reinforces our hypotbesis that HCV acquires its cuve
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 El, est localisée dans le RE (figure 1, article 1). 

l.2.l.a Etude de l'expression de protéines indicatrices contenant le domaine 

transmembranaire de E2 

L'importance de la région transmembranaire de E2 a été testée à l'aide d'une protéine 

chimérique constituée de l'ectodomaine de la protéine CD4 (normalement exportée à la surface) 

pourvue des 85 aa C-terminaux de la protéine E2 (CD4-E2662). 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 l' ectodomaine de CD4 fusionné avec les 29 aa C-terminaux de E2 

(CD4-E2718) a également été construite (figure 3, article 1). Ces protéines, ainsi que toutes les 

constructions que nous décrirons par la suite, sont exprimées à l'aide du vecteur viral vaccine. 

Pour déterminer si ces protéines chimériques peuvent quitter le RE, leur sensibilité à la 

digestion par l'endoR à tout d'abord été testée. En effet, l'ectodomaine de CD4 contient deux 

glycannes N-liés, et l'un de ces deux glycannes est susceptible de devenir résistant à l'endoR. 

Les expériences de marquage métabolique suivi de chasse ont montré que: 

-La protéine témoin CD4 entière présente une résistance à l'endoR dès d'une 

heure de chasse. 

-Les deux protéines chimériques CD4-E2662 et CD4-E2718 demeurent sensibles 

à l'endoR, même après huit heures de chasse (figure 5, article 1). 

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

La localisation des protéines chimériques a ensuite été 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. Après 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 après perméabilisation, ce qui temoigne d'une expression normale de toutes les 

protéines. 

En revanche, en absence de perméabilisation par le triton, seul les cellules exprimant la 

protéine CD4 peuvent être détectées. 

Les expériences réalisées en cytométrie de flux ont permis de confirmer que ces 

protéines recombinantes (CD4-E2662 et CD4-E2718) ne sont pas détectables à la membrane 

cellulaire. 

1.2.l.b. Etude de l'expression des protéines recombinantes E2 portant l'extrémité 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 (E2661 -CD4) et 717 (E2717-CD4) fusionné aux 62 aa C-terminaux de CD4, ont été 

construites. Les produits d'expression ont ensuite été étudiés à l'aide d'un anticorps 

conformationnel dirigé contre E2, l'anticorps H2. 

Les expériences de sensibilité à l'endoR ont montré que les protéines chimériques E2661 -

CD4 et E2717-CD4 deviennent résistantes à partir de trois heures de chasse alors que la protéine 

témoin E2 entière reste sensible (figure 9). L'acquisition d'une résistance à l'endo H de ces 

protéines recombinantes suggère qu'elles ont atteint au moins le trans Golgi. 

La présence de ces protéines à la surface cellulaire a ensuite été 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 à 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 

l'extrémité C-terminale de CD4, est suffisant pour permettre l'expression de cette protéine en 

surface. Par conséquent, cela suggère 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 à la membrane et leur expression à la surface de la cellule (Cross 1990). 
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Les résultats obtenus sont similaires à ceux obtenus avec 1 'extrémité C-terminale de 

CD4; le remplacement du domaine transmembranaire de E2 par l'ancrage GPI suffit pour 

permettre l'expression de la protéine chimérique E2-GPI en surface. 

1.2.l.c. Influence des modifications de E2 sur la formation du complexe E1 E2. 

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 

E 1. La coprécipitation de ces protéines a été étudiée par immunoprécipitation à l'aide de 

l'anticorps H2. Comme on le voit figure 11 (article 1), aucune coprécipitation de El avec E2 n'a 

pu être observée lorsque le domaine transmembranaire de E2 est absent. Cela suggère donc 

fortement, comme cela a déjà été proposé (Michalak:, et al. 1997, Selby, et al. 1994), que le 

domaine transmembranaire de E2 serait impliqué dans l'interaction des glycoprotéines El et 

E2. 

l.2.l.d. Conclusions 

De nombreux éléments indiquaient que la glycoprotéine E2 contenait un signal de 

rétention dans le RE, des indications telles que: l'absence de glycannes complexes sur la 

protéine, une distribution intracellulaire et très probablement cytoplasmique comme le suggèrent 

les expériences réalisées en microscopie électronique et en immunofluorescence, et enfin, une 

absence d'expression de E2 à la surface. Par ailleurs, comme nous avons pu le voir 

précédemment, cette rétention n'est pas due à une interaction avec la calnexine. De même, le 

système de "contrôle de qualité" n'est pas impliqué dans la rétention de cette protéine, car E2 

est correctement foldée en 1' absence de E 1. 

Des expériences que nous venons de décrire, nous pouvons déduire que les 29 aa C

terminaux de E2 fusionnés à l' ectodomaine de CD4 suffisent pour retenir cette protéine. A 

l'inverse, lorsque les 29 aa du domaine transmembranaire de E2 sont remplacés par l'extrémité 

C-terrninale de CD4, on observe une migration de la protéine à 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 être décrit pour certaines protéines (voir page 42). Aussi, on 

peut suggérer que la rétention par le domaine transmembranaire de E2 serait plutôt lié à 
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l'environnement lipidique. En effet, comme nous l'avons décrit précédemment, un gradient de 

cholestérol peut entraîner l'épaississement des membranes tout au long de la voie de sécrétion. 

ll serait donc possible que la taille du domaine transmembranaire de E2 soit un élément 

déterminant sa compartimentalisation. 

Les protéines entières E 1 et E2 intéragissent pour former un hétérodimère. 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, TI permet la 

fixation de la protéine E2 à la membrane du RE, sa moitié C-terminale permet la translocation 

de la protéine p7 dans le RE, il joue un rôle 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 être, dans le même temps responsable de la rétention du complexe 

E1E2. 

1.2.2. Informations complémentaires concernant la rétention de El et E2 

De nombreuses expériences ont été réalisées dans le but de localiser avec précision les 

protéines El, E2 et le complexe E1E2. ll a été ainsi montré, par des tests de sensibilité à 

l'endoR, 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 même, 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 à la membrane cellulaire, 

ne donnent aucune précision en ce qui concerne sa localisation intracellulaire en dehors du 

noyau. De même, la résistance à l'endoR 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 à déterminer avec précision la compartimentalisation du complexe E 1 E2 

et des protéines E 1 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 E1E2 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). 

En premier lieu, les protéines E 1 et E2 ont été coex primées afin de statuer sur un 

éventuel passage du complexe ElE2 dans le cis-Golgi. Pour cela, l'auteur a testé la sensibilité à 

l'endoD (Endo-~-D glucosaminidase D) des protéines de ce complexe. Dans le cis-Golgi, les 

protéines sont exposées à l'action de l'enzyme a-mannosidase I. L'action de cette enzyme sur 

les sucres des protéines fait apparaître la forme Man5GlcNAc2• Cette forme est sensible à 

l'endoD. Or, il est montré que les glycoprotéines restent résistantes à l'endoD, même après 

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 ElE2 par digestion à la PNGaseF puis analysés par 

chromatographie d'affinité et HPLC (chromatographie liquide haute performance). La nature 

des oligosaccharides ainsi mise en évidence, correspond à celle que l'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 mêmes 

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 l'ectodomaine de CD4 et du domaine transmembranaire de E2, a été analysée 

dans les mêmes conditions. Les résultats obtenus sont similaires. 

Ces résultats montrent donc que les glycoprotéines El et E2 sont strictement retenues 

dans le RE. Ils montrent également que cette rétention peut être entraînée, pour une part au 

moins, par le domaine transmembranaire de la protéine E2. 

Néanmoins, la capacité du domaine transmembranaire de E2 à retenir le complexe 

ElE2 dans le RE, n'exclut pas que la protéine El puisse, elle aussi, posséder un signal de 

rétention. Aussi, une étude analogue à celle que nous venons de décrire a été réalisée sur la 

protéine E 1. 
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Hepatitis C virus (HCV) glycoproteins El 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 to its retrieval from the cis-Golgi region. A static retention in the 
ER is also observed when E2 is expressed in the absence of El 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 Iocalization 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 CDS fused to the C-terminal hydrophobie sequence of El 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 El is responsible for true retention in the ER, 
without recycling through the Golgi apparatus. Together, these data suggest that at !east two signais (TMDs 
of El 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 !east 10 polypeptides, includ
ing 2 glycoproteins, El and E2 (50). These glycoproteins are 
believed to be type I transmembrane proteins with an N-ter
minal glycosylated ectodomain and a C-terminal hydrophobie 
anchor. For E2, C-terminal deJetions that remove its hydro
phobie region result in secretion of the ectodomain (35, 53). 
This is in accordance with other data proposing that the hy
drophobie 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 hydrophobie domain 
(34). However, truncated forms ending at amino acid 311 or 
334 and containing this internai sequence can also be secreted 
(23, 35). El, Iike E2, is therefore probably anchored by its 
C-terminal hydrophobie sequence, but the N-terminal Iimit of 
this transmembrane domain (TMD) has not beèn established. 

HCV glycoproteins El and E2 interact together to form a 
noncovalent heterodimer (11, 48). The efficiency of HCV gly
coprotein assembly is Iow, 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 Iocalization 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 Iocalization 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 
fo1d 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 Jack 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 su:fficient 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
ding through the Golgi apparatus (15). 

The ER retention signal present in E2 could be su:fficient to 
retain El-E2 complexes in the ER. However, the presence of 
an ER-targeting signal in El as weil cannot be excluded. The 
aim of this study was to look for a potential ER Iocalization 
signal in El. By making chimeric proteins containing the 
ectodomain of CD4 or CDS fused to the C-terminal hydro
phobie sequence of El, we showed that the TMD of El 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 El is responsible for true retention 
in the ER, without recycling through the Golgi apparatus. 

1\'IATERIALS AND METHODS 

Cell culture. The HepG2, HeLa, CV-1, and 143B {thymidine kinase-deficient) 
celllines were obtained from the American Type Culture Collection, Rockville, 
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Md. Cel! monolavers were grown in Dulbecco modified essential medium 
(Gibco-BRL) supplemented '~Ùh 10% ferai 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 p TM1 plasmid (3S) 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). 
pTMliCD4(1-371)-E1(353-3S3). pTM1/CDS(1-159)-E1(347-383) and pDil/ 
CDS(1-159)-E1(353-3S3) contain the signal sequence of CD4 or CDS followed 
by the sequence of the ir ectodomain in fusion with the C-terminal37 or 31 amino 
acids of El. Between these sequences, there is a junction sequence encoding two 
additional amino acids (Gly and Ser). Plasmid pTM1/CDS contains the sequence 
of the entire CDS glycoprotein (amino acids 1 to 214). Plasmids pTM1/El(171-
346)-CD4(374-435) and pTMl;E1(171-352)-CD4(374-435) contain the signal 
sequence and the ectodomain of El 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 
fJ.g/ml). Stocks ofvaccinia virus recombinants were grown and titrated on CV-1 
monolayers. Vaccinia virus recombinants vTF7-3 (a vaccinia virus recombinant 
expressing the T7 DNA-dependent RNA polymerase) (19), vE1E2p7 (a vaccinia 
virus recombinant expressing HCV glycoproteins El and E2 and the p7 polypep
tide) (17), vCEl (a vaccinia virus recombinant expressing HCV proteins C and 
El) (35), and vCD4 (a vaccinia virus recombinant expressing full-length CD4) 
(9) were used in this work. 

Antibodies. Monoclonal antibodies (MAbs) A4 (anti-El [13]), H53 (anti-E2 
[9]), OKT8 (anti-CDS), and OKT4 (anti-CD4) (49) were produced in vitro by 
using a MiniPerm apparatus (Heraeus) as recommended by the manufacturer. 
Rabbit antibodies to PDI (SPA-S90) and Rabi 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 13BS.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 metabo!ically labeled with 35S-Protein Labeling Mix (lOO .,.Ci!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 NaCI). Immuno
precipitations were carried out as described previously (14). For in vivo labeling 
of glycan moieties, HepG2 cells were infected with the appropria te vaccinia virus 
recombinants and pulse-labeled for 30 min with 100 fJ.CÎ of [2-3H]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 eluted from protein 
A-Sepharose in 30 .,.1 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-13-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 samples were mixed with an equal volume of 2X Lae
mmli sample buffer and analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
(PAGE). 

Analysis of oligosaccharide material. Immunoprecipitated [2-3H]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 NaN3 per 
ml in 50% glycerol. The peptides were incubated overnight at 37°C in the 
presence of PNGase F (0.5 U; New England Biolabs). For sorne 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 continuons-flow 
detection of radioactivity with a F1o-One i3 detector (Packard). The abbrevia
tions used for the sugars are as follows: GalNAc, N-acetylgalactosamine; Glc, 
glucose; GleNAc, N-acetylglucosamine; and Man, mannose. 

Affini(y 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 NaO, 1 mM Mn02, 1 mM 
CaCI2, and 1 mM MgC12. 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-a-D-g!ucoside 
in the equilibration buffer (buffer b) and strongly retained glycans were eluted 
with 100 mM a-o-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. cel!s were fixed for 10 min "ith 
paraformaldehyde ( 4% in phosphate-buffered saline [PBS]). Ce Ils 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-weil plates were infected \vith 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 13BS.2 and fixed in PB5-1% paraformaldehyde for 30 min. 
resuspended in 1 ml of PBS, and subjected to flow-cytometric analysis with an 
Epies-Profile II (Coulter). For each sample, 104 cells were analyzed. 

RESULTS 

Design of chimeric proteins to study the presence of a po
tential intracellular retention signal in El. 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 CDS) and El were constructed (Fig. lB) and 
expressed in HepG2 cells with the vaccinia virus(f7 expression 
system. However, before designing the constructs, we needed a 
more precise localization of the limits of the domains in El. 
Based on experimental data (23, 35), El is believed to be 
anchored by its C-terminal hydrophobie sequence, but the N
terminal limit of this TMD has not been established. The 
putative N-terminal border of El 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 Wl.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. lA). This limit was therefore taken into 
account to design the chimeric proteins between El and CD4 
or CDS (Fig. lB). For sorne constructs (CD4-El347 and CDS
El347), 6 amino acids of the C terminus of the El ectodomain 
were added to serve as a spacer between the ectodomain of 
CD4 or CDS and the predicted TMD of El. 

The TMD of HCV glycoprotein El 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 El by the anchor and cytoplasmic domains of CD4 
(El352-CD4 and El346-CD4) led to ER localization of this 
protein (data not shown), suggesting that a determinant for ER 
localization maps in the ectodomain of El. However, El 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 specifie retention signal (20). We 
therefore analyzed the folding of El352-CD4 and El346-CD4 to 
see whether these chimeras would be misfolded like El ex
pressed alone. Since we have no conformation-sensitive MAb 
directed against El, 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 El, which appeared slowly, was clearly de
tected when E2 was coexpressed with El (Fig. 2) as previously 
observed (14). However, SDS-PAGE analysis of El346-CD4 
(data not shown) and El352-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 El346-CD4 and El352-CD4 are expressed 
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alune, we cannot ditferentîate an ER localization due to a 
specifie signal from a retention c:aused by mîsfolding. 

