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RESUME

Le virus de I'hépatite C (VHC) est un agent infectieux qui pose un probléme majeur de
santé publique. Aucun vaccin n'existe a I'heure actuelle et I'étude du VHC est rendue difficile,
notamment car il n'existe pas de systtme de culture cellulaire capable de multiplier ce virus de
facon efficace.

Dans ce travail, nous avons entrepris 1'étude du repliement et de l'assemblage des
glycoprotéines d'enveloppe du VHC au sein du réticulum endoplasmique, en exprimant ces
protéines a l'aide du virus de la vaccine. Il a ét€ montré précédemment que les glycoprotéines E1
et E2 du VHC s'assemblent en complexes de deux types: le premier type correspond a des
agrégats hétérogenes composés par les glycoprotéines liées entre elles par des ponts disulfures;
et le second type est un hétérodimere de El et E2 stabilisé par des interactions non covalentes,
qui est supposé étre le complexe natif. Il apparait que 1'assemblage de ce complexe natif soit lent
et inefficace, quelque soit le systéme d'expression utilisé. Au cours de notre étude, nous avons
voulu comprendre l'origine de cette tendance a I'agrégation des glycoprotéines du VHC, afin de
pouvoir améliorer 1'efficacité de repliement du complexe E1E2 natif.

Dans un premier temps, nous avons montré la participation des chaperons BiP,
calnexine et calréticuline dans le repliement assisté des glycoprotéines E1 et E2 du VHC. 1l
apparait que les chaperons BiP et calréticuline interagissent avec les glycoprotéines du VHC
engagées dans la voie non productive de formation des agrégats, et que la calnexine s'associe
aux hétérodimeres non covalents engagés dans la voie productive d'assemblage des complexes
natifs. Dans ce cadre, la calnexine semble participer a certaines étapes cruciales du repliement
des glycoprotéines E1 et E2 du VHC, tel que de la formation des ponts disulfures
intramoléculaires, préalablement a leur assemblage en complexes natifs. La surexpression de ces
différents chaperons n'a pas permis d'augmenter l'efficacité de repliement des glycoprotéines
virales, suggérant la nécessité d'un équilibre de l'activité des ces protéines pour un repliement
optimal des glycoprotéines du VHC.

La seconde partie de notre travail a porté sur la caractérisation des agrégats formés par
les glycoprotéines du VHC, a 1'aide d'un anticorps monoclonal produit dans le laboratoire.
Nous avons pu montrer que les agrégats se forment rapidement et se dégradent tres lentement
dans les cellules qui les expriment. De plus, nous avons constaté des variations dans le niveau
d'expression des agrégats au sein des cellules infectées. Enfin, de facon inattendue, nous avons
mis en évidence le partage d'un épitope commun entre les agrégats glycoprotéiques du VHC et
une protéine cellulaire. Cette derniére observation suggere que les agrégats du VHC pourraient
étre a l'origine de la production d'autoanticorps chez les patients infectés par le VHC, et que la
tendance a l'agrégation des glycoprotéines pourrait étre une propriété intrinseéque du virus.

Un des buts a long terme de 1'étude du repliement et de 1'assemblage des glycoprotéines
du VHC est de pouvoir améliorer 1'efficacité de repliement du complexe E1E?2 natif, avec pour
objectif de pouvoir l'utiliser dans des essais vaccinaux.
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ABREVIATIONS

: acide aminé

: anticorps monoclonal

: Acide désoxyribonucléique

: N-acétyl-leucyl-leucyl-norleucinal

: alanine aminotranférase

: Adénosine monophosphate

: Acide ribonucléique

: Adénosine triphosphate

: Binding immunoglobulin Protein

: Bovine viral diarrhea virus

: Cluster differenciation 4

: Chinese Hamster Ovary

: Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe I
: calnexine )

: castanospermine

: calréticuline

: carboxy-terminal

: Cyclophiline B

: Dithiothréitol

: eucaryotic Initiation Factor

: Enzyme-linked immunosorbant assay

: Endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase H

: Endoplasmic Reticulum-associated degradation
: Endoplasmic Reticulum Golgi Intermediate Compartment
: Endoplasmic Reticulum-resided protein

: Glucose

: N-acétylgalactosamine

: N-acétylglucosamine

: glucose -regulated protein

: guanosine triphosphate

: Heat shock protein

: Hypervariable region

: Interféron

: Internal Ribosome Entry Site

: Interferon Sensitivity Determining Region
: kiloDalton

: Liver/Kidney microsomal (antibodies)

: Mac-2 Binding Protein

: Mannose

: N-butyl déoxinojirimycine

: non-codant

: non-structural

: amino-terminal

: Polyacrylamide Gel Electrophoresis

: cellules mononuclées du sang périphérique
: Polymerase Chain Reaction

: Protéine Disulfide Isomérase

: protéine kinase dépendante de I'ARN bicaténaire
: Peptide N-glycosidase

: Peptidyl Prolyl cis-trans Isomérase

: polypyrimidine tract-binding protein

: (rough) Endoplasmic Reticulum

: Recombinant immunoblot assay



SRP : Signal Recognition Particule

TCR : T Cell Receptor

Th : T helper (lymphocyte)

TRAM : Translocating chain-associated membrane protein
UDP : Uridine diphosphate

VHB : Virus de I'hépatite B

VHC : Virus de I'hépatite C

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

VSV : Virus de la stomatite vésiculaire

: sodium dodécyl sulfate

Définition de certains termes utilisés:

- Ségrégation: correspond au terme "translocation”. C'est le processus d'entrée d'une protéine
en voie de synthese du cytosol vers le RE.