Due to the dîffit,<dtîes in anal}'Zing chimeric proteins con· 
taining the ectodomain of El, we fut..'Used our work on the 
potential role of the TMD of El in ER retention. Since trans
membrane sequences are suppœed to fnld autonomously as 
a-helix structures in the lipid environment of the ER mem· 
brane (47), chimeric proteins containing the ectodi'Jmain of 

CD4 in fusion with the TMD of El (C04.El347 and C04-
ElJs;) were pn>duœd. and theîr s:ubceflnlar localization was 
studied. CeU surface expression of tbese pruteins was analyzcd 
by immunnfiuorescenœ and flow cytometry. CeU1~ infected by a 
vaccinia virus recombinant exprcssing full·lengt:h CD4 (vCD4) 
wcre uscd as a control of ecU surface ;;:xprcssion. CcU~> cxpress
îng CD4. CD4-EJ 347• or CD4-E1 :hJ and fîxcd with parafvrmal~ 
debyde wcre aU positive after pcnneahilization witb Triton 
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HG. ::. Analyti~< nf inttam~>kmlar di>ui!lde hŒld fNmatk>n in EI,.,;·Cf)4, 
tkpü2 edh were evinke!ed widl vTF7-3 mlil a vaecini<> vin!>; Rmmbimmt 
expu;;;;ir!g E! ,,,2 -CD4 <>t a mulhplidty of mfe>:ti'm of 5 PfU/celt Cd!i ;:.:-in· 
k'i:Wd wiib vTri·3 and a va.;·dnia virus re"-.:>rol>inam e$pte~g Et EZ. ;u!il pï 
wue ttwJ ;m ;, ~e<mlrnL At 45 Il pi1itinkdifm. fnft:..'led œ1i5 were pulse·kil>rkd 
inr Hl min and dw:red fer the irnlk;;ted tinu:s (in mimnes). Cel! !yN'!tcs were 
immunüprecipitated witll MAh A4 •. h:mnunoprecipitaks ,.·cre analymd under 
ntmn:Judng oc:mdititm cy SUS-PAGE {Hi'+ acrylmnidt). rc.t n:dm;wd; tn. o.'<i
<iit.ed. 

X*lOO. as dctermined bv immunnftuon.Ycnce. whereas {miv 
CD4-expressing cclls wc;e det<."C'tcd in t.he absence of detergent 
(Fig. 3). The absence of detet"table CD4·El~wr and CD4-El,f, 
on the surface of <.>eUs infected by vaecinia virus recoml>inants 
expressing thcse proteins was confinne.d by flow cytometry 
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(Fig< 41. For this approach, Hela ecUs were used inste;>d of 
HepG2 ce!is because of their bcttcr di<>sodation e;tpacity. In· 
tracdllllar retention of CD4·E !.3 g and CD4-El ~47 ducs not 
seem to be duc tü misfolding of thesc chimerie pmteins be
cause single mutations of somc aminn add rcsidues in the 
TMD of El lea.d tn thcîr cel! surface expression (H)). Sînœ 
CD4-E! 39 and CD4·E l.q::r shüwed similar intraceUular reten
tion protlles (Fig. 3 and 4 and data not shown). only results 
obtained with CD4-ElJ53 are presentcd în the following para
graphs. 

Togcthcr, these data indîcate that the TMD of El functions 
as an intracdlular localization sîwaL 

The TMD of El is a signal fur~ER localizatiun. Sinœ CD4· 
El;15,, was retaincd in an intraccllular compartmcm. >vc ~•us· 
pected that the TMD üf El plays a ro!e in ER localizatiün. ln 
a lirst approaeh to anal}'ZC the intracdlular !ocalization of 
CD4-E l YJ· its sensitivity to digestion by endo H was analyzed 
in pulse-cha..;c cxpetimcnts (Fig. 5). Endo H removcs the chi· 
tnhiooe core of hig:h-mannœe and sorne hyhrid forms nf N· 
linked sugars but not the complex forms (51). Resistance to 
dîgçstion with endo H is indicative t.hat glycoprnteins have 
moved from the ER to at !east the medial· or trans·Gt:>lci 
region. where <.'Omplex sugan; are added. The CD4 protein 
amtains two N-linkcd glycans, and only one of them bccnmes 
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CD4-E1353 
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Flü< .l Ahse.!IO: t>! œil wf!i«l ~\Il of CD4-E1 $$J :.mu CD4-EJ541• Hep(J:J cdb were ~ted with ''ff-7C3 al!d the appwpri<~te v:K'*'inia vim$ re"'rnnbinam 
11t :• multiplkity >Jf ~~ of 3 PfUJeeU. At & h pi)'itinfm:tkm, (.'t'Us Wt."œ tre<>ted fm indirect lmmumrtlm>re~ llght rnktot>Cül')\ Cells wcœ tixed With 
po1raformaldehyde. pcnrn:abiil:wd nr not wilh Triwn X-hlO, and immu~iiled with anti·CD4 MAh OKT4 (seetmdary donkey :mù-m.;mw !g:G-Cj'l). 
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Fluorescence 
FIG. 4. bpn."$.~i<m nf dll!nerk pmtein~ analyzed by ftuw (<yt<Jmetry. Ud.-<~ 

œlb; were ~oc'<Jinied~ wùb vl'f7 ~3 anrllbe appmpriatc v:nxinia viruc~ rt>enmbin:mt 
at a muJtipticity üf inJè<'ti<>~t vf l{l PFUicclt At S h po;;ünfeuion. œ!m \Wre 
immuno>t:ainerl witb f!TC .a1njugated antîA::D4 MAl> !3Rlt2. Staint'd u!i;; were 
tlxrd in PBS-1 ')f, parafurmaldehyde lxfvre ilow<y1ù!llcttk anat~aa The k"-'d nf 
œil ;,urtaœ expre1>.'iinn is indk<tted by the i!hift nf 1he ><Jlid hi$tvgram 10 the right 
from the open •'ontml hhtugram (T'l-FlTC .MAb lJID.Z nn t-ells lnh:C!oo witll 
vTF7·3 atnne). 

endo H n::si:'ltant (54). During the pulse, CD4 was sensitive to 
cndo H treatment, and îts resistant form was detected after 1 h 
of chase or more. whereas the mained endo 
H sensitive even after 4 b su~>ests that 
CD4-E1H:; does not reach the trans-Golgi region. 

To identify the organelle(s) containing CD4-El:<-5:;, we em· 
ployed double-label immnnofiuorcscence microscnpy with an-
tibodies to kn · · 

with MAbOKT4 
was similar to that revealcd by an antibody against PDI {an 
ER-resident protein) and diifcrent from those shown by antî· 
bodies din .. •cted against mannosida~ II (a marker of the Golgi 
apparatus) or Rabl (a marker orthe ER-w-Gntgi întermcdiate 
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F!G. 5. ScmitMty <'>f (1)4.EJ~1 tu <tnd<) H trcMnWnL Uept:.:;z edls. were 
ulintectoo with vTf-'7.:\and lbc llJlPmpt'Îate "~ virn~ recumbümnt at a 
mutttplkity of infed!ü!l ùf 5 PFU/œlt Al 45 h pü;,tinfeuinn. ink.:ted œlh wcre 
tm•lahçi$J fur 1fl mi:n and ~ fur lbc i:ndi.<fJ.kù tiule$ tin ll•>flf>), C:U 
!}1il!«;swcre îmmu!lop~ with MAb OKT4 and then !n.'alecl <Jf nm: with 
endo il. ~s -re ôefl!lr:!ted by SDS..f'MJE UH% polyacryiamitk}. lki!l~·· 
n~iated protci~ are Jndicated by .astcri:lih. !>Ü>t!i (in kitodaltonSJ nf pMdn 
.mt!kxu.lar.ma"5 nmrun are indkawd na the lclL 

t'Omparment) (Fig. 6}. These data indicate that CD4-EI,5J is 
locafizcd in the ER at steady state. 

'l'he TMD of El is a detennian:t f«Jt ER retention and not 
rttrieval Kceping a protein in a subeellular cnmpartment can 
he acbkved eitber by a strict retention in tllis compartmcnt or 
by retrieval. ln the case of HCV glyroproteins, the E1-E2 
hetemdimer is genuînely retained in the ER without recydîng 
through the Golgi apparatu.s, and the TMD of E2 bas heen 
shawn tt.) be responsible f{H' static retention of E2 in the ER 
(15}. Here. we wanted tü know wbether ER retention by the 
TMD ru E 1 would involve a simîlat mt--cbanism. 

As a first approach to am;wer tllis question, chimerk pro
teins between the ectodomain of CDB and the ThfD of El 
wcre constructed (CDS-El:.5J and CD8·El:<.a7; Fig, 1). The 
human CDS protein is a uniquely 0-glycosylated type l mem· 
hranc protein (29, 43). Sinœ the initial step of O·gly'Cosylation 
occurs in an carly Golgi compartment (44), cbimeric proteins 
containing the cctodomain of CDS (CD8-ElJ.;} and CD8-
El"'7) sbould be useful tools for amd the mœhanism of 
r~tentiou mediated by the TMD involves re~:.,"Yding 

ddition of 0-linked GalNAc 
shmdd (x; of the chime:ric proteîns. 
Mok'CUies cnntaining 0-glycans sbould thercfore accunmlate 
after severai cydes tbmugh the ds-Gotgî region and b11ck: to 
the ER, and this should be visua1ized by a sbift of the electn)
phoretjc mnbility în SDS·PAGE (32, 44). CD8 is synthesized as 
a 27-kDa species (CD8u}, whlch io; converted to a transient and 
înîtialty glyem,}lated 29-kDa tbrm, befote the full maturation 
tn a complete!y gtycosylated 32· to 34-kDa doublet (CD8m). 
The in.termediate form is genemted in an carly Golgi cntnpart· 
ment. and the mature form in the trans-Golgi/trans-Golgi net· 
work region. \V1len exprcssed in HepG2 cens with the vacdnia 
virns/17 expression system, the intern1ediate 29-kDa form wa<; 
barely detectabie (Fig. 7). This is pmbably duc to a faster 
processing of the glycaJb in HepG2 ecUs. Another chamcter-
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FIG. 6, lndin:d ûoob!c-labcl ilmnum:>~t'ncé cllw:a.:te:rfmîon ol dw organelle ('()lltmns Cl>4-Elm. Sut>cooiluent 1-rep(i:! çdb gmwn on eov.:r\!ip& wcrc 
ink't'ted with vlto7-s and vC1)4.fi'tJ!l,at a umltiplicity m.inkclkm nf J PFUiœJl At $11 ~i:nf«tloa œlb were .tîlled wilb Viitafbrm:do:khyde, p<:rmcnbîlued wiw Trihm 
X· WO. and la!x:le4 witb an!!..Cl:\4 •MA11 OKT4 ( !!ee<l!lùllry d<mkey 1nni~ lg('..Cy2) and autibodi<:11 t<) Pm, Rab l. t:>r milnll<:'5ida>e li (Man Il) {secund:try dunke:-· 
anti.-mbl>il l!!G·rhulhunine mi·X}. 

istic of CDS expression in HepG2 œUs is the longer balf~life of 
the 27 -k:Da prct.'Utsot (Fîg. 7) œmpared to previously rep<med 
data (44). When the transmembral'lC and · mains of 
CDB werc replaced by the TMD of El ( . :n and Cf)8· 
El;wr). no shift in the electrophorelic mobility of the molecules 
was obscrved in pulsc~hase experiments (Fig. 7 and data not 

fl(L 7, F_"pre~n nt (1)8 :md CO!!-f~h1; analyud in pulj;)->:bare <:li(Xd· 
ment~ lkpCi2a:lk 'fi'trm .:oiofe«ro with vTF7-3 mldtbe upproprillte v~·i!tl.a 
vifll'> rerombinant at a mu!ùplidt)' of infeelh1:n t:>f 5 PFU/œlt At 45 Il p<luin· 
ii:t."'!i<m. inh;:ewd eell~ wcr.: pul>C·labded fnr 1() min ;md ;;hawd fnr tb!:' lndîc!lled 
üm<:11 (in hour>;;}. Cdllysat;u 'W'W; immum)prœiphatw with MAl:> OKTS (anü
CDIH. $amples were !<ep:<r:~tro hy SDS.Pi\GE (HY+ polyru."l)'hnnidel. (1),'fu. 
uuglye<lSyla!W pr«:unor "f COS; CDSrn, mature furm uf CDS. 

shown). The absence <>f accumulation of an immature 0-g.ly
cosylated form suggcsts that ncither CDS-El,.,:, nor COB
El 347 cycle through the eiH.iolgi region. ln addition, th<.>se 
data eonfirm that the TMD of El is a signal for ER locatiza
tion. 

As an additiooal approaeh to study the mcchanism involved 
in ER localization, wc analyzed the modifications that CD4-
E135) glyçans have potcntially acquired in the compart:ment 
imo whîch thev have transited. As shown above, CD4-Elw1 îs 
endo H sensitive when analyzed in pulse-chase experimcnts 
wîth chase times of up to 4 h (Fig. 5). The laek of complex-type 
gl~'OSylation exdudes transit thrt>ugh the trans· but not the cis* 
or medial-GJigi region. ln the d$-Golgi region. thcse proteim. 
would be exposed to Golgi u-rnannosidase I. whîch wou!d 
process thcir sugar chains to Man5GleNAc2 (27). Molecules 
œntainîng Man5:GlcNA.::2 should accumulatc after severa! cy
cles through the ds-Golgi region ami back to the ER. To better 
characterizc their potentîal processing. CD+ElJ'H glycans 
wcre removcd bv 'PNGase F treatmcm and anaîvzcd bv affinitv 
chromatogra:phy and HPLC. For this approaéh, c64.Et 15~, 
WAS 1abek,d with I2·1Himannose and immunoprecipitated wîth 
MAb OKT4 bcfore PNGase F treatment and characterîzatim1 
nf labclcd gtycans. Affinity ehmmatography analysis of these 
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FIG. 8. Analysis of the oligosaccharides bound to CD4-E1353• HepG2 cells 
were coinfected with v1F7-3 and vCD4-E1353. At 4.5 h postinfection, infected 
cells were pulse-labeled for 30 min with [2-3H]mannose, chased for an additional 
4 h, and lysed with Triton X-100. Celllysates 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-o-glucoside (b), or with 
100 mM methyl-a-o-mannoside (c). Panel B shows HPLC analysis of glycans 
bound to immunoprecipitated glycoproteins after PNGase F treatment. M7, MS, 
and M9 indicate the oligosaccharide species possessing two GleNAc 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 a-D
mannoside (buffer c) (Fig. SA and data not shown), indicating 
that CD4-El353 oligosaccharide moieties are of the oligoman
noside type only. In addition, HPLC analysis of these glycans 
demonstrated the presence of three species: Man9, Man8 , and 
Man7GlcNAc2 , respectively (Fig. SB and data not shown). 
Since the oligosaccharide precursor which is transferred onto 
nascent proteins is the Glc3Man9GlcNAc2 , this reveals the 
sequential actions of ER glucosidases 1 and II and at least the 
action of ER mannosidase yielding Man8 species. The pres
ence of Man7 is probably due to the trimming of mannose 
residues occurring after prolonged residence in the ER (21). 
Indeed, both Man9 mannosidase (5) and soluble ERmanno
sidase (6) have been demonstrated to be able to trim the 
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mannosidic linkage dawn to Man6GlcNAc2 species. As ex
pected, the affinity chromatography and HPLC profiles of the 
glycans associated with full-Iength 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-El353 and CD8-
El347 and indicates that CD4-El353 is retained in the ER and 
cannot reach the Golgi vesicles where additional processing 
takes place. 

DISCUSSION 

Due to their Iimited 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 Iocaliza
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 
sorne information in their primary structure for determining 
their subcellular Iocalization. Keeping proteins in a particular 
compartment can be achieved either by a strict retention in this 
compartment or by retrieval. Many luminal and type 1 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 signais, returning proteins 
that have left the compartment in which they reside (41). HCV 
glycoproteins have been shown to Iocalize 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 El can play a similar function. 

lmmunolocalization of chimeric proteins containing the 
TMD of El and analysis of the ir 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 tai! 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 tai! or that they 
possess a positive sorting signaL This could explain sorne re
tention of HCV glycoproteins in the ER. However, in the 
absence of this type of signal, we would expect to detect sorne 
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 signais of sorne 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 El and E2. 

HCV glycoprotein complex has at least two signais 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 El 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 
appropria te compartment before budding can take place ( 46). 
A strategy that most of these viroses have developed is to 
endow the spike proteins with signais for compartment-specific 
localization (2, 3, 22, 30, 31, 57). The TMDs of El 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 signais 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 signais could be due to the constraints imposed by 
the other functions played by these domains. Besides their role 
in ER retention, the TMDs of El and E2 also are responsible 
for the membrane anchor, serve as signal sequences, and are 
involved in El-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 El 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 El du VHC 

Les limites précises du domaine transmembranaire de E 1 ont été déduites à 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 l'ectodomaine de CD4 (CD4-El 353) fusionné aux 31 aa C-terrninaux 

de E 1 a alors été construite. Une protéine chimérique constituée de l' ectodomaine de CD4 

(CD4-E1 347 ) fusionné aux 36 aa C-terrninaux de El a également été réalisée. 

Tout d'abord, 1' expression à 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 347 ou CD4-El 353 ne présentaient aucun marquage fluorescent à la surface cellulaire. 

Cette absence de marquage en surface a été confirmée par cytométrie de flux. 

Ces résultats indiquent que le domaine transmembranaire de E 1 fusionné à 

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

1.2.3.a. Etude de la localisation intracellulaire des protéines CD4-E1 347 ou CD4-E1 353 

La sensibilité des protéines recombinantes à la digestion par 1' endoH a également été 

testée. Les résultats obtenus indiquent que ces protéines restent sensibles même après 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 347 et CD4-El 353 colocalisent avec PDI, 

une protéine du RE, et pas avec l'enzyme mannosidase II, une protéine de l'appareil de Golgi. 

L'ensemble de ces résultats montre que les protéines CD4-El 347 et CD4-El 353 sont 

localisées dans le RE. Le domaine transmembranaire de E 1 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 l'ectodomaine de CD8 fusionné au domaine transmembranaire de El ont également été 

construites, CD8-El 347 et CD8-El 353 • La protéine CD8 porte une 0-glycosylation unique 

(Littman, et al. 1985). La première étape du phénomène de 0-glycosylation a lieu dans les 

compartiments proximaux de l'appareil de Golgi, c'est à dire le cis-Golgi (Pascale, et al. 1992). 

La modification de la protéine est alors visible après migration en SDS-PAGE. Cela représente 

donc un outil particulièrement efficace pour mettre en évidence les compartiments traversés par 

la protéine. L'étude du comportement des protéines chimériques indique qu'elles n'ont pas subi 

de modification apparente en électrophorèse. Les protéines ne rejoignent donc pas le cis-Golgi. 

Ces informations confirment donc que le domaine transmembranaire de E 1 est un signal de 

rétention dans le RE. 

Afin de déterminer avec précision le mode de compartimentalisation des protéines 

chimériques, la même 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, la nature des oligosaccharides ainsi 

mise en évidence correspond à 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 E 1 est donc également un signal de rétention stricte 

dans le RE. 

Le domaine transmembranaire de El, à l'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 E 1 dans la membrane du RE. Il sert de signal de rétention stricte dans le RE de cette 

protéine. 

1.2.4. Conclusion 

Le complexe formé par les glycoprotéines E 1 et E2 du virus de l'hépatite C comprend 

donc au moins deux signaux de rétention dans le réticulum endoplasmique. L'un est porté par la 

protéine E 1, l'autre par la protéine E2, au niveau de leurs domaines transmembranaires 

respectifs. Comme nous l'avons déjà signalé page 41, ces phénomènes de rétention sont 

cohérents avec le mécanisme d'assemblage des virions connu pour être celui des Flaviviridae. 

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



Fi&rnre 16: Modèle putatif du repliement assisté des glycoprotéines El et E2 
sous la forme d'un complexe non-covalent 
(D'après Jean Dubuisson) 

Après découpage de la polyprotéine (I), les glycoprotéines El et E2 s'associent avec le chaperon 
du RE, la calnexine (II et ill). La protéine E2 va subir un repliement partiel (IV) qui va lui 
permettre de jouer son rôle de "chaperon-like" vis-à-vis de la protéine El (V). La protéine El 
va alors se replier puis le complexe formé par les protéines El et E2 va maturer (VI). Lorsqu'il 
aura atteint sa forme correctement repliée, le complexe va se dissocier de la calnexine. 
L'hétérodimère non-covalent ainsi formé correspond probablement au "complexe de 
prébourgeonnenient" (VII). 
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protéines d'enveloppe de signaux de rétention pour un compartiment spécifique (Andersson, et 

al. 1997, Armstrong and Patel1991, 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 maintenant 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 à retenir le 

complexe dans le réticulum endoplasmique (voir modèle putatif figure 16). 

Plusieurs explications sont possibles. Tout d'abord, les deux protéines doivent être 

maintenues dans le même 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 même domaines qui permettent 

l'ancrage membranaire des protéines. Aussi, il est probable que ces différentes fonction~ sont 

étroitement liées et que la suppression de la fonction de localisation dans le réticulum 

endoplasmique entraînerait 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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ll. Etude des g/ycannes de E1 

Comme nous l'avons vu page 32, la protéine E 1 du VHC possède 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). 

ll.l. 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 à présenter des structures variables, la glycosylation 

favorise la diversité et la spécifiGité des protéines cellulaires et virales. De plus, ce mécanisme 

étant constitutif chez la cellule, il ne nécessite pas d'information génétique supplémentaire. La 

diversité des structures glycanniques observée s'explique par la présence conjointe de plusieurs 

phénomènes. Tout d'abord, comme nous allons le voir, il existe plusieurs types de 

glycosylation. De plus, pour un même site potentiel, une glycosylation absente, partielle ou 

complète peut être constatée. Elle est fonction du tissu, du\ype cellulaire et de l'état de la cellule. 

Enfin, une rnicrohétérogénéité peut être observée pour les glycannes matures, due à l'acquisition 

de structures complexes dans l'appareil de Golgi. 

Ces phénomènes ont amené à 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'à un site, une 

protéine, une cellule et un état cellulaire donné, est associée une structure glycannique constante. 

Toutefois, nous verrons que cette règle n'est pas absolue et qu'un certain nombre de facteurs 

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

ll.l.l. Les différents types de glycosylation 
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Schématiquement, on peut les classer en quatres catégories: 

- La N-glycosylation: la chaîne glycannique est attachée à la protéine par l'intermédiaire 

d'une liaison glycosidique sur l'atome d'azote (N) d'un résidu asparagine. 

glycanne--4GlcNAc~l-N-Asn 

-La 0-glycosylation: la chaîne glycannique est attachée à la protéine par l'intermédiaire 

d'une liaison glycosidique sur l'atome d'oxygène (0) d'un résidu sérine ou thréonine. 

glycanne--4GalNAca.l-O-Serfl'hr 

- La glycosylation des protéoglycannes: la chaîne glycannique est attachée à la protéine 

par l'intermédiaire d'une liaison glycosidique sur l'atome d'oxygène (0) d'un résidu 

hydroxylysine. 

glycanne--2Gal~l-O-HLys 

- Les glycannes faisant partie d'un ancrage GPI : l'extrémité C-terrninale d'une protéine 

est estérifiée sur le groupe amine d'un éthanolamine-phosphomannoglycanne, lié alors à un 

groupe phosphatidyl inositol formant ainsi un ancrage GPI. 

PI-glycanne-Man-6-P éthanolamineNH-CO-CH(R)-NH 

La glycoprotéine El ne porte que des glycosylations de type N-liées. Aussi, la suite de 

cette introduction ne sera consacrée qu'à la description des phénomènes ayant trait à la N

glycosylation. 

ll.l.2. La N-glycosylation 

Le point commun entre toutes les chaînes glycanniques 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 à travers le RE, puis éventuellement 

l'appareil de Golgi, de nombreuses substitutions vont venir apporter une grande diversité 

structurale. Pour revue, voir (Komfeld and Komfeld 1985, Rademacher, et al. 1988). 
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La première étape de la N-glycosylation intervient très précocement, dans la majorité des 

cas avant même que la protéine ne soit complètement traduite. Elle se produit donc tout d'abord 

dans la lumière du RE rugueux, et fait intervenir une glycosyltransférase. Elle est liée à la 

membrane et permet le transfert "en bloc" du glycanne Glc3Man9GlcNAc2, 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 

Serffhr où le résidu X est un aa quelconque excepté la proline. Le phosphodolichol est une 

molécule hydrophobe, liée à la membrane, qui permet l'assemblage et l'ancrage du glycanne 

dans la membrane. 

La maturation des glycannes s'effectuant dans le RE et l'appareil de Golgi est résumé 

figure 18. 

11.1.2.a. La glycosylation dans le RE 

Trois molécules donneuses de sucre sont nécessaires à l'assemblage du glycanne 

Gluc3Man9GlucNAc2: le UDP N-acétylglucosamine, le UDP glucose et le GDP mannose. Les 

deux premières 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 l'étape 3, cinq résidus mannoses sont transférés du 5GDPMan sur l'accepteur lipidique pour 

donner le Man5GlcNAc2-PP-Dol. Les quatre mannoses et les trois glucoses des étapes 4 et 5 

seront quant à eux transférés du nucléotide diphosphate de façon indirecte, par l'intermédiaire 

d'un glycosyl-phosphodolichol. Après l'étape 5, l'oligosaccharide est alors susceptible d'être 

transféré sur une protéine naissante. Ce phénomène est celui rencontré pour tous les types de 

cellules eucaryotes (Elbein 1979, Hubbard and lvatt 1981, Komfeld and Komfeld 1985, 

Lennarz 1980, Staneloni and Leloir 1982). Ce transfert de l'oligosaccharide sur la protéine va 

être réalisé par l'enzyme oligosaccharyltransférase (étape a). ll est immédiatement suivi par 

plusieurs étapes de déglucosylation. 

Les premières étapes ont lieu dans le RE. Le glucose terminal est tout d'abord éliminé 

par une a-glucosidase-1 (étape a). Puis, une a-glucosidase-11 clive les deux glucoses suivants 

(étapes b,c). Un premier résidu mannose est alors clivé du glycanne par l'al-2 mannosidase-1 

(étape d). La molécule alors obtenue (Man8GlcNAc2-Protéine) est la structure qui va 

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



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

d'après Abeijon et Hirschberg 1992, 
Kornfeld et Kornfeld 1985. 
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II.l.2.b. La glycosylation dans l'appareil de Golgi 

Dans le cis-Golgi, trois mannoses supplémentaires vont être clivés par l'a-mannosidase

I (étape e). 

Les enzymes N -acéty lglucosaminy lphosphotransférase et N -acéty lglucosamine 1-

phosphodiester aN-acétylglucosaminidase (respectivement X et Y) vont permettre l'élaboration, 

dans le cis-Golgi, du motif mannose-6-phosphate sur les glycannes des enzymes lysosomales. 

La suite du processus hors hydrolases a lieu dans le Golgi médian. Un résidu N

acétylglucosarnine est alors ajouté sur le résidu mannose exposé du "core", par une N:.. 

acétylglucosarninyl-transférase-I (étape t) Ceci est un prérequis pour que l'étape suivante ait lieu. 

L'enzyme Golgienne a-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-IT (étape h). Un résidu fucose 

peut alors être transféré sur la N-acétylglucosamine liée à l'asparagine par une fucosyltransférase 

(étape h). TI faut noter que cette étape peut avoir également lieu dans le trans-Golgi. La protéine 

est transportée dans le trans-Golgi où deux résidus galactoses sont ajoutés par l'intermédiaire 

d'une galactosyltransférase (étape i). Enfin, une sialyltransférase va catalyser l'addition de deux 

résidus acide sialique (étape j). 

A cette étape, le glycanne a atteint sa forme mature, il peut alors quitter l'appareil· de 

Golgi vers sa destination finale 

II.l.2.c. Processus de "glucosylation-déglucosylation" 

Le processus de clivage des deux premiers glucoses du glycanne Glc3Man9GlcNAc2 par 

les enzymes a-glucosidase-I et a-glucosidase-II s'effectue dans le RE. TI fait donc apparaître 

une forme monoglucosylée. C'est cette forme qui va interagir avec les chaperons du RE, telles 

la calnexine et la calréticuline, comme nous l'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 grâce à la déglucosylation de celle-èi par l'a-glucosidase

II. 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'être décrit. Si la protéine est mal repliée, il intervient 

alors une étape de reglucosylation du glycanne Man9GlucNAc2 (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", grâce à des interactions 

avec les aa hydrophobes exposés à la surface des protéines mal repliées [Trombetta, 1992 #506; 

Sousa, 1995 #505]. 

La forme monoglucosylée peut donc se fixer à nouveau sur la calnexine. La 

glycoprotéine en cours de maturation sera maintenue dans ce cycle de glucosylation

déglucosylation jusqu'à ce qu'elle soit convenablement repliée. Dans ce cadre, la glycoprotéine 

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

ll.1.2.d. Contrôle de la glycosylation 

La description de la voie de glycosylation représente une illustration des processus 

permettant la formation d'un oligosaccharide complexe à partir 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 être observées à l'issue de ce processus. Ainsi, la 

structure dont l'élaboration vient d'être décrite est le modèle "à deux antennes". Un variant " à 

quatre antennes" peut également être observé. Sa présence dépend de la présence et de la 

spécificité des enzymes N-acétyl-glucosarninyltransférases intervenant lors de l'étape h. 