- Rétro-transport: correspond au terme "retrotranslocation”. Il s'agit du transport des protéines
destinées a €tre dégradées du RE vers le cytosol.

Nomenclature des acides aminés:

Acide aspartique Asp D Leucine Leu L

Acide glutamique Glu E Lysine Lys K

Alanine Ala A Meéthionine  Met M

Arginine Arg R Phénylalanine Phe F

Asparagine Asn N Proline Pro P

Cystéine Cys C Sérine Ser S

Glutamine Gln Q Thréonine Thr T

Glycine Gly G Tryptophane Trp W

Histidine His H Tyrosine Tyr Y

Isoleucine lle I Valine Val V

Anticorps utilisés:

ANTICORPS TYPE SPECIFICITE PROVENANCE
Anti-BiP AcMn Anti-C-terminal de BiP (rat) StressGen
Anti-calnexine Ac Pol Anti-C-terminal de CNX (chien) StressGen
Anti-calréticuline Ac Pol Anti-C-terminal de CRT (homme) Affinity Bioreagents
Anti-grp94 AcMn Anti-grp94 (rat) StressGen
Anti-PDI Ac Pol Anti-PDI (lapin) StressGen
Anti-cyclophiline B Ac Pol Anti-cypB (homme) G.Spik

A4 AcMn Anti-E1l (conformation-indépendant) H.Greenberg

All et H47 AcMn Anti-E2 (conformation-indépendant) H.Greenberg/J.Dubuisson
H2 AcMn Anti-E2 (conformation-dépendant) J.Dubuisson

H14 AcMn Anti-El, -E2 et -M2BP J.Dubuisson
Anti-M2BP AcPol Anti-M2BP R.Timpl
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Chapitre I: Généralités sur le virus de I’hépatite C(VHC)

A . Identification du virus de I’hépatite C

1. Mise en évidence d’un agent non-A, non-B

Durant les années 70, I'identification des virus de ’hépatite B (Blumberg, et al. 1965) et
de I’hépatite A (Feinstone, et al. 1973) permirent la mise au point de tests diagnostic pour leur
détection (Bradley, et al. 1979, Prince 1968). Néanmoins, I’utilisation de ces tests démontra
que seulement 10% des hépatites post-transfusionnelles étaient dues a ces deux agents. La
majorité des hépatites (90% ) semblaient donc apparentées 4 un agent infectieux encore inconnu
qui fut appelé virus non-A non-B. Dés lors, de nombreuses études furent entreprises afin de

mettre en évidence des marqueurs sérologiques spécifiques de cet agent non-A non-B.

L’utilisation du chimpanzé, seul modele animal connu, permit de démontrer des 1978
Pexistence d’un agent transmissible responsable des hépatites post-transfusionnelles non-A
non-B (Alter, et al. 1978, Tabor, et al. 1978). La sensibilité de ce virus au chloroforme suggéra
qu’il était enveloppé, et une taille de 30 a 80 nm lui fut attribuée grice a des études
d’ultrafiltration (Bradley, et al. 1985, He, et al. 1987).

Néanmoins, deux obstacles se sont présentés a I’étude plus approfondie de ce virus:
- il n’existait pas (et c’est encore vrai aujourd’hui) de systtme de culture cellulaire
capable de le multiplier de fagon efficace,
| - le titre infectieux dans les sérums de chimpanzés infectés est beaucoup trop faible,
notamment pour |’extraction d’une quantité de matériel suffisante indispensable a la détection

par des technologies classiques d’hybridation.

2. L’agent étiologique de I’hépatite C

11 fallut attendre 1989 pour que ce virus soit enfin caractérisé par le groupe de Houghton,
en collaboration avec I’équipe de Bradley (Figure 11, Choo, et al. 1989). Avec des techniques
de biologie moléculaire qui furent utilisées pour la premiéere fois dans le domaine de la virologie,

le génome viral a pu étre identifié par clonage, sans isolement préalable de la particule virale.



Sur base de son organisation génomique, analogue a celle du virus de la fiévre jaune (genre
flavivirus) et a celle du virus de la peste porcine classique (genre Pestivirus), le virus de
I’hépatite C (VHC) fut classé dans la famille des Flaviviridae, sous le genre hépacivirus (Figure
1, Miller and Purcell, 1990). Plus récemment, le VHC fut visualisé par immuno-microscopie
€lectronique a partir de plasma humain. I se présenterait sous la forme d’une particule sphérique

d’environ 60 nm de diametre avec des spicules en surface (Kaito, et al. 1994).