La grande variété de formes complexes observée suggère 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 discrète 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 celà est indiqué pour la forme "à 

quatre antennes", des enzymes présentes dans les compartiments de la voie de synthèse. Cette 

répartition des enzymes est déterminée principalement par le contexte cellulaire, le type 

cellulaire, la nature du tissu et l'espèce considérée. 

-+ Influence de l'espèce 
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Ainsi, une même glycoprotéine exprimée dans un même type cellulaire ayant pour 

origine des espèces variées, va mener à une glycosylation qui sera spécifique de l'espèce 

considérée. Par exemple, la glycoprotéine al-acide de rat est N-glycosylée d'une manière tout à 

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 même, les nombreuses études concernant la 

glycosylation de la y-glutarnyl transpeptidase du foie et du rein chez le veau, la souris et le rat, 

ont apporté le même type de résultats. Les glycosylations sont spécifiques aux espèces étudiées 

et elles diffèrent par la complexité et le degré de sialylation des glycannes matures (Kobata 

1984, Yarnashita, 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 

système cellulaire (ovaire de cochon d'Inde et lignée fibroblastique de souris C-127) à 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 système cellulaire. Ces différences sont liées au nombre de 

molécules d'acide sialique et de fucose incorporées à la structure complexe. 

Il semble que les différences observées entre les espèces puissent amener à des 

incompatibilités des glycoformes d'une espèce à l'autre. Ainsi, Galili et al. ont étudié l'épitope 

Galal + 3gal qui est une structure présente dans différents tissus chez plusieurs espèces (Galili, 

et al. 1987). Ils ont montré que ce motif est présent chez les "new world monkeys" et les 

mammifères, et absent chez les "old world monkeys". Or, chez ces derniers, ils mettent en 

évidence un taux très important d'anticorps dirigés contre ce motif, ce qui n'est pas le cas pour 

les deux premières espèces ci-dessus. ll reste à comprendre qui, des anticorps ou du motif 

Galal + 3gal, détermine la présence de l'autre. 

Ces phénomènes de glycosylation différentielle peuvent également participer à des 

processus de résistance cellulaire vis à 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 KRC7 résiste à l'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 

phénomènes de glycosylation entre les espèces. 
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Enfin, des différences beaucoup plus fines que l'espèce d'origine du type 

cellulaire utilisé pour l'étude peuvent donner lieu à 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 entraîner la modification de la glycosylation d'une protéine placentaire, la 

Glycoprotein hormone alpha subunit (Nemansky, et al. 1998). ll 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 à mettre en rapport avec une régulation différentielle de deux enzymes de la voie de 

glycosylation, les N-acetylglucosaminyltransférases IV et V et la a-6-fucosyltransférase. 

Une autre étude, réalisée par l'équipe de Kobata, rapporte le même type de phénomène 

(Asada, et al. 1997). Ce travail a été réalisé sur des lignées transformées de type NIH3T3, 

MT Ag, MTPy, MT1. Les développements respectifs de ces lignées dans une souris athyrnique, 

présentent plusieurs différences: la lignée MT Ag pousse plus rapidement que la lignée MTPy, 

alors que les lignées MTl 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, 

MT 1, MTPy, MT Ag, on observe une présence de moins en moins importante des structures à 

"deux antennes" branchées sur le "core", et une présence croissante des structures à "trois" et 

"quatre antennes". Les auteurs mettent en corrélation ces différences de structure et les 

propriétés de la lignée MTAg, c'est à dire une capacité à former des tumeurs diminuée et des 

propriété d'adhérence in-vivo altérées. 

ll.l.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 apparaît aujourd'hui de plus en plus évident que ces phénomènes peuvent 

également avoir lieu dans le noyau, les mitochondries et même le cytoplasme (Hart, et al. 

1988). Ainsi, la présence de phosphodolichol dans les membranes n'appartenant pas au RE et à 
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l'appareil de Golgi, semble maintenant être une évidence. Cependant, les problèmes de 

contamination des membranes étudiées par celles du RE et de l'appareil de Golgi, compliquent 

les études s'attachant à explorer ces phénomènes. Néanmoins, les études qui se sont 

particulièrement attachées à éliminer ce biais expérimental, attestent toujours de la présence de 

phénomènes de glycosylation dans le noyau et les mitochondries (Ardail, et al. 1985, Fayet, et 

al. 1988). 

ll reste maintenant à définir la nature des protéines ainsi glycosylées ainsi que 

l'importance relative d'un tel phénomène. 

ll.1.3. Défauts de glycosylation et pathologie 

Ces processus de glycosylation interviennent donc dans la maturation de très 

nombreuses protéines. Cette large prévalence ainsi que les diverses fonctions qui semblent 

attachées à ces oligosaccharides, suggèrent qu'un dysfonctionnement de la voie de biosynthèse 

des glycannes peut se traduire par l'apparition de pathologies particulières. 

Stanley et al. ont observé l'impact d'un tel dysfonctionnement en système cellulaire et 

chez la souris. lls montrent que la N-glycosylation est essentielle pour la viabilité de la cellule et 

de l'organisme. Ainsi, une souris avec un gène codant la N-acetylglucosamine transférase I 

inactivé ne parviendra pas à la fin de la gestation (Stanley and Loffe 1995). 

Chez l'homme, le nombre de pathologies mises en rapport avec de tels dérèglements 

croit régulièrement. 

Les premières pathologies à avoir été mises en évidence ont été la mucolipidose II et la 

mucolipidose III (pseudo-Hurler polydystrophy) (Reitman, et al. 1981). Ici, l'absence de N

acétylglucosaminyl-phosphotransférase fonctionnelle rend impossible l'élaboration du motif 

mannose-6-phosphate présent sur les glycannes des enzymes lysosomales natives (voir page 

61). Celà entraîne une inhibition du transfert des hydrolases de l'appareil de Golgi aux 

lysosomes. L'accumulation des hydrolases dans l'appareil de Golgi sera à 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 où l'absence des enzymes a.

mannosidase II et N-acétylglucosaminyltransférase II entraîne 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 où on note un défaut du donneur de fucose, le GDP-fucose. Cette 
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anomalie s'illustre par une incapacité de l'organisme à mobiliser les granulocytes sur les sites 

d'infection, menant à 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 à un grand nombre de dérèglement se développant dès 

l'enfance: troubles neurologiques sévères, 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 à 

une glycosylation incomplète des protéines entraînant 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, 

l'enzyme qui convertit le mannose-6-phosphate en mannose-1-phosphate (Matthijs, et al. 1997). 

En définitive, ceci compromet la formation du glycanne Gluc3Man9GlucNAc2 sur le P-P-Dol. 

D'autres études très récentes décrivent des CDGS type I liées 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). Celà montre qu'un syndrome multifactoriel sévère du type 

CDG peut également être éi1traîné 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: (Komfeld 1998, Rademacher, et al. 1988). 

Les signes cliniques illustrant les anomalies de glycosylation étant, comme nous l'avons 

vu, extrêmement divers, il est raisonnable d'envisager qu'un nombre de plus en plus grand de 

pathologies trouveront leur explication dans des phénomènes de glycosylation anormale. 

ll.l.4. Facteurs influençant l'efficacité de glycosylation 

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

laquelle un site potentiel donné pourra être 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 être 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 à 12-14 aa 

ou 30-40 A par Nilsson et Von Heijne (Nilsson and Von Heijne 1993). Les auteurs suggèrent 

que cette distance est nécessaire pour que le site de glycosylation soit accessible au site actif de 

l'oligosaccharyltransférase. 

-+ Présence du site à proximité d'une extrémité N- ou C-terminale 

D'une façon plus générale que dans le paragraphe précédent, il semble qu'un site localisé 

à l'extrémité N- ou C-terminale soit moins efficacement glycosylé que sur le reste de la protéine. 

L'étude réalisée par Livi sur l'interleukine-!~ montre que le seul site de la protéine (Asn7 -Cys

Thr), situé près de l'extrémité N-terminale, n'est glycosylé qu'avec une efficacité de 50% (Livi, 

et al. 1991). En augmentant la distance entre l'extrémité N-terminale de la protéine et ce site, il 

parvient à restaurer une glycosylation totalement efficace. 

-+ Influence du repliement sur la glycosylation des protéines 

Les processus de transfert des oligosaccharides initiaux sur les protéines, ont lieu en 

même temps que les premières étapes du repliement de celles-ci, alors que la traduction de la 

protéine n'est pas encore terminée. Celà suggère donc que ces deux phénomènes, repliement et 

glycosylation, s'influencent mutuellement. De nombreuses expériences sont venues confirmer 

cette hypothèse, mais aucune règle générale ne peut être édifiée. En effet, selon la nature de la 

protéine, et même selon la nature d'un site donné, un phénomène précédera l'autre, et l'un pourra 

favoriser ou inhiber le bon déroulement de l'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, gène considérablement la glycosylation 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 réalisé le même type de travail sur 

l'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 

plasminogène tissulaire décrit un phénomène 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 l'avons vu page 59, la N-glycosylation a lieu sur l'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 phénomène de glycosylation peut être 

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 être la cible d'un phénomène 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 laSer ou la Thr en position 3. Par l'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 à une efficacité de glycosylation plus importante que pour laSer, de 

l'ordre de deux à trois fois (Gavel and Von Heijne 1990, Kaplan, et al. 1987). Cependant, ces 

travaux ne se sont pas attachés à 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 très faiblement glycosylé. La 

substitution de la Ser par une Thr entraîne une augmentation considérable de l'efficacité 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 à leur présence en position 3 du séquon Asn-X

Ser/Thr/Cys: 

Thr >> Ser >> Cys 

Il 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 l'efficacité de 

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



FiJrnre 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), l'Asp (Marshall1974) et la Glu. Des études de glycosylation réalisées, in

vitro, à l'aide de peptides synthétiques mettent également en évidence un effet inhibiteur de l'Asp 

à 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 à 

l'aide de la protéine RGP en système in-vitro (Shakin-Eshleman, et al. 1996). Ce travail montre 

que les aa les plus défavorables à la glycosylation sont, sans compter la Pro, le Trp, l'Asp, la 

Glu et la Leu (voir figure 19). 

Bien que les mécanismes de ce phénomène 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. Ils 

pourraient donc géner l'accessibilité au séquon de l'oligosaccharyltranférase (Shakin-Eshleman, 

et al. 1996). De même, l'Aspet la Glu sont des aa chargés négativement. Cette charge pourrait 

influencer la capacité de l'oligosaccharyltranférase à 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 règle générale, les séquons comprenant 

une Cys en position deux apparaissent difficilement glycosylables. Ceci est très probablement 

lié au fait que la Cys peut participer à la formation d'un pont disulfure qui, comme nous l'avons 

vu précédemment, est fortement préjudiciable à la glycosylation (Bause, et al. 1982, Bulleid, et 

al. 1992). 

- AA en position quatre 

Très tôt, plusieurs auteurs ont suggéré que les aa situés à proximité du séquon pouvaient 

exercer une influence sur la glycosylation de celui-ci. Il a été postulé que cette action s'exerçait 

par une participation à l'établissement d'une conformation du séquon favorable à sa 

glycosylation ou par une modulation du potentiel des différents groupes fonctionnels du séquon 

à participer à la réaction de glycosylation (Bause, et al. 1982). 

Dans ce cadre, nous avons déjà vu qu'une cystéine localisée à proximité du séquon 

pouvait inhiber la glycosylation (Hasegawa, et al. 1992, Kane 1993) (voir "Influence du 

repliement sur la glycosylation des protéines"). De même, il a été décrit à plusieurs reprises 

qu'une praline située immédiatement après le séquon pouvait bloquer la glycosylation (Bause 

1983, Gavel and Von Heijne 1990, Roitsch and Lehle 1989). 
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Très récemment, une étude systématique de l'influence de l'aa en position quatre sur la 

glycosylation, a été effectuée par l'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. TI 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 à la lumière de cette étude et de celle commentée dans le 

paragraphe précédent (Shakin-Eshleman, et al. 1996) que la Cys en elle-même exerce une 

influence positive sur l'efficacité de glycosylation. C'est sa capacité à former des ponts 

disulfures avec une autre Cystéine qui défavorise un séquon à être glycosylé. TI 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 la 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 même façon, lorsque la glycosylation du site 1 est restaurée par mutagenèse 

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 

l'ovalbumine (Sheares 1988). 

A l'inverse, l'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 l'efficacité de 

glycosylation sur le site Asn329. De même, l'équipe de Friedrich met également en évidence ce 

type de phénomène sur la gp55 du "Friend spleen focus-forming virus" (Rau, et al. 1993). Les 

auteurs montrent que l'inactivation du site 3 va entraîner la glycosylation sur un site 

normalement non-glycosylé, correspondant à l'Asn378. 

TI n'y a donc vraisemblablement pas de règle générale en ce qui concerne ce phénomène, 

et l'influence des sites les uns sur les autres doit être envisagée au cas par cas. 
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ll.1.5. Influence de .la glycosylation sur différents phénomènes 

La N-glycosylation influence les propriétés biologiques d'un grand nombre de protéines. 

L'étendue des phénomènes faisant intervenir la glycosylation est extrêmement 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. 

ll.l.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, dès 1982, Olden et al. montraient que 

lorsque l'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 réalisées sur des protéines sécrétées confirmaient que 

l'inhibition de la glycosylation pouvait entraîner un mauvais repliement de la protéine et par 

conséquent, une inhibition de la sécrétion. Ainsi, le travail réalisé par l'équipe de Klenk sur 

l'hémaglutinine (HA) du virus de l'influenza A décrit bien ce phénomène (Roberts, et al. 1993). 

Ils montrent que, non seulement, les glycannes de la protéine agissent synergiquement pour 

favoriser le repliement de celle-ci, mais qu'ils favorisent également la stabilisation de 

l'hémaglutinine et la formation d'un homotrimère de HA. 

Ce phénomène a été décrit pour des protéines de natures très diverses: 

- Récepteurs: Gehle et al. montrent que, en ce qui concerne le récepteur à l'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 même, Rickert et al. ont 

étudié l'influence de la glycosylation sur la formation du récepteur nicotinique à l'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: L'étude réalisée par Zhu sur la a-N-acétylgalactosaminidase montre que la 

présence des glycannes est indispensable pour un repliement correct, et une résistance à la 

dégradation de la protéine, même si l'activité de l'enzyme ne semble pas dépendre de la 

glycosylation (Zhu, et al. 1998). De la même façon, 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 

l'enzyme est étroitement liée à une glycosylation correcte. 

-Protéines virales: En inhibant l'action de l'a-glucosidase dans des cellules infectées par 

le virus de l'hépatite B, Lu et al. mettent en évidence que les glycoprotéines du virus vont suivre 

une voie de repliement incorrect et être retrouvée sous la forme d'agrégats dans les lysosomes 

(Lu, et al. 1997). Un phénomène 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 

à la formation de ponts disulfures corrects. L'absence des glycannes sur la protéine va entraîner 

un repliement aberrant et la formation d'agrégats. 

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

Nous avons déjà discuté de l'importance des glycannes pour le repliement des 

glycoprotéines et l'association avec les chaperons du RE. Mais leur influence s'exerce également 

en aval, sur la voie de sécrétion des protéines. TI semble néanmoins qu'il faille établir une 

distinction entre les protéines sécrétées et les protéines membranaires. Le transport correct de 

ces dernières à la membrane plasmique serait étroitement lié à la présence des glycannes, alors 

que les protéines sécrétées subiraient assez peu l'influence 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 très rares exemples de protéines membranaires ne subissant pas l'influence des glycannes 

sont documentés. On peut relever par exemple le cas des protéines du CMHI qui, lorsque leur 

glycosylation est bloquée, sont transportées avec la même cinétique à la surface cellulaire que 

les même protéines glycosylées (Ploegh, et al. 1981). 

Toutefois, de nombreuses études récentes semblent vemr 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 paraître contradictoires, mais ils 

indiquent simplement que l'influence des glycannes est spécifique de la protéine étudiée. 
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Muy laert et al. montrent que la protéine NS 1 des flavivirus modifiée sur le premier ou 

l'ensemble de ses deux sites de glycosylation, n'est plus sécrétée (Muylaert, et al. 1996). De 

même, l'effet de la perturbation de la glycosylation sur la protéine M du virus de l'hépatite B à 

été étudié par Mehta et al. Ils rapportent, qu'en présence de N-butyl-déoxynojirimycine, un 

inhibiteur de l'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 phénomène similaire en ce qui concerne la glycoprotéine du virus de la rage. Ils 

montrent que la sécrétion d'une forme soluble de cette protéine est étroitement liée à 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 l'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). 

TI existe dans la littérature de nombreux autres exemples relatant un phénomène 

similaire, mais également un certains nombre de contre-exemples. 

C'est le cas pour l'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 l'ACE. Le même 

phénomène a été relevé par Chuang et al. pour l'anticorps IgA1. Les protéines modifiées sur l'un 

ou sur l'ensemble des deux sites de glycosylation sont efficacement sécrétées par des lignées 

myélomateuses, sous forme de monomères ou de dimères (Chuang and Morrison 1997). 

Enfin, on peut également citer l'exemple de la SW A2 a-amylase (Schwanniomyces occidentalis 

SWA2 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, l'activité catalytique des formes sécrétées est alors réduite d'un facteur 22. 

Les expériences réalisées sur la chaîne B du PDGF (platelet-derived growth factor) par 

Kaetzel et al. ont mis en évidence un phénomène beaucoup plus surprenant. En effet, la 

suppression de la glycosylation sur la protéine par mutagenèse dirigée va entraîner une 

augmentation de la sécrétion du facteur de croissance sans perturber son activité rnitogénique 

(Kaetzel, et al. 1996). 

L'influence de la glycosylation peut également s'exercer sur la sécrétion des virus. Le cas 

du virus de l'hépatite B illustre bien ce phénomène. Par l'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 être les étapes limitantes. La perturbation des phases tardives, qui ont lieu 
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dans l'appareil de Golgi, paraît 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 entra1n.e 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 règle 

générale et que l'étendue de l'influence d'un glycanne sur une protéine donnée est difficilement 

prévisible. Toutefois, cette influence peut être déterminante sur le devenir de la protéine et du 

virus, et l'étude de la glycosylation est souvent nécessaire pour comprendre le fonctionnement 

de ces structures. 

ll.1.5.c. Implication de la glycosylation dans l'immunogénicité 

Les oligosaccharides jouent un rôle clé dans l'immunogénicité d'un grand nombre de 

protéines. Ainsi, leur implication est maintenant bien connue dans des phénomènes tels que les 

processus inflammatoires et les rejets de greffes. De plus, des perturbations dans le processus 

de glycosylation sont connues pour être 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 à un très grand nombre de publications. On peut essayer de dégager de ces travaux 

deux phénomènes 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 influence négative sur l'activation des cellules T en 

gênant 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 phénomène. 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 même 

protéine native glycosylée (Botarelli, et al. 1991). Ils suggèrent que les glycannes présents sur la 

protéine native sont susceptibles de gêner la reconnaissance par les lymphocytes. Le même 

phénomène est décrit dans les études réalisées par l'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 à une partie de la protéine entraîne une diminution de l'efficacité 

de la reconnaissance de la molécule par les lymphocytes T CD4. 

L'influence de la glycosy lation sur la réponse des lymphocytes T cytotoxiques (T CDS+) 

à été étudiée par l'équipe de Walker (Doe, et al. 1994). lls montrent que l'activité des CDS, vis à 

vis d'un épi tope faisant partie de la région V3 de la protéine gp 120 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 épi tope par les anticorps neutralisants. Plusieurs études réalisées sur la protéine gp 120 

montrent que l'introduction d'une chaîne glycannique localisée à 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 à 230 (Bolmstedt, et al. 1992) peut gêner l'accessibilité aux sites de neutralisation par les 

anticorps. Cette perturbation de la reconnaissance a été mise en évidence à de nombreuses 

reprises sur des protéines de différents types viraux: caprine arthritis-encephalitis virus (Huso, 

et al. 19SS) et herpes simplex virus (Olofsson, et al. 1990, Sjoblom, et al. 19S7) par exemple. 

ElJe peut s'expliquer par une gêne 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 hélicoïdale en une boucle ~ 

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

Cette capacité du glycanne à masquer un site ou à entraîner 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 phénomène exactement inverse. C'est à 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 être conservée pour que leurs anticorps 

neutralisants soit efficaces (Benjouad, et al. 1992). ll 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 à proximité de la région V3, sont huit fois plus sensibles à la 

neutralisation que les virus sauvages. Plusieurs études montrent que la perturbation de la 

reconnaissance d'éventuels épitopes peut être entraînée par des modifications beaucoup plus 

fines du glycanne que sa simple suppression (Olofsson, et al. 1990, Sjoblom, et al. 1987). Ces 

auteurs rapportent que l'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 à 

perturber gravement la reconnaissance par des anticorps de sites antigéniques situés à proximité. 

La présence d'une glycosylation supplémentaire peut aussi améliorer l'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 HTL VI (human T lymphocyte virus I) sur lequel est crée un site de 

glycosylation. En effet, l'immunogénicité de celui-ci est améliorée par rapport à la séquence 

sauvage (Conrad, et al. 1995). 

La présence des glycannes peut aussi être nécessaire à la réponse des lymphocytes T 

CD4. Ainsi, Sjolander et al. rapportent que la déglycosylation de la protéine gp 160 du VIH 

abolit la réponse T CD4 dirigée contre un épitope localisé à proximité des trois sites délétés, en 

position C-terrninale (Sjolander, et al. 1996). 

Toutes ces données mettent en évidence que l'influence exercée par la glycosylation va 

être étroitement liée à l'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 système 

immunitaire. Un épitope présent sur une protéine non glycosylée peut tout simplement ne pas 

exister sur la protéine glycosylée. 

-+ Le glycanne: un site antigénique à part entière ? 

TI est apparu récemment que les glycannes pouvaient constituer des cibles privilégiées 

dans le cadre de traitement des cancers par immunothérapie. En effet, des phénomènes de 

glycosylation aberrante sont le trait lè plus commun des cellules· màlignes et les réponses 

humorales des patients sont très souvent dirigées contre les structures glycanniques présentes à 

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 à l'intensité de la réponse (Longenecker, et al. 1994, MacLean, et al. 

1993). 

Plus généralement, les équipes s'étant attachées à l'étude biochimique des déterminants 

élués des molécules de CMHII, rapportent la présence de groupements glycanniques, 

probablement attachés aux peptides fixant le CMHII (Chiez, et al. 1994, Chiez, et al. 1993). De 

même, de très nombreuses études destinées à déterminer l'immunogénicité de peptides, mimant 

des épitopes bien caractérisés de cellules T, et portant un glycanne en position centrale ou à 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 l'épitope T. Le glycanne peut également constituer par lui même 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 gp120 du VIH (Hansen, et al. 1990, 

Hansen, et al. 1991). L'infection par le VIH peut être 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 phénomène similaire (Shiyan and Bovin 1997). Ils montrent qu'en 

greffant les glycannes complexes de différentes glycoformes de la protéine AGP sur des 

matrices de polyacrylamide, on observe que l'immunogénicité de ces structures est très 

semblable à l'immunogénicité observée pour les protéines natives, et ceci vis à vis de plusieurs 

populations cellulaires (monocytes, granulocytes, lymphocytes). Ils suggèrent donc que c'est le 

glycanne qui détermine la modulation du système immunitaire et pas la protéine elle même. 

Enfin, les travaux de l'équipe de Bahraoui sur la gp160 du VIH-I ont permis de révéler 

une propriété de ces glycannes qui semble très 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 gp140 de HIV-II. Cette cross réactivité permet 

d'envisager la possibilité d'une réponse immune spécifique d'un 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'être résumées mettent bien en 

évidence leur intérêt dans des protocoles d'immunothérapie. Ils représentent une cible potentielle 

pour les anticorps neutralisants et peuvent porter des motifs qui déterminent une réactivité 

étendue à 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 intérêt 

thérapeutique potentiel. 

ll.2. Résultats-discussion 

Lorsque ce travail a été initié, peu d'informations sur les phénomènes de glycosylation 

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

de la protéine El que celle ci porte cinq sites potentiels de glycosyaltion, pour la souche H. Les 
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analyses réalisées par Foumillier-Jacob et al. ont montré que seul, quatre des cinq sites étaient 

effectivement utilisés (Foumillier, 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 phénomènes tels que le repliement de la protéine E 1, la formation du complexe natif 

E 1E2 et la sécrétion de la protéine E 1. 

Pour cela, nous avons construit une grande variété de mutants de glycosylation de E 1 

puis nous avons analysé le comportement de chacun des mutants. 

Les résultats sont résumés dans la publication suivante 
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Anal y sis of the glycosylation sites of HCV glycoprotein E 1 and the influence of E 1 glycans on 

the formation of HCV glycoprotein complex 
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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. ln 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 E 1 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 weil 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 E1 E2 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 E1 E2 complex, whereas a mutation at position N1 and 
predominantly at position N4 dramatically reduced the efficiency of the formation of noncovalent 
E1 E2 complexes. 

Introduction 
Hepatitis C virus (HCV) is the major aetiological agent of 

human posttransfusion and community-acquired non-A non-B 
hepatitis (Alter et al., 1990; Choo et al., 1989; Kuo et al., 1989), 
infecting probably 1% of the population worldwide 
(Houghton, 1996; Purcell, 1994). Infected individuals have a 
high risk of developing chronic hepatitis, liver cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma, making HCV a major cause of 
morbidity and mortality worldwide (Alter et al., 1992; Saito et 
al., 1990; Zhang et al., 1990). 
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Comparative analyses of the genomes of severa! HCV 
strains that have been molecularly cloned and sequenced 
indicate that HCV is a member of the Flaviviridae family, which 
includes the flaviviruses and the pestiviruses (Miller & Purcell, 
1990). HCV is a small, enveloped virus containing a positive
stranded linear RNA genome of approximately 9·5 kb. The 
RNA genome of HCV virus encodes a single polyprotein of 
3010 to 3033 amino acids (Matsuura & Miyamura, 1993), 
which is processed co- and posttranslationally by the host cel! 
as weil as by virus-encoded proteases to create mature 
structural and nonstructural proteins. The HCV gene order has 
been determined as 5' C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B
NS5A-NS5B 3' (reviewed in Rice, 1996). The nonstructural 
proteins are processed by NS2 and NS3, the two viral proteases 
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(Bartenschlager et al., 1993; Grakoui et al., 1993 a, b; Hijikata et 
al., 1993; Manabe et al., 1994; Tomei et al., 1993), whereas 
processing of the capsid protein and the two membrane
associated glycoproteins, El and E2, is mediated by host signal 
peptidase(s) (Grakoui et al., 1993 c; Hijikata et al., 1991). 

Expression of an HCV C-E1-E2 eDNA construct in a cell
free translation system (Hijikata et al., 1991) or a cel! culture 
system (Deleersnyder et al., 1997; Dubuisson et al., 1994; 
Foumillier-Jacob et al., 1996; Grakoui et al., l993c; Kohara et 
al., 1992; Matsuura et al., 1992; Ralston et al., 1993; Spaete et 
al., 1992) showed that El 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 et al., 1994). 
Following translocation, Asn-linked (N-linked) glycosylation 
of El 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 Ioss of approximately half of the molecular mass 
of the HCV glycoproteins, as determined by SD5-PAGE 
(Foumillier-Jacob et al., 1996; Grakoui et al., 1993 c). El and E2 
con tain five (or six) and el even 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 et al., 1994 ;Mizushima et 
al., 1994) and forms a stable complex with El, which is co
immunoprecipitable (Dubuisson et al., 1994; Grakoui et al., 
1993c; Lanford et 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 El and E2 interad to 
form a heterodimer stabilized by noncovalent interactions 
(Deleersnyder et al., 1997). Furthermore, the formation of the 
noncovalent E1E2 heterodimer is very slow, probably due to 
slow folding of these proteins (Deleersnyder et al., 1997). It has 
also been shown that the formation of intramolecular disulfide 
bonds is slow for El, whereas it is rapid for E2 (Dubuisson & 
Rice, 1996; Michalak et al., 1997). In addition, El 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 El (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 
adivity of proteins (Kornfeld & Komfeld, 1985; Opdenakker et 
al., 1993; Rademacher et al., 1988). Animal viruses utilize the 
host cel! 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 (Gave! & 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 et al., 1992) or 
remain unglycosylated (Gave! & von Heijne, 1990). 

A recent study has revealed that one potential glycosyl
ation site of HCV glycoprotein El (genotype la) is not utilized 
during the glycosylation process (Foumillier-Jacob et al., 1996). 
In the current study, we used oligonucleotide-directed muta
genesis of the El gene to cons tru ct a panel of El 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 El 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 El glycoprotein and a defect in glycosylation at 
position 4 has a severe effect on the formation of noncovalent 
E1E2 complexes. Moreover, using a cell-free translation 
system, the core glycosylation efficiency at each fundional 
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 
• Cell cultures and vi ruses. Cel! !ines (CVl, 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 J.Lg/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 ts7 
derivative (Drillien et al., 1982) were amplified on HeLa cells, purified on 
sucrose gradients and titrated on CVl 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). 