B. Epidémiologie

Le virus de I’hépatite C (VHC) est un agent étiologique qui pose un probléme majeur de

santé publique puisqu’environ 175 millions de personnes seraient infectées a travers le monde
(Houghton 1996). En France, une personne sur cent serait infectée, ce qui correspond a environ
600 000 cas (Conférence de consensus, Paris, 1997).
La séroprévalence de I’hépatite C varie en fonction des pays. Cependant, méme si elle reste faible
dans le nord de I’Europe et aux Etats-Unis (entre 0,8 et 1,5%), elle devient trés préoccupante dans
des pays comme 1’ Afrique centrale ou I’Egypte ou elle atteint 14,5% de la population (Van der
Poel, et al. 1994).

1. Les modes de transmission du VHC

Il semble que la transmission du VHC se fasse essentiellement par voie parentérale et
particulierement par transfusion sanguine. D’autres voies de transmission ont aussi été décrites
(voir paragraphes suivants), mais I’inquiétude réside par le fait qu’environ 40% des hépatites sont

sporadiques.

1.1. Transmission par voie parentérale

Lorsqu’aucun test de dépistage du VHC n’était encore disponible, 10 a 20% des
individus ayant recu des produits sanguins étaient infectés par ce virus.
Heureusement, le développement de ces tests (dépistage des Ac anti-VHC obligatoire depuis le
ler mars 1990) ainsi que le traitement systématique des lots sanguins par voie chimique ou
thermique, ont pratiquement fait disparaitre les risques liés a la transfusion sanguine. Par
conséquent, la transfusion de sang ne représente plus actuellement de risque important. En effet,
le risque résiduel est tres faible, puisqu’il est de 'ordre de 1/200 000 dons en France

(Conférence de consensus a Paris, 1997). -



Figure 1: Les trois genres de la famille des FLAVIVIRIDAE (d'apres Rice,1996).
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Néanmoins, il est a noter que malgré les moyens de dépistage utilisés pour la détection du VHC
le taux de contamination reste trés élevé chez les hémophiles. On estime en effet actuellement
qu’environ 76% d’entre eux sont porteurs du virus (Mauserbunschoten, et al. 1995, Morfini, et
al. 1994, Troisi, et al. 1993, Wagner and Rotthauwe 1994). Des statistiques inquiétantes
atteignent méme 84 & 100% lorsque les procédures d’inactivation du virus dans les lots sanguins
n'ont pas été respectées (Troist, et al. 1993, Wagner and Rotthauwe 1994).

Une transmission par I’intermédiaire de produits sanguins chez des patients déficients en
immunoglobulines et recevant des préparations d’anticorps par 1’intermédiaire d’appareils
d’hémodialyse a également été décrite (Flora, et al. 1996, Healey, et al. 1996). En effet, des
études montrent que I’on détecte la présence de I’ARN viral dans une préparation d’anticorps
sur deux (Yu, et al. 1994).

Le virus peut étre €galement contracté lors d’une dialyse pour laquelle le risque de
transmussion semble corrélé avec la durée et la fréquence des dialyses (Bukh, et al. 1993a,
Cassidy, et al. 1995, Dussol, et al. 1993, Lin, et al. 1993). Par conséquent, chez les
transplantés rénaux, la prévalence de I’hépatite C est importante (environ 25% en France) en
raison de la forte diffusion virale chez les dialysés ainsi que des protocoles de préparation a la
greffe qui prévoient une transfusion sanguine. (Bang, et al. 1995, Genesca, et al. 1995).

Le risque nosocomial, éventuellement associé a certaines techniques médico-
chirurgicales comportant une exposition au sang a progressivement diminué a partir des années
70. En 1996, les procédures de décontamination-désinfection des endoscopes ainsi que la
stérilisation des pinces a biopsie ont été rendues obligatoires en France.

Il faut noter que la contamination par piqlire accidentelle avec des aiguilles souillées
semble dépendre de la quantité de sang transférée, du titre du virus ainsi que de la profondeur de
I’injection. Un individu €tant ainsi en contact avec le virus a environ 2% de chance d’étre
contaminé (Puro, et al. 1995).

Le principal facteur de risque de transmission du VHC en France est lié a ’utilisation de
drogue par voie intraveineuse. Les prévalences apparaissent extrémement élevées en raison du
partage des seringues contaminées. En fonction des pays concernés, le taux de contamination
varie entre 50 et 100% des individus (Fingerhood, et al. 1993, Mauserbunschoten, et al. 1995).
On a pu estimer une prévalence variant de 70 & 92% en Europe et aux Etats-Unis (Esteban
1993).

Enfin, il convient de rappeler que le piercing, le tatouage, 1’acupuncture, la mésothérapie
et certaines pratiques traditionnelles impliquant un contact avec le sang sont régulicrement mis

en cause dans la transmission du virus (Kiyosawa, et al. 1994, Mele, et al. 1995).



1.2. Transmission materno-foetale

De nombreux travaux ont cherché a mettre en évidence une transmission verticale du
VHC, mais la variété des méthodes utilisées a rendu leur comparaison délicate (Roudot-
Thoraval, et al. 1993). De plus, le mécanisme de cette transmission reste discuté (Nousbaum, et
al. 1995). Néanmoins, il semble que la contamination materno-foetale survienne au cours de
I’accouchement, soit au moment du travail, soit lors I’accouchement (Weiner, et al. 1993). En
fait, il semble que le risque de transmission soit directement corrél€ au titre en ARN viral dans le
sérum de la mere (Ohto, et al. 1994). Ainsi, on estime entre 0 et 7% le risque de transmission
périnatale du VHC (Kurauchi, et al. 1993, Moriya, et al. 1995, Silverman, et al. 1995).
L’ensemble de ces données montrent que la transmission materno-foetale est assez rare mais elle

peut expliquer certains cas d’hépatite chronique chez I’enfant.