• Site-directed mutagenesis. The eDNA encoding HCV gly
coprotein El was cloned into the replicative-form DNA of Ml3mp 18 by 
using standard techniques in such a manner that the noncoding strand of 
the El eDNA 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 et al. (1985) by using a commercially available in 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 sorne conditions, El mutants were generated by 
ligating different enzyme restriction fragments containing the appropriate 
mutant sites. Cycle sequencing to verify the mutants was performed 
using the AB! 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 BamHl and ligated to pTMl/C8El132_383 (Foumillier-Jacob et al., 
1996) or pTMl/C8 ElE2p7132_809 • Recombinant DNA manipulations 
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Fig. 1, Schemauc representation of ft,îJnked gîycosy!atfc<1 stes in HCV 
glycc:xmetn E 1 A !inear diagram of the primart seqveru::e of the E 1 

gtyœprote\n is shown Et is î<x;ated beiwi!en amine acids 1'12 and 383 
en the HOt The E 1 protein contains îive potentlai ti-!tnked 
gry1:os)";a;;on sites at residues 196, 209, 234, 305 and 325 as indk"ated 

brJMKhed stn..Ç::<;Jres (Y} .. The mutants are named with an N (for the .A.sn 
amino arid mcdifkation) ar.a a ntwnber, which is related to the position of 
the g!ywsylatkm site on the m&P {N 1 ro N5}. 11-,e Cf$ resid;;es are 
designated by sm&H crdes and the amino acid number of eac:h is 
shcwn be!ow an avow. 

were m;tde accnrding rn ~tanclarcl methods {S,mtbrook d ;1/., l9'S'?!. 
Re;;ombir.;tnt plasmtd> were <:<1ntmlk't:i by sequendng 

• ln vitm transaipticn and translation. DNA from purtfi"d 
n>eombinant pTMl p!asmids {2 !l8J was uted M tt>mpl.:de for in t•itn• 
tramKTiption with f7 RNA poly:mense (Promega). After a 60 min 
iocubation at J7 "C fol!owed hy a 15 min RNa~fme DNa..">t' RQl 
îreatment U unit/vgt RNAs were cxtraded with phenolfer.lcmform 

and eHnnoi-pntdpitated. Puriiied RNA lr.:msctiph were us;;-& at cl 

mn<.':dltmt:ion of lOO li&/ ml for i>r oùrv translation reactions using a 
rabbit rt>tk'liloryte lysale {15 pl} (Pmrrœga) supplemented with 15 !iÜ 
f'HS!methiooine in the ~'fln- or ahseoc•• of canine pam::reatk 
mkrœom<~l membrano;.>s. Ailer 60 min at 30 "C samples were he;th:d at 
lOO "C forS min in the ptes<-"'Ce of Ltt."mmii buffer (L:!emmli, !970}, Cdl
fre:e translation protdn pmduds were analysed by SD$-P AGE. 

• Generation cf recombinant vac::dnia viruses. Transiediün ,,nd 
imlaoon of remmbirMnt virmes wew perfomwd es~Ihal!y as prevkntsly 
deseribt.>d (Ki;my et aL, I9$4}. 

• Antibodies •• A.nti·HO' E! lAA) and EZ t,;\11 and H2l MAbs have 
been desçribed previm~Sly {Delcennyder tl aL 1997; Dubulsson d ai., 
1994} and werc pmduœd fu oüm by u1>ing a MiniPerm apparatus 
fHeraeus) a> f(>t:ommended by the manufil<:turcr. Anh...::alnexln Jnhbvdim; 
(SP A~l were supp!iccl by Stress G<•rL 

• Metabclk labelling and lmmunoprecipitation. HepG2 or 
CVJ celis wt'1V infeded with vTF7-3 alone or in mmbinatiôn with 

anotlwr rernmhinant v,1cônia vims, ea;;:h at An m.oj, of 5 plu, per œiL 
and metabolk<~lly labc!.lt>d with '"'5-pmtcin lahd!ing mix fNENl as 
previou~dy dctKtib..'{! (Dubui~m & Rke, 1996). lJ~bel!ed infeded cd!" 
weœ then lyR."1:i wJth iJ5'i;, Triton X· lOO in 10 m\\4 Tris-HC! (pH 7·5}, 
150 m~! N<~CI and 2 mM EDTA (Tl3Sl For analylWs undcr nonœdudni{ 
conditiüns, the lysb buffer was supplement cd wîth 20 mM i1Xf,;, 
acetan1icle. CeU lyS~tes were darifini by rentrifugati<.m in an Eppendorf 
centri.fuge t<lt 15 min, 

!mmunopredpitaHon> weœ camed out ;~s described previously 
\IÀ.ibuiss<m & Riœ. l ~61. A 6 pl aliqunt of rabbit anf!,mou>e lgG {Dakn) 
was incubated wHh pwh;in .. >.-Seplumse iPharmada lKBJ for 1 hat 4 "C 
in TBS conbining 0·2% Triton X· lOO (TB$. Tl, This step wa1> omii!ed 
when polydonal •mhbodks were used. The beads were Uwn iocubated 

sh~p was pt~tfom'N:~d fur i h ~tt 4 <}C}_ Iknvt~ev. ~~Jf:h sh:p_, tht~ bt+.,!d~ ;.vere 
<vashe.,! om:e with TB:;. T Ath•r !he List st•'P·· they were wastted t!m·-e 
times with TBS. T and üfKe with TBS. The immun<1> <ümplexe,; wtc'H' 
boilt't:i for 5 min in Laem:nli buffet {L<wmmlL l.<?"Ol (under ~onreducing 
conclitk;ns, fl-mer<aptnethanoi ><3S omitted} befure :.maiysb SDS..· 
P AGiL .A.fter doctmphoresis. the gels were treated with sodium ~.-u:1cv;:<::e 
tC:'1amberialn. 1979t dried and expo<>•<>d Jt - 7 0 "'C to prdl,;,;h,;d 
rfypemlm.Mt> LA,;mer~am} nc.methylated pmrcin molen.:lar ffiOl$$ 

markers were pun:h<'s<.-ci fmm Amer:>hJm. 

Results 
Identification of the functional N-linked glycosylation 
sites in E1 

One of !:he flve pntential N-linked oligosaccharîde acceptor 
sites of EI is not utilizt>d durlng giycosylabon (Fourniiiier· 
lacob t:l aL 1996}. To identlfy the unused glycosyiah~•n site. 
mutant El proteins each lacking one of the glycosy!ation sites 
were obtained by site<ilreded mutagenesis. 

Oligonudeotide-dîreded mutagenesis was employed to 
introduce two nucleotide changes in the codon encoding Asn, 
resulting in a single amino acid substitution at each potenHal 
glycosylation site. The addition of N-linked o!igosaccharides 
was prevented by changing the Asn-X-Ser consensus sequence 
ar Asn residt.~es I%, 209, 234. 30.5 and 32.5 to Gln-X-Ser. The 
mutants in which the consensus sequence ;vas aitered are 
referred tu as NL Nl, NJ, N4 and NS. The positions are 
numbcred sequentia!ly from the N terminus of El (fig. 1). The 
mutated cDNAs we:re reintroduced into the eukarvoric 
expression vedor pTMI/CAElw:t·'l!la {Fournilller-Jacob ;; a!., 
19%) or pTMI/C1EŒ2p7u;:~!lvw a!lowing expression of El 
or E1E2. respedîvdy. In the first appmach, the eledrophoretic 
mobîlities of the El mutants for a specifie site of glycosylation 
O. 2, 3, 4 or .5) were ana!ysed in an in vitnJ transcription 
translation experiment and compared to the wild·type El 
expressed similarly in vitro, El glycoproteins with mutations at 
sites J, 2. J or 4 (Fig. 2. El lanes Nl to N4 or E1E2 lanes Nl 

Fig. 2. SOS-PAGE ana!ysis of single E 1 gi)'COSytatioo mutants transiated 
in vitro. T7 RNA tra'150'ipts ootained from DNA p!asmids cootaining 
sequences encoding mutants E 1 N 1 w NS afld E1 E2 N l to N5, and fer 
wi!d-type as cootroi, were tra.'lShted rn a rabbit reti;;ulocyte !ysate in the 
presence ut microscn"eal membmnes. with the addttion ot i}"S)methioome 
in the reaction mixture. The location nf wi!d-type El and El proteins 1s 
;nd!cated on the M1;)ht :Sî:tes (in kDa) of protein mùlecu!ar mass fl'latkers 
are indk:ated on the ieft. 
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14J~--------------------------------------~ 
Fig. 3. SOS-PAGE 31'4\ly'Sis ot wild·type an1J glycœyial!OO mutants cf HCV Ei HepG2 cds were comfected wi!h vTF7-3 and 
vatdnia 1àrus recombinAnts expressing dther wi!d-type E 1 E2 ('NT) or the different mutants of E 1 (wl!hin E 1 E2} at a mdtlp!icity 
of 5 fÔ3J. per celL lniected ce11s were radiotabef!ed wi!.h [ ;5S]methionine fur 2 h at 1 $ h post·infectiott Protetns present in c.en 
edra;::<,s were •mmunoprecipitated witt! fAAJ:l A4 (anl\-Ë 1 ) and separdted by 12% SOS-PAGE and av1t>radiographyc 
E 1 • repte$eni:S the mutant E 1 proteins altered in one, hvo, t'm~e or at! giyccsytattoo sites .. Tne s;:zes o! two ' 4C-iabdlèd 
mar:'-<er polypeptides. carbcnic anhydrase (30 k:Da) and lysozyr~Vt: ( 14· 3 küa), are irnltcated oo the teft 

to N4) migrated faster than the wild-type protein, indicating 
that these sites are used in the wild-type protein. while the 
protein with a mutation at site 5 (Fig . .2, El or E1E2lanes N5j 
eomigrated with the wild-type g!yeoprotein, suggesting that 
this site is not used for carbohydrate addition. 

T o eonfirm the above-mentîoned condusioa'l, rome mutant 
El proteins missing <>ne or severa! glycosylation sites were 
made and analysed în in viPo infection experiments. The El 
mutants with severa! mutations were referred to as Nl~5. N2-
5, Nl-3·5 and so forth œig. 3}, AU mutated cDNAs were 
introduced into pTMl/CaElE2p7uz~ou as mentioned above. 
Recombinant vaccinîa viruses, expressing the different El 
mutants, were generated by homologous recombination 
(Kleny et al., 1984). Mutaled proteins expressed by n•com
binanl vaccînia viroses were analyse& by SDS-P AGE after 
immunopredpilahon with an anti-El MAb {A4} {Fig. 3). The 
wild-type El and the different El mutants expressed a prorein 
wlth a molecular mass which ranged between 31 kDa and 
19 kDa {wild-type El to Nl-2-3~4-5 El pmteîn}, As expeded, 
the eledrophoretic mobîlity of the mutant E 1 proteins 
increased proportionally with the number of inactivated 
glycosylaHon sites, wîth the exception of !:he mutant proteîns 
containing the lnadivated N5 site (fig. 3, compare NI and Nl-
5, N2 and N2-5 or N3 and NJ-5). The difference in moiecuiar 
mass between E 1 mutants and the wild-type El is due to the 
number of carbohydrate chains attached. These results indicate 
that the potentîal glycosylation sites 1 to 4 are normaUy used, 
whereas site 5 (Asn~Trp-Ser·ProM} is not gîycosylated, 

Absence of glycosylation at site 5 Es due to the 
presence of a Pro residue downstream of the sequon 

A dramatk impairment of glycosylation am be ohtained 
with sorne glycoproleins, lndeed. no glycosyl transfer îs 
detedable for peptides or proteins containing a Pro residue 
either in position X or în position Y of the Asn sequon {Asn-
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X-S~r/Thr·Yi Œause, 1983; Gavei & von Hcijne, 1990; 
Kornfctd &: Komfeld, I985:Marshall, 1974}. In addition, recent 
studies have demonstrated that the presence of large hydro~ 
phobie amino adds (Le, Trp, leu or Phe) present at the X 
position of the sequon ;md leading to an unfavourable local 
protein conformation may inhibit core glycosy!ation \Shakin· 
Eshleman et ilL I 996), 

To confirm the invoivement of amino adds Trp (W326i and 
Pro (P32S} in the impairment of glycosylatîon site 5, these 
amino acids were changed by site.direded mutagenesis to Thr 
(T326} and Gly (G32S), respedîvely, The amino add Thr was 
seleded accordîng to Shakin-Eshleman tf •tl. (1996), who 
reported that the presence of an amino add with a hydroxy 
group such as Ser /Tht or Cys is assodated with highly efficient 
core glycosylation, A single El mutant was constructed with a 
modification of the amîno acid from Trp to Thr (W326 to 
T326} and a double El mutant with the modification of aminü 
adds Trp to Thr (W326 to T326) and Proto Giy {P32& to 
G328). The mut:ated eDNA sequences were introduced înto 
pTM1/CAElE21:it~suw and recombinant vac.cinia viruses were 
generated. The resulttng mutants, named ml and m2. cor
respond to the single and double mutants of Et respectiveiy 
{Fig. 4 A}. The mutated proteins expressed by recombinant 
vacdnia viruses were analysed by SD5-PAGE after immuno
precîpitahon with an anti~EI NLA.b (A4) (Fig. 4 B). The wi!d
type El and the mlEl proteîn migrated as 31 kDa glyco· 
proteins, while the m2El protein migrated as a 34 kDa 
glycoproteîn, which corresponds to the addition of an N-linked 
otigosaccharide on amino add Asn cl the new sequon Asn
Thr-Ser-Gly. These results indicate that the replacement of 
amino add W326 by T326 does not mooify the profile of 
giycosylatîon of the mlEl protein containing the sequon Asn
Tht-Ser-Pro. However, modification of PJ28 to G328 ieads to 
the addition of an N;.linked oligosaœharide on the Asn residue 
within the sequon Asn-Thr-Ser-Gly of the m2EI protein. This 
analysis provides direct evidence thal the presence of P328 



SiteS 
A wt: ... MMM 1S:..!ï.SPTAA .. .. 

m1: ... MM M NT S PT A A .. .. 

m2: ... MMM ~ GTAA. ... 

B 

Firr 4. Influence of the Pro res1due in ungiycosylated site 5. {A; Tf1e 
pr!maty sequence ir\ the regie,'\ of unglycosyiated site 5 and amlno acid 
changes in me single mutant {rn î l and double mr;!ant (m2) The m 1 
mutatlt contmns the modiiication cf the amine aod Trp to Thr fW326 to 
T326) and me m2 mutant ccmains the mm:lifu::atron cf amine 4clds !o 
Thr {W326 to T32:6) and Pro tc Gly {P32S tc G328}, lB} HepG2 
were t:dnfected with v TF7·3 and vaccin ra v!rvs reccmt:tinants exprer.;sing 
e!iher wikl·Wf.>e E 1 E2 or t,i>;e rn 1 or m2 (vdhin E 1 E2} at a 
multiplidty of 5 pJ.u. per celt lnfeded cells were mdio!~Hed with 
r~:IS}methionine tor 2 h at 1 s h ;:;oot-intecüon. mtelns present <n œa 
extracts were immunoprecipitated with l'v1Ab A4 {anti·E l} a!l{l separ<rted 
by 12% SQS •. f'AGE and autoradiography, The size of the '·'(>labelled 
mar'.,,er polypeptide (carbonic annydrase, 30 kDal ill ir.dk:ated on the le!t 

immediarely foUowing the sequon Asn-Trp-Ser predudes core 
glycosylation at site 5. 