1.3. Transmission par voie sexuelle

La possibilit¢ d’une transmission par voie sexuelle du virus de I’hépatite C est trés
discutée, mais il semble qu’elle soit probable. En effet, des études montrent que le risque de
transmission entre partenaires hétérosexuels existe bien, méme si il reste relativement faible
(Meisel, et al. 1995, Soto, et al. 1994). Cependant, le mode de contamination reste encore
indéterminé, étant donné que le virus n’est détectable ni dans le sperme, ni dans les secrétions
vaginales (Chang, et al. 1994).

1.4. Transmission familiale

Une possibilit¢ de transmission intrafamiliale du VHC a ét€ évoquée, suite a la
constatation d’une prévalence des anticorps anti-VHC significativement plus élevée dans les
familles de patients atteints d’hépatite C (Everhart, et al. 1990, Kiyosawa, et al. 1994).
Néanmoins, comme dans le cas de la transmission par voie sexuelle, le mécanisme de
contamination reste inconnu. Il a cependant été avancé que pour ces deux voies de transmission,
la propagation virale pouvait se produire par le biais de micro-effractions vasculaires ou

épithéliales.

2. Prévention de I’hépatite C

En I’absence d’un traitement actif chez tous les malades, la prévention de I'infection par le
VHC a un role majeur dans la lutte contre la maladie. L’utilisation de tests de diagnostic



systématiques sur les dons sanguins a permis d’éliminer la quasi totalit¢ des risques de
contamination provenant des donneurs de sang. De méme, des précautions sont prises pour les
dérivés sanguins ainsi que pour le matériel chirurgical et a dialyse, qui sont obligatoirement
traités en conséquence. Chez les toxicomanes par voie intraveineuse, la prévention de la maladie
passe par les campagnes de délivrance gratuite de seringues. Par contre, la prévention de la
transmission par les autres voies (sexuelle, materno-foetale et familliale) est plus compliquée.
En effet, comme nous venons de le voir, le risque de contamination par ces voies est difficile a
évaluer et I’absence de marqueurs de I’infection ne permet pas d’identifier les sujets les plus
contagieux. Enfin, aucune prévention ne peut étre envisagée pour les hépatites sporadiques. Par

conséquent, le meilleur moyen de prevenir 1’hépatite C serait donc la vaccination.

C. Physiopathologie de I’hépatite C

L’infection par le virus de ’hépatite C est caractérisé par une prédominance des formes
asymptomatiques ainsi qu’une évolution fréquente vers la chronicité. En effet, 50 & 75% des
patients ayant fait une hépatite aigiie verront leur maladie évoluer vers une hépatite chronique
(Figure 2). Les suites de cette évolution peuvent étre dramatiques puisque 20% de ces sujets
développeront une cirrhose qui peut dégénérer en carcinome hépato-cellulaire. De plus, des
études montrent que !’apparition de 1ésions hépatiques est continue et que I’activité virale

persiste mé€me lors des phases critiques de cirrhose.

1. L’hépatite C aigiie

Une des particularités de ’hépatite C est la latence de 2 semaines a 6 mois entre la
contarnination virale et la survenue de I’hépatite aigiie. L’hépatite aiglie est asymptomatique dans
deux tiers des cas, sinon, elle se manifeste par des signes cliniques comme une céphalée, une
fievre modérée, une asthénie intense ou encore un ictére dans environ un quart des cas. On peut
également observer une élévation (d’importance variable d’un patient a I'autre) du taux
sérologique des ALTs (alanine aminotransférases), caractéristique de la destruction des
hépatocytes. Certaines hépatites fulminantes ont méme été décrites, mais elles restent

heureusement trés rares (Yoshiba, et al. 1994).

2. L’hépatite C chronique

Pour environ 75 % des cas, ’hépatite aiglie devient chronique et se traduit par une

élévation des ALTs pendant plus de 6 mois aprés la primo-infection, avec une succession de



Figure 2 : Evolution clinique des infections par le VHC.
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pics de ces enzymes au cours de la maladie. Bien que chez un certain nombre de sujets le taux
d’ALTs se normalise, la virémie persiste (Di Bisceglie, et al. 1991), et le siége de Iactivité
virale se localise principalement au niveau des cellules hépatiques.

Cette maladie chronique peut persister toute la vie, avec une alternance de phases de quiescence
et de phases d’activité. Alors que durant la phase de quiescence I’inflammation reste localisée a
la région périportale, lors de la phase active, on observe I’apparition de nodules lymphoides,
I’altération des cannaux biliaires interlobulaires, I'infiltration de lymphocytes et la mise en place
d’une fibrose. La biopsie hépatique est alors indispensable pour déterminer le stade évolutif de
la maladie. Notamment, on utilise le score histologique de Knodell afin de définir le stade et

Pactivité de cette pathologie.

3. LLa cirrhose

Il a été estimé que 10 a 15 années étaient nécessaires entre !'infection par le VHC et le
déclenchement de la cirrhose. Celle-ci se caractérise par une propagation de la nécrose
inflammatoire du foie, dont I’ arrét total des fonctions est observé dans 20 a 25 % des cas. Les
patients atteints devront alors recourir a une transplantation hépatique. Cependant, on assiste
trés souvent a une réinfection du greffon, alors méme que I’ARN du virus n’est plus détectable
dans le sérum au moment de la greffe. En effet, méme si le tropisme dominant du VHC est le
foie, un certain nombre d’arguments suggérent qu’il serait capable de se répliquer dans des
cellules hématopoiétiques (Bouffard, et al. 1992, Muller, et al. 1993). Ces lymphocytes du sang
périphériques (notamment cellules B et macrophages) peuvent donc probablement constituer des
sites extra-hépatiques responsables de cette réinfection rapide post-opératoire (Lerat and
Inchauspé 1997).

4. Le carcinome hépatocellulaire

Le potentiel évolutif d’une cirrhose est le carcinome hépatocellulaire qui survient dans
environ 5 % des cas (Kiyosawa, et al. 1990). Il a ét¢ montré que les tumeurs hépatiques
contenaient de I’ ARN viral, cependant, I’effet carcinogéne du virus est encore a I’étude. Aussi,
aucune activité de transcriptase inverse n’a été mise en évidence chez le VHC, ce qui exclut toute
intégration de son génome a celui de la cellule hote.

Les cancers du foie qui surviennent suite a I’infection par le VHC sont généralement associés a
une cirrhose préexistante. Néanmoins, différentes études tendent a mettre en cause certaines
protéines virales. Ainsi, la partie N-terminale de la protéine NS3 aurait des propriétées
transformantes in vitro sur les cellules NIH3T3. De méme, il a été suggéré que la protéine C du

VHC, qui semble capable de migrer vers le noyau, pourrait jouer un rdle dans la carcinogénése



(Shih, et al. 1995). En effet, une équipe japonaise a rapporté le développement d’un carcinome
hépatocellulaire chez deux lignées de souris transgéniques pour le géne de la protéine C
(Moriya, et al. 1998). Ce résultat suggére que la protéine C joue un rdle important dans le
développement du cancer du foie chez les individus atteints d’hépatite C chronique.
De nombreux autres facteurs semblent & I’origine de I’aggravation de la maladie. Parmi eux, on
peut citer:

- Le génotype du virus (Di Bisceglie 1997, Donato, et al. 1997, Dusheiko, et al. 1994,
Pozzato, et al. 1994).

- La contamination transfusionnelle, dont le pronostic est plus défavorable que pour les
autres voies de transmission (Gordon, et al. 1993).

- La coinfection par le virus de I’hépatite B (Di Bisceglie 1997, Fong, et al. 1991).

- La consommation, méme modérée, d’alcool (Di Bisceglie 1997, Mendenhall, et al.
1991).

5. Les maladies autoimmunes associées au VHC

L’infection chronique par le VHC semble associée a une pléthore de perturbations
immunes et autoimmunes. Il s’ensuit une série d’affections diverses ainsi que la syntheése
d’auto-anticorps, différents de ceux que l'on trouve chez des patients atteints d’hépatite
autoimmune (Manns and Obermayer-Straub 1997).

L’ affection la plus courante est la cryoglobulinémie mixte de type II, que I’on retrouve
chez 50% des patients atteints d’hépatite C chronique (Ferri, et al. 1993, Lunel, et al. 1994).
Cette pathologie se caractérise par une association d’immunoglobulines G polyclonales avec une
immunoglobuline M monoclonale. Ces complexes immuns ainsi formés circulent dans le sang et
ont la propriété de précipiter a une température inférieure a 37°C. Par conséquent, elle donne lieu
a des complications cutanées, rénales, articulaires ou neurologiques. Les antigénes a I’origine de
la production des cryoglobulines sont encore inconnus.

Des atteintes thyroidiennes sont elles aussi associées a 1’hépatite C, et il a méme ét€ suggéré que
I’hypothyroidisme en plus de certaines maladies comme [arthrite, étaient dues en grande partie
au traitement par I’interféron alpha (Pittau, et al. 1997).

D’autres associations pathologiques telles que la maladie de Gougerot-Sjogren (infiltration de
lymphocytes dans les glandes salivaires), la porphyrie cutanée (Decastro, et al. 1993), le licken
plan, ou encore des maladies autoimmunes du foie (Koskinas, et al. 1994) ont pu étre
observées. '

Parmi les causes de toutes ces maladies, il semble trés probable que 'une d’entre elle soit
la présence d’auto-anticorps dans le sang. En effet, des anticorps anti-noyau (ANA), anti-
muscle-lisse, et anti-microsomes de foie et de rein (LKM= liver/kidney microsomal antibodies)

ont pu étre mis en évidence (Lunel, et al. 1992, Manns and Obermayer-Straub 1997). Ces



derniers (les LKM) reconnaissent des auto-€pitopes aussi bien conformationnels que linéaires
sur des protéines microsomales comme le cytochrome P450 2D6. En particulier, deux de ces
protéines microsomales n’ont pas encore été identifiées, et seule leur masse moléculaire de 59 et
70 kDa a pu étre déterminée (Manns and Obermayer-Straub 1997).