Anatysis of the role of E 1 gtyc:osytation on the 
formation of HCV glycoprotein complexes 

ln poiyprotein maturation, one of the roles of giycans is to 
help in the folding of glycoproteins, eîther dîred!y, by 
increasîng the so!ubilîty of a protein, or indirediy, by 
interading with ER chaperones like calnexin or C<>lretirulin 
(Helenius.. 1994). We were therefore interested în knowing 
whether or not mutations in the El glycosylal:îon sites would 
airer El glycoprotein fo!ding. Since there is no conforrnation· 
sensitive MAb available agaînst EL its folding was assessed 
indiredly with the he!p of a conformation-sensitive E2-spedfk: 
MAh (HZ}, which has been shown. at !east in the context of 
wild-type protelns, to spedfkally predpitate propedy folded 
E1E2 heterodimers (Deleersnyder tt aL 1997). 

Among the single mutants (N l to N5), only the N4 
mutation affeded the copredpitation of EL as shown by 
immunopredpitation with MAb HZ under redudng conditions 
{Fig. 5 A compare lane N4 wiih lanes NL N2 and NJ). 
MutationS on the El protein has no effect on the fonnation of 
ElEZ complexes and may be consîdt>red for the foUowing 

A ElE2 

El 

El 

ElE2 

Fig. 5. !mpo;".ance of Et g!yca!îS en the !ormattoo cf HC'/ 9!yropotein 
complexes. HepG2 cens •.vere toinfected with vTF7 <:1 and vao::iréa virus 
recombir.ants ex;wessing Mher wlfd4'fPC E 1 EZ {VlT) or different mutants 
of E 1 (·.Mthin E 1 E2} at a mult~pliclty of .5 p ht per ce!L infected l:kliS were 
iabelted with rnsjmethionine ter 10 min a!l{l then tn<::ibated with !:he 
chase medium fer 4 h. Ce!ls were lysed in me presence of icdœcetamide 
{20 mH) to prevent further disu!fiœ bond formation and me viral E 1 E2. 
compiex was immunopredpitated with l'lAO H2 and separated on 
SDS-PAGE urtder redt:cing (A} and noor~cing cooditioos (8}. 
HCV-speci!k proteins are indkated oo me nght Sizes {in kDa} of 
protein mo!eru!ar mass ma!kers are indicated oo the ieft. 

study as a control {Fîg. 5 A, compare wild-type and N5, NZ and 
N2·5, and N3 and N3~5), ln addition, as a general observatîon, 
the amount of El whkh copredpRated with E2 was lower 
when the number of mutations .in E 1 increased {fig. SA}. In this 
study, one of the glycoprotei:ns was mutated <md, even if the 
domain beari:ng the H2 epitope in E2 was properly folded, we 
could not exdude the postiibility of an alteration in the fo!ding 
of <mother domain of E2 lnduced by the coexpression of the 
mutated form of EL The immunopredpitates were therefore 
analysed under nonredudng conditions to see whether or not 
the complexes formed between El and mutated El proteins 
were covalently iinked. As shown in Fig. 5 \B), it appears that 
El proteins lacking oligosaccharides at position 1 and 
predominant! y at position 4, singly or in combination, reduced 
the formation of noncovalent complexes {fig. 5 B, N 1 and N4, 
and è<?mpare Nl·4, N24. N3·4 with NI~3-5, Nl-3-5), whereas 
E1 lacking an oligosac.:haride at position 2 or 3 had no 
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Fig. 6. Dctermlnaticn of N-îlnked cere glycosy'otion eif!oency tot each 
sequcn el E 1 pmteli'L RNA encoding E 1 glycosy\ation mutants with oo 
fuocücnal sequoo {N1-2<1-4) 01· oory one fu~l seqvoo at positio<1 L 
2. 3 cr 4 (respecti\rely. N2-3-4, Nl-3-4, 1'!1-2-4 and Ni-2-3} was 
prer;.ar ecl bv in vitro transcr!;:rticn and trar.slaied in a rabbft >eticulocyte 
lysàte S}<St~m cootaining !Y'Sjmetlncnine in !he presence of canine 
pantreiltic mKmsow.at membranes. A transla!ion.al reaction including the 
canine pancreatlc microscmal membranes but containing ne e:.:.cgenous 
RNA ls also shown (lane -RNA). Translation çrcduc'!S >'l<ffe àr<iilysed 
directly hy SDSrPAGE and autoradicgraphy. The positions of moiocu!&r 
mass markers are irn:iicated oo the teft (fn kDa}. 

impairment in noncovalent complex formation (Fig. S S, N2 
and N3. N2-5 and N3-5}. Fina!ly, the formation of noncüvalent 
complext>S was abolished when severa! glycosylation sites 
were mutated in El (results not shown), Surprising!y. some 
aggregates can also be detected by MAb H2 (Fig. 5 B. lane O. 
This may be a resull: of construds that we used in this st:udy, 
Indeed, neither the capsfd nor the NS2 proteîn has been Co· 
expressed with HE2 as previously described (Deleersnyder t:f 
:Il.. 1997). T ogether, these data îndicate that mutated E I 
proteîns interfere with the folding .:tf E2, leading to mistolding 
of an E2 domain that aggregates with Et while folding of the 
domain bearing the H2 cpitope is not altered, These data aiso 
îndifate that the formation of noncovalent E 1E2 complexes can 
be impaîred when some g!ycosylation sites are mutated in EL 

Determination of the efficiency of core gfycosylation 
for each functional sequon of E 1 protein 

As a defect of glycosylation •• t position 1 and pre· 
dominantly at posîtion 4 of the El proteîn can reduœ the 
formation of nonc{walent EIE2 complexes, the core glycosyl
ation effidency at each of the four sequons \Nas analysed. 

A series of El glycosylation mutants containîng only one 
fundional sequon at eac:h position described below was 
anaiysed using a celt-free translation system as described in 
Merhods, Expression of E 1 containing aU mutated sequons 
produced a sîngle major rad1olabel1ed spedes with a molecular 
mass of 19 kDa (Fig. 6, !ane Nl-2-3-4), which represents the 
unglycosylated El proteln. The El mutants containing a 
fundiona! sequon at positions 1, 2 and 3 were effidently 
glycosy!ated and produced a single major band with a 
moiecuiar mass of 22 kDa Œig. 6, lanes NZ-3-4, NI-3-4 and 
Nl-2-4}, while the sequon at positîon 4 was glycosyiated at a 
lower level and produced hvo radio!abelled produds (19 kDa 
and 22 kDa proteins} {Fig, 6, lane Nl-2-J). As determined by 
Phosphoimager anaiysls of the gels (not shown) only 66% of 
El was core glycosylatt>d al: position 4. When all tht>Se El 

ftg. 7. Interaction of calnexln witl'\ El mvtants ladür>g glycans. HepG2 
ce!ls -,.vere comfected with v TF7 <) and vacdnia virus recombin,:;wts 
exp-esSlng mutants of El (aiooe) at a multip!icitt of S p,!u, per c<!ll. 
t'hAan! NS, com.aining aH glyeans, v1as t.'Se'J as a cootrot At 6 h post
infection, infected ce!ls were pvlse-labeiied for ~ S min with 
!;"SJmethion;ne, chased f01 lO min and :nen !ysed with Thton X-lOO- Cel! 
lysmes were usecl li;;r immw;o~xecipitatioo w1th anti-cahexîn antit:xxl~es. 
The antH:ainexin immune complexe$ were dlssodatect try he.;;ting for 
5 min at 37 "C in (Y5% Nonidcl ?Aù and repreçiplt.lted w1th MAb A4 
(anti-E l ), lmmuropredpitate$ were analysed by 12% SOS---PAGE under 
redudng c~. The sizes (ill kûa) of mo!ecular m-ass markers are 
indk:atect on the right. 

mutants were t~xpressed in a œl!-free translation system in the 
absence of canine pancreatk microsomal membranes. only one 
produd, with a molecular mass of 22 kDa, <'orrespondîng to 
the undeaved produd CAN-E! nz &<l• was expressed, This 
resuit indkates that the ung!ycosylated form of El {Nl-2-3) is 
n\-'t due to an untranslocaled produd (result not shown}. As 
reveaied in vitro. site 4 cannot be effident!y glycosylated and 
this may explain why sorne partial glyn,sylation forms of El 
are expressed in t'itrv and în PitJo, 

Anatysis of the association of mutant E 1 proteins with 
calnexin 

Calnexin interads with HCV glycoprotcins (Dubuisson & 
Rke. 1996) and this chaperone has been shown h.1 be învolved 
in the assembly of the noncovalent EŒ2 heterodimer (Choukhi 
et al., 19951. The luw leve! of noncovalent EIE2 complexes 
formed when E2 was coexpressed with sorne glycosylabon 
mutants of El cou!d therefore be due to an alteration in the 
interadîon of El with cainexin. To evaluate this possibiliiy, the 
Interaction of this chaperone with some glycosylation mutants 
of El was investigated. 

The abilîty of calnexîn to interact with mutated El proteins 
was analysed by immunoprecipîtati<m with an anti-calnexin 
antibody as previousiy describt'<i (Dubuisson & Riœ, 1996). As 
shown în Fig. ï, the absence of one glycan at position N L N2, 
N3 or N4 djd not reduce the interaction between El and 
calnexin. This suggests that the lower leve! of noncovalent 
complex formation observed for mutants Ni and N4 (Fig. 6 S, 
lanes Nl and N4) is not due to an alteration in their interaction 
vvith calnexin. Furthermore, t:he abilîty of calnexin to interad 



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

Discussion 
The addition of N-linked oligosaccharides to specifie 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 et al., 1988). It has also 
been suggested that N-linked glycosylation is required for 
folding, transport, cell surface expression, secretion of glyco
proteins (Helenius, 1 994), 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 a low level (Curling et 
al., 1990; Pohl et al., 1984). In this study, the glycosylation sites 
used in HCV glycoprotein El have been defined and the role 
of individual oligosaccharide chains in the formation of HCV 
glycoprotein complexes has been investigated. 

Mutagenesis studies of El 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 sorne such sequons in glycoproteins 
can remain unglycosylated (Nakai & Kanehisa, 1988). Large 
hydrophobie amino acids (e.g. Trp, Leu, Phe and Tyr) (Shakin
Eshleman et al., 1996) or Pro (Bau se, 1983; Ga v el & von Heijne, 
1990; Komfeld & Komfeld, 1985; Shakin-Eshleman et 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 et 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 
T rp and Pro in the sequence A sn-T rp-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 wh en Pro is located on the N-terminal side of the 
sequon, as shown by the glycosylation of site 2 of HCV 
glycoprotein El (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 et al., 1993). Analysis of the 
Japanese HCV strain BK has revealed six potential glycosyl
ation sites (compared to the five of the prototype HCV-1) 
(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., 
1 997). 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 sorne 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 El has no 
effeèt 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 El 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 cannat 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 El protein mutated at position 4 
may interact preferentially with E2. Indeed, folding of HCV 
glycoproteins involves the formation of intermediate EIE2 
complexes and folding of El 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 con tain any Cys residues, but 
mutating site 1 probably has sorne effect on the El folding 
which could result in disulfide bridge formation with a domain 
of E2. Howe•Jer, the effect on noncovalent EIE2 complex 
formation was k~s dram.1tic with the NI mutant than with N4. 
HCV glycoprotein El 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 El. 
However, these glycans could play other roles, such as 
impeding recognition by neutralizing antibodies or proteding 
the glycoprotein from degradation in the extracellular en
vironment. Due to the problems of replication in tissue culture, 
these potential fundions cannot be studied for HCV. 

Glycosylation mutants of El 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 et al., 1994) according to a mechanism based on a 
lectin-like affinity for monoglucosylated N-linked oligo
saccharides (Hammond et al., 1994; Hebert et al.. 1995; Ware 
et al., 1995). It has been reported that calnexin interads with 
newly synthesized HCV glycoproteins (Dubuisson & Rice, 
1996) and more recent data show that this chaperone is 
involved in their folding (Choukhi et 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 sorne of them (NI and N4) does not seem 
to in volve calnexin. As discussed above, it may instead be due 
to exposure of free Cys residues. The amount of mutated El 
protein coprecipitated with calnexin depended on the number 
of glycans added to El. Misfolding of the El protein with 
severa! mutations might therefore lead to a decrease in the El 
chaperoning activity of calnexin. 

HCV glycoproteins are heavily glycosylated proteins. In 
this work, we have shown that sorne glycans present on El 
play a role in the folding and/ or stability of the structure of El. 
A similar approach will be necessary for a functional analysis of 
the glycans present on E2. 
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11.2. 1. Article n °3: 

Analysis of the glycosylation sites ofHCV glycoprotein El and the influence of El glycans on 

the formation of HCV glycoprotein complex 

-+ Identification des sites de glycosylation fonctionnels. 

L'analyse des séquences en aa de la protéine E 1 du VHC indique que cette glycoprotéine 

d'enveloppe possède cinq sites potentiels de glycosylation. Une cinétique de déglycosylation de 

la protéine El (souche H), par l'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 cinq sites 

potentiels notés Nl à N5, et dont les positions sur la polyprotéine du VHC sont respectivement 

196, 209, 234, 305 et 325, ont été modifiés individuellement. Les séquences codantes pour 

chacune de ces protéines mutantes ont été insérées dans un vecteur d'expression eucaryote 

(pTMl). Les produits d'expressions ont été 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 à 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 l'inverse, les 

protéines mutées en position Nl, N2, N3 et N4 migrent plus rapidement que la protéine 

sauvage. Cela suggère que le site de glycosylation n°5 de la protéine El 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 après immunoprécipitation en 

utilisant un anticorps dirigé contre El (A4). On peut observer figure 3 (article 3) que la mobilité 

electrophorétique de la protéine E 1 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 

à 4 sont utilisés pour l'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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Comme nous l'avons déjà exposé page 68, certains aa peuvent exercer une influence 

négative sur l'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 à proximité 

immédiate de ce séquon. Ce sont les aa Trp et Pro, dont l'un est situé en position centrale du 

séquon (W326) et l'autre immédiatement après le séquon (P328) (yoir figure 19). Pour 

confirmer l'implication de ces aa dans l'absence de glycosylation du site 5, plusieurs mutants de 

El ont été construits. Ces deux aa ont été remplacés par des aa plus favorables à 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 (ml) en substituant le 

tryptophane (W326->T326), et un double mutant (m2) portant la même 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 après immunoprécipitation à l'aide d'un anticorps 

dirigé contre El (A4). Comme on peut l'observer figure 4 (article 3), la protéine El sauvage 

comigre avec le mutant miEl, alors que la protéine m2El 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 à 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 rôle des glycannes de E1 dans la formation du complexe non
covalent E1 E2 

Nous avons donc voulu déterminer si les modifications apportées aux sites de 

glycosylation de El étaient de nature à 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, après 

immunoprécipitation par un anticorps conformationnel dirigé contre E2 (H2). Comme nous 

pouvons le voir figure 5A (article 3), en conditions réductrices, parmi les simples mutants, 

seule une modification portée sur le site 4 altère la coprécipitation de la protéine E 1. On 

remarque que la coprécipitation de El 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 E 1E2. En effet, la présence de la forme monomérique de E 1 est très 
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diminuée et totalement suprimée pour respectivement, les mutants Nl et N4, et la présence de la 

forme monomérique de E2 est elle-même fortement diminuée en ce qui concerne le mutant N4. 