Il n’est pas impossible que le virus de I’hépatite C lui-méme puisse effectuer un « mimétisme »
de certains des épitopes reconnus par les auto-anticorps. Par conséquent, le VHC pourrait étre a

I’origine de ces auto-anticorps sinon de leur augmentation.

D. Biologie moléculaire du VHC

Le génome du VHC est constitué d’un ARN monocaténaire de polarité positive d’environ
9 600 nucléotides (Choo, et al. 1991, Houghton, et al. 1991, Kolykhalov, et al. 1997). Cette
molécule code une polyprotéine unique encadrée de deux régions non codantes aux extrémitées
5’ et 3’. Suivant le génotype concerné, la polyprotéine est constituée de 3 008 a 3 037 acides
aminés (Chamberlain, et al. 1997). Cette polyprotéine est clivée de facon co- et post-
traductionnelle par des protéases d’origine cellulaire et virale en dix protéines individuelles: C,
E1l, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B. C, El et E2 constituent les protéines
structurales de la particule virale, et NS2-NS5B sont les protéines non-struturales dont une des
fonctions principales est d’assurer la réplication de son génome. Il n’a pas encore été possible
de classer la protéine p7 dont la fonction reste encore indéterminée. La figure 3 illustre
I'organisation du génome du VHC.

Comme nous 1’avons déja mentionné, le VHC appartient au genre hépacivirus et a la
famille des Flaviviridae qui comprend deux autres genres: les flavivirus (virus de la fievre jaune,
virus de la dengue, ...) et les pestivirus (virus de la diarrhée bovine, ...) (Francki, et al. 1991).
En effet, le profil d’hydrophobicité et 1’organisation génomique de ces trois genres sont

similaires (Figure 1).
1. Les extrémitées non codantes

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

La comparaison entre différents isolats viraux du VHC a permis d’établir que la région 5’
NC est la plus conservée du génome viral (Bukh, et al. 1992a, Chen, et al. 1991). La longueur
de sa séquence tout d’abord estimée a 341 nucléotides a été récemment remise en question. En
effet, la découverte d’une séquence supplémentaire de huit nucléotides a son extrémité 5’ porte a
349 le nombre total de ces nucléotides (Trowbridge and Gowans 1998).



Figure 3: Organisation génomique du VHC
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Cette région 5’NC a la particularité de contenir de multiples codons d’initiation de la traduction
AUG, en amont du site de départ de la traduction. Néanmoins, les produits potentiels de ces
petits cadres ouverts de lecture n’ont jamais pu étre identifiés (Tsukiyama-kohara, et al. 1992).

En se basant sur différentes approches a la fois phylogénétiques, thermodynamiques et
biochimiques, Brown et coll. ont proposé un modéle de la structure secondaire de I’extrémité 5’
NC du VHC (Figure 4, Brown, et al. 1992). Elle s’avere constituée de quatres domaines
majeurs (I a IV), le troisiéme étant analogue au domaine III déja décrit chez les pestivirus. De
nombreuses études ultérieures ont montré que ces structures secondaires constituaient un site
d’entrée au ribosome (IRES) permettant une initiation de la traduction “coiffe-indépendante” (a
partir d’ARN non coiffé), comme il a ét€ montré chez les picomnaviruses (Fukushi, et al. 1994,
Reynolds, et al. 1995, Rijnbrand, et al. 1995, Tsukiyama-kohara, et al. 1992, Wang, et al.
1993).

Afin de déterminer les structures secondaires critiques au bon fonctionnement de I'IRES,
ces mémes équipes ont tenté de définir les extrémités 5° et 3’ de cette séquence. Malgré les
résultats contradictoires obtenus, cependant imputables 2 la diversité des modeles expérimentaux
utilisés, il s’avere que I’'IRES du VHC occupe la majeure partie de la région 5’ NC et que la
boucle I a une action suppressive sur la traduction. De plus, des mutations apportées au niveau
de la région hautement conservée codant la protéine de capside influencent fortement 1’efficacité
de la tradution médiée par 'IRES (Honda, et al. 1996, Rijnbrand, et al. 1995, Yoo, et al.
1992).

De petites régions conservées correspondant a des séquences complémentaires de I’ ARN
ribosomal 18S ont été mises en €vidence dans le domaine III de I’extrémité 5’ NC du VHC (Le,
et al. 1995). En effet la séquence CCUUUCUUGGA, située au niveau des bases 192 a 203 du
génome du VHC, apparait complémentaire des bases 461 2 471 de I’ARN 18 S humain.

Enfin, Iinitiation de la traduction serait, de plus, favorisée par la fixation de facteurs
cellulaires. Yen et coll. ont en effet pu isoler deux protéines cellulaires (p87 et pl120),
respectivement impliquées dans la réplication virale et I’initiation de la traduction (Yen, et al.
1995). Une autre protéine de 25 kDa interagirait avec I'IRES (Fukushi, et al. 1997). Plus
récemment, I’équipe de Sizova a montré que la protéine eIF3 (eucaryotic Initiation Factor 3), se
fixe sur une partie du domaine III de I'IRES, et jouerait un role essentiel dans ’initiation de la
traduction en favorisant Ia fixation de I’ ARN viral a la sous-unité 40 S du ribosome (Sizova, et
al. 1998).

Il a ét¢ montré que I'IRES du VHC contenait des séquences polypyrimidine susceptibles de
fixer la protéine PTB (polypyrimidine tract-binding protein), lui permettant ainsi d’assurer sa
fonction (Ali and Siddiqui 1995). Des expériences de déplétion en PTB et de substitution des
pyrimidines en purines suggerent que les facteurs associés aux PTB, plus que la PTB elle-
méme, seraient cruciaux pour le bon fonctionnement de I'IRES (Ali and Siddiqui 1995,
Kaminski, et al. 1995, Wang, et al. 1993). Parmi ces facteurs, p25 et p120 (décrits plus haut)
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seratent indispensables a une traduction efficace, car leur mutation entraine une diminution trés

significative de celle-ci.

1.2. L’extrémité 3’ non-codante (3’ NC)

L’extrémité 3° NC du VHC, contrairement a ’extrémité 5’NC, apparait plus courte et
beaucoup plus variable selon les génotypes (Han, et al. 1991). De nombreux travaux ont
rapporté la présence d’une queue polyuridine s’étendant jusqu’au dernier nucléotide situé en 3’
du génome du VHC (Chayama, et al. 1993, Chen, et al. 1991, Kato, et al. 1990, Okamoto, et
al. 1992, Takamizawa, et al. 1991, Tanaka, et al. 1992), une seule équipe ayant plutdt
déterminé une queue polyadénine (Han, et al. 1991).

Cependant, Tanaka et coll. ont mis en évidence une séquence de 98 nucléotides
supplémentaires, faisant suite a la queue polyuridine (Kolykhalov, et al. 1996, Tanaka, et al.
1996). Cette séquence, tres conservée chez tous les génotypes, possede une structure
secondaire composée de trois domaines en boucles et en épingles a cheveux (Figures 5a et 5b).
En plus de son rdle potentiel dans la syntheése du brin d’ARN négatif, cette structure 3’
terminale serait a I’origine d’une régulation de la traduction IRES-dépendante, via la fixation de
1aPTB (Ito and Lai 1997). En effet, la fixation de la PTB sur 'extrémité 3’ de la région 3° NC
du VHC a été décrite a plusieurs reprises (Ito and Lai 1997, Tsuchihara, et al. 1997). Ainsi,
I'interaction probable des extrémités 5> NC et 3° NC de I’ARN du VHC constitueraient une

cible potentielle quant a 1’ utilisation d’une thérapie anti-virale.

2. Les protéines virales

2.1. Les protéines structurales

Les protéines structurales sont constituées par la protéine Core (C) ainsi que les
glycoprotéines E1 et E2, obtenues apres clivage par une (ou des) peptidase(s) signal cellulaire(s)
localisée(s) dans la lumiere du réticulum endoplasmique (RE) (Grakoui, et al. 1993a, Hijikata,
et al. 1991a).

a. La protéine de capside C

La protéine C est probablement le seul élément protéique constituant la capside du VHC
(Harada, et al. 1991). Il s’agit d’une protéine trés basique dont la forme intracellulaire



Génotype I1/1b

U a
A G
c
v 10
U c _70° |
N - yAc
80" c
c— G U
U
U—A c
u-a /g
c—¢ G ¢ »3IX
U~_ﬂ c s (GJ \
a"G C/ G/.l'
. -~
ul-{a 2009y
cl—c 0
cl— e G -
50| al—u|l— 60" AC\U\ u
A
cl—lc| < On \UG A//U
Al _A . G A ¢ U
v e 30 ¢\ AFISr A U
s C G
A U
9g! A G
Ugu 50 ¢
L1 Fcena €
AC A I / /G
A c G G C u K
A c / ’
A 8) ¢ C A 4
U A
A" So U a0 o
c / G ‘z"
9383 v Jr A &<
c CU \0\
/ o
9411 U <
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du génome du VHC (génotype I1/1b)
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prédominante de 21 kDa (p21) a ét¢ mise en évidence a plusieurs reprises grice a des
expériences de traduction in vitro (Hijikata, et al. 1991b, Lo, et al. 1994) et in vivo (Harada, et
al. 1991).

La séquence carboxy-terminale de la protéine C contient deux domaines hydrophobes,
dont un situé directement en amont de la séquence de la protéine d’enveloppe E1 (Takamizawa,
et al. 1991). La quasi totalité¢ de ce dernier domaine (aa 174 a 191) qui s’étend en fait sur 20
acides aminés (aa 170 a 191) semble constituer le peptide signal nécessaire a la ségrégation de
El atravers la membrane du RE (Figure 6, Fournillier-Jacob, et al. 1996).

La protéine p21 peut étre clivée par une protéase cellulaire encore inconnue, conduisant a
I’élimination carboxy-terminale de la majeur partie de son domaine hydrophobe (174 a 191).
Cette forme tronquée correspond & la prot€ine p19 (Santolini, et al. 1994). p19 semble étre la
forme majeure de la protéine C observée en expression dans des cellules de mammiferes (Lo, et
al. 1994). Cependant, une troisi¢me forme de 16 kDa qui s’étend des acide aminés 1 a 151 a pu
étre détectée in vitro (Lo, et al. 1994).