La modification d'un nombre croissant de sites perturbe de façon drastique la formation du 

complexe non-covalent, entraînant l'apparition de plus en plus importante d'agrégats. Dans ces 

conditions non-réductrices, on peut observer qu'une modification apportée sur la protéine E 1 

peut influencer la formation du complexe natifE1E2 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 être responsable de la formation de complexes abérrants 

-+ Détermination de l'efficacité de glycosylation pour chacun des sites de E1 

Comme l'absence de glycosylation à certains sites de la protéine El pourrait expliquer la 

formation des agrégats, nous avons analysé l'efficacité de glycosylation pour chacun des 

séquons étudiés. Pour cela, une série de mutants de glycosylation contenant un seul site 

fonctionnel à 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 E 1 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 El portant un 

seul site fonctionnel en position 4 présente un profil de migration à deux bandes, une bande 

majeure indiquant la taille attendue de 22 kDa, et une bande de plus faible intensité 

correspondant à une protéine El complètement déglycosylée de 19 kDa et qui coïncide avec le 

profil de migration de la protéine El témoin déglycosylée. Les analyses quantitatives indiquent 

que la protéine El portant un seul site fonctionnel en position 4 n'est glycosylée qu'à 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 El et E2, et est 

impliquée dans la formation du complexe natifElE2 (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 être dues à une diminution de 

l'interaction de ce chaperon avec la protéine E 1 mutante. La capacité de la calnexine à interagir 

avec El a été étudiée par des techniques de co-immunoprécipitation à l'aide d'un anticorps dirigé 
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Figure 22: Les différentes protéines El 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), l'absence d'un site de 

glycosylation aux positions 1, 2, 3 ou 4 ne modifie pas notablement l'association de la protéine 

E 1 avec la calnexine. Cela suggère que les perturbations qui ont été décrites précédemment 

n'impliquent pas un défaut d'association de ce chaperon avec les protéines E 1 mutées. Nous 

avons également testé l'association de la calnexine avec des protéines El 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 apparaît donc que la coprécipitation de la protéine 

E 1 avec la calnexine dépend exclusivement du nombre de sites de glycosylation portés par la 

protéine E 1. 

-+ Conclusions 

Ces différents résultats permettent de formuler plusieurs commentaires: 

En ce qui concerne le site cinq, on a démontré l'effet inhibiteur des aa Trp et Pro. On 

retrouve ici les phénomènes observés auparavant par plusieurs auteurs (voir page 68) sur 

d'autres systèmes d'études. On peut néanmoins constater que la proline en amont d'un site ne 

semble pas exercer l'effet inhibiteur qu'elle exerce en aval. Ainsi, le site de glycosylation n°2 de 

El qui est constitué par la séquence en aa Pro-Asn-Ser-Ser, présente pourtant une glycosylation 

efficace. L'influence de la proline sur l'efficacité de glycosylation dépend donc de sa position par 

rapport au séquon. 

Les expériences évaluant l'efficacité de glycosylation à l'aide de traductions in-vitro 

montrent que le site n° 1 est efficacement glycosylé. L'Asn de ce séquon est localisé à 5 aa de 

l'extrémité N-terrninale de la protéine. Or, comme nous avons pu le voir page 67, plusieurs 

auteurs suggèrent que la proximité d'une des extrémités de la protéine défavorise la 

glycosylation. La glycosylation efficace du site 1 de la protéine E 1 montre donc que ce facteur 

en lui même n'est pas suffisant pour empêcher 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 

E 1E2 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 à 

l'intérieur (sites 2 et 3), sa capacité à influencer le repliement de cette région de la protéine s'en 

trouve accrue. Aussi, sa modification peut entraîner une perturbation amplifiée. 

La mutation du site 4 entraîne 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 El 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, l'une précédant l'Asn du séquon, l'autre faisant partie du sequon (voir figure 21). La 

position centrale de la cystéine 306 suggère 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 El mutée sur le site 4 pourrait interagir préférentiellement 

avec E2. En effet, comme nous l'avons vu page 36, le repliement des protéines El et E2 passe 

par la formation d'un complexe intermédiaire qui va favoriser le repliement de El (voir figure 

16) (Choukhi, et al. 1998). TI est alors possible qu'un pont disulfure se forme entre la cystéine 

306 de la protéine El et une cystéine de la protéine E2. Ceci peut expliquer que, lorsqu'on étudie 

la formation des complexes E1E2 natifs à l'aide de l'anticorps H2, en coexprimant E2 avec une 

protéine E 1 mutée sur le site 4, on observe une diminution très importante de la quantité de 

complexes non-covalents E 1E2. Par contre, la cystéine 304 n'interfère probablement pas avec le 

site, la liaison avec une autre cystéine ne pouvant s'effectuer qu'en amont du site, vers la partie 

N-terrninale 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 E 1. Cela suggère qu'une cystéine demeure libre sur la protéine native, ce qui 

laisse supposer qu'il existe au maximum trois ponts di sulfures sur la protéine E 1. 

Les mutants de glycosylation de El portant une seule modification s'associent 

efficacement avec le chaperon calnexine. La calnexine est impliquée dans le repliement des 

protéines El et E2 et donc, dans la formation du complexe natif ElE2 (voir page 39). Aussi, 

les perturbations observées dans la formation du complexe natif ElE2, lorsque la protéine E2 

est coexprimée avec les mutants de glycosylations de El (Nl et N4), ne sont pas dues à une 

absence d'interaction de la protéine El avec le chaperon calnexine. 

-+ Expériences complémentaires 

Nos expériences suggèrent donc que lorsque le site de glycosylation n°4 n'est pas 

glycosylé, la Cys 306 placée en position centrale pourrait être 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%. Même dans la situation la plus favorable, la Cys 306 pourrait, dans un tiers des cas, 

former un pont disulfure avec une cystéine de la même protéine ou d'une autre protéine, menant 

à la formation d'agrégats et par conséquent, entrainer une diminution du nombre de complexes 
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Fi2ure 23: Analyse en SDS-PAGE de la protéine El sauvage (p5ElE2p7) et de la 
protéine El dont les Ser en position 3 des sites de glycosylation 1, 2, 3 et 4 sont remplacés 
par une Thr (El *E2). Les protéines sont exprimées en virus vaccine recombinant dans 
des conditions analogues à 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 LŒ1t329 

Les produits d'expression des virus vaccine recombinants sont étudiés dans des expériences de 

marquage métabolique, suivi de chasse, à l'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre la 

protéine El (A4), en condition réductrice. La migration est réalisée en SDS-PAGE. 
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non-covalents ElE2. Nous avons voulu savoir si la substitution de la Cys 306 de la protéine E 1 

était susceptible d'entraîner une diminution de la formation des agrégats et donc, favoriser la 

formation des complexes ElE2 non-covalents. Nous avons également étudié le comportement 

de la protéine E 1 lorsque la Cys 304 était substituée. En effet, nous avons suggéré que ce résidu 

pouvait être la deuxième cystéine à ne pas être impliquée dans un pont disufure, lorsque la 

protéine est glycosylée, en raison de l'encombrement stérique que pourrait provoquer le 

glycanne. Nous avons pour cela, réalisé plusieurs mutants de El où 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 été construits et leurs produits d'expression 

étudiés, à 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 à 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 E 1. Cela montre que la modification de 

l'une ou l'autre des cys té ines 304 et 306 entraîne une profonde déstabilisation de la protéine E 1. 

Ces deux cystéines ont donc une influence déterminante sur le repliement correct de E 1. Ainsi, 

bien que la cystéine 306 ne semble pas pouvoir, dans la majorité des cas, participer à la 

formation d'un pont disulfure, elle pourrait néanmoins être fortement impliquée dans une 

structure nécessaire au repliement de la protéine El. 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 

à la formation d'agrégats. En effet, le remplacement de ces cystéines entraîne l'inhibition de la 

formation des protéines E 1 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 

phénomène sur la formation du complexe natif ElE2. 

Notre stratégie a consisté à s'intéresser au troisième aa des séquons de El. On peut 

constater en effet que tous les sites de glycosylation de la protéine E 1 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 à une efficacité de glycosylation deux à trois fois inférieure à 

celle d'une thréonine à la même 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 El et la formation du complexe ElE2. TI faut noter que ces 

expériences ont été entreprises avant qu'on ne détermine l'efficacité de glycosylation sur chacun 

des sites de la protéine E 1. Tout d'abord, on peut supposer que cette substitution pourrait 

favoriser une glycosylation efficace sur le site 4, empêchant ainsi la cystéine en position 2 du 

séquon de réagir avec une autre cystéine, ce qui est supposé mener à la formation d'agrégats. 

D'autre part, il est également envisageable qu'une protéine possédant tous ses sites dans la 

configuration la plus favorable à une glycosylation efficace, aura d'autant plus de chance de se 

replier correctement. En effet, comme nous l'avons exposé page 71, le repliement correct de 

nombreuses glycoprotéines est dépendant de la présence des glycannes. Aussi, nous avons 

construit une protéine E 1 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, à 

l'aide de virus vaccine recombinants. Les produits d'expression ont été étudiés dans des 

expériences de marquage métabolique suivi de chasse à l'aide de l'anticorps H2. Les expériences 

ont été 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 E 1 corespond à un poids moléculaire apparent 

attendu. En milieu non-réducteur, la protéine El est retrouvée sous la forme d'agrégats dans le 

haut du gel. On ne détecte plus de protéine El 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, à une absence de modification du comportement de E 1 et 

au mieux, à une amélioration conséquente du repliement de E 1, et en conséquence, à une 

augmentation de l'efficacité de formation des complexes E1E2 natifs. Ici, il semble que les 

modifications apportées sur E 1 déstabilisent fortement la protéine. Il est probable que le simple 

fait de modifier quatre acides aminés composant la protéine ait entraîné une perturbation des 

processus de repliements, entraînant la formation de protéines mal repliées. 

Les expériences de traduction in-vitro permettant d'évaluer l'efficacité de glycosylation 

sur chaque site de glycosylation de la protéine El, ont montré qu'en dehors du site 4, glycosylé 

à 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 l'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 E 1, 

modifiés au niveau du site 5, ont été construits afin de déterminer l'implication de la séquence en 

acides aminés du séquon sur l'efficacité de sa glycosylation. Nous avons montré que lorsque la 

double modification Trp-+Thr (W326-+T326) et Pro-+Gly (P328-+G328) 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 El apte à être 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 El, délété de sa partie C-terrninale, jusqu'à l'aa 329 

(LŒ1 1329 ). Trois formes de ce mutant ont été réalisées: une protéine Lllil 1329 portant la séquence 

de El native (wt LŒ1 1329 ), une protéine Lllil 1329 portant la modification Trp-+Thr 

(W326-+T326) (ml LŒ1 1329 ) et une protéine portant la double modification Trp-+Thr 

(W326-+T326) et Pro-+Gly (P328-+G328) (m2 LŒ1 1329). Des virus vaccine recombinants 

exprimant ces protéines mutées ont été construits et les produits d'expression étudiés dans des 

expériences de marquage métabolique suivi de chasse à l'aide de plusieurs anticorps dirigés 

contre El, un anticorps monoclonal (A4) et un anticorps polyclonal. Les expériences ont été 

réalisées en milieu réducteur et en milieu non-réducteur. Les immunoprécipitations ont été 

réalisées sur les lysats cellulaires et sur les sumageants de culture. 

Comme nous pouvons le voir figure 24, réalisée en milieu réducteur à l'aide de 

l'anticorps A4, toutes les protéines El 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 à celui d'une protéine El témoin, délétée jusqu'à l'acide 

aminé 311 (Lill 11311 ) (Michalak, et al. 1997). Les expériences réalisées en milieu réducteur et 

non-réducteur à l'aide d'un anticorps polyclonal dirigé contre E 1, montrent qu'on retrouve dans 

le surnageant des formes de El sous forme monomérique. Il faut remarquer ici que la protéine 

LŒ1 1329 est plus longue de 18 aa que la protéine LŒ1 1311 . La sécrétion de la protéine 6El 1329 étant 

bien plus efficace que celle de la protéine LŒ1 1311 (dans les conditions indiquées figure 23), on 

peut suggérer que la séquence supplémentaire intervient en stabilisant la protéine. De même, il 

faut signaler que le site 5, compris dans ces 18 aa, pourtant non-glycosylé est très conservé à 

travers les génotypes. 

ll.2.2. Conclusions-Perspectives 

Nous avons montré que le site de glycosylation n°4 était un élément déterminant pour 1~ 

formation d'un complexe ElE2 natif. De plus, les expériences réalisées sur les protéines E 1 
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modifiées au niveau de la cystéine 306 suggèrent que ce résidu joue un rôle important lors du 

repliement de cette protéine. En effet, sa substitution entraîne, en conditions non-réductrices, la 

disparition de la forme monomérique de El, et la formation d'agrégats. Or, l'alanine est l'aa le 

plus couramment utilisé pour remplacer une cystéine, leurs caractéristique structurales étant 

relativement proches. Ce résidu cystéine 306 étant de plus très conservé à 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 à la formation des ponts disulfures 

intramoléculaires de la protéine El native. Afin de déterminer l'implication de cette cystéine 306 

dans la formation des agrégats, nous allons tenter d'améliorer l'efficacité de glycosylation sur le 

site 4, en limitant ainsi la capacité de ce résidu à participer à la formation d'un pont disulfure 

inopportun. Une augmentation de la quantité des complexes E 1E2 correctement repliés 

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 l'avons vu, ces substitutions mènent également à 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 E 1 tronquée LŒ. 11329 était très 

efficacement sécrétée. Toutefois, les expériences d'immunoprécipitation réalisées à l'aide d'un 

anticorps polyclonal dirigé contre E 1, en condition non-réductrice, ont montré que la forme 

monomérique de la protéine El n'était pas la forme majoritairement précipitée, mais qu'on 

retrouvait plutôt une grande quantité d'agrégats dans le surnageant. Nous tenterons donc de 

favoriser la sécrétion de formes monomériques de la protéine E 1 en substituant la sérine du site 

de glycosylation n°4 par une thréonine. Une grande quantité de formes monomériques de la 

protéine E 1 sécrétée dans le surnageant serait un outil de choix pour élucider ses fonctions 

biologiques. Ces formes monomériques pourraient être utilisées pour déterminer la nature des 

ponts disulfures internes de E 1 et éventuellement sa structure tridimensionnelle. Enfin, des 

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