Des études de localisation subcellulaires de ces différentes protéines C montrent que p21 et p19
se situent dans le cytosol, ou en contact direct avec la membrane du RE, alors que pl6 est
retrouvée dans le noyau des cellules (Lo, et al. 1995, Santolini, et al. 1994, Selby, et al. 1993).
L’équipe de Bréchot a d’autre part observé une accumulation de la forme majeure de la protéine
C en surface de globules lipidiques cytoplasmiques (Barba, et al. 1997).

Plus récemment, Yasui et coll. ont produit des protéines C in vivo de 21 et 23 kDa (Yasui, et
al. 1998). Il s’avere cependant que sur analyse de leur s€quence en acides aminés (aa), ces deux
formes correspondraient respectivement a p19 et p21.

Meéme si la masse moléculaire exacte de chacune des formes de la protéine C est sujette a
controverse, il est admis que la protéine initialement produite de 191 aa subit un clivage
cytoplasmique de ses 18 aa carboxy-terminaux (174-191). La forme ainsi obtenue (1-173)
correspondrait a la protéine mature composant la capside de la particule virale. Cette hypothese
est renforcée par le fait que cette forme 1-173 est retrouvée dans le sérum de patient infectés par
la VHC (Yasuli, et al. 1998).

La fonction nucléaire potentielle de la protéine C (sous sa forme p16?) n’a pas encore été
€lucidée. Néanmoins, les travaux de Shih et coll. ont permis de mettre en évidence la
suppression de 1’expression et de la réplication du virus de I’hépatite B dans le noyau des
cellules HuH-7 (Shih, et al. 1993). 1l s’aveére que cette suppression s’effectue via la
phosphorylation de la protéine C grice a la protéine kinase dépendante de ' AMP cyclique et a la
protéine kinase C cellulaires (Shih, et al. 1995). L’action de la protéine C sur le transcription
des genes de la cellule hdte pourrait étre I'un des facteurs & l'origine du phénomene de
cancérisation qui peut apparaitre 2 long terme chez les patients atteints d’hépatite chronique. En
effet, cette protéine semble coopérer dans la transformation des cellules médiée par Ras, et
inhiber I’apoptose (Ray, et al. 1996a, Ray, et al. 1996b, Shih, et al. 1995). Une étude récente a



Figure 6 : Localisation supposée des peptides signaux des protéines structurales du VHC.
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de plus permis de montrer le développement d'un carcinome hépatocellulaire chez deux lignées
de souris transgéniques pour le géne de la protéine C (Moriya, et al. 1998).

Une modulation de la réponse immune par la protéine C du VHC a été décrite par
Matsumoto et coll. (Matsumoto, et al. 1997). Ces auteurs ont montré que la protéine C interagit
avec la région C-terminale du récepteur lymphotoxin-B (LTgR), impliqué dans la formation de
centres germinatifs responsables de [Dactivation de cellules B, au niveau du systéme

lymphatique.

b. Les glycoprotéines E1 et E2

Les glycoprotéines E1 et E2 sont libérées de la polyprotéine virale, aprés clivage par une
(ou des) signalase(s) cellulaire(s) (Figure 7). La glycoprotéine E1 d’un poids moléculaire
apparent de 31 kDa (souche H), s’étend de ’aa 192 a I’aa 383 de la polyprotéine (Figure 3,
Fournillier-Jacob, et al. 1996a, Hijikata, et al. 1991b). Pour sa part, la pfotéine E2 estimée a 70
kDa (souche H), couvre les aa 384 a 746 de la polyprotéine (Figure 3, Hijikata, et al. 1991b,
Lin, et al. 1994a).

Comme nous le verrons beaucoup plus en détails dans le Chapitre III, ces deux
glycoprotéines membranaires sont ségrégées, se replient et s’assemblent en complexes au sein
du RE. C’est la forme hétérodimérique non-covalente qui correspond probablement au
complexe de prébourgeonnement de l'enveloppe virale (Deleersnyder, et al. 1997, Dubuisson,
et al. 1994).

2.2. Le polypeptide p7

Ce polypeptide de 7 kDa essentiellement constituée de résidus hydrophobes, fut identifi€ en

1994 (Lin, et al. 1994a). Sa fonction est encore inconnue a 1’heure actuelle, et il est donc impossible

de déterminer son appartenance a I’un ou I’autre des deux groupes de protéines virales (structurales ou
group p

non structurales).

Pour certaines souches du VHC, p7 est inefficacement clivée du cdté amino-terminal et reste

par conséquent associé 2 la protéine E2 sous la forme E2-p7 (Dubuisson, et al. 1994, Lin, et al.
1994a, Mizushima, et al. 1994a, Selby, et al. 1994). La signification moléculaire de cette association

est encore indéterminée, bien que le méme phénoméne soit observé chez les pestivirus. En effet, chez

ces derniers, une inefficacité similaire dans le clivage de E2/p7 est retrouvée, mais 1’analyse de virions

partiellement purifiés a ’aide d’anticorps spécifiques des protéines p7 ou E2, montre que la forme E2-

p7 n’est pas détectée a la surface des virions matures (Elbers, et al. 1996).
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Figure 7: Clivage de la polyprotéine codée par le génome du VHC.
(pour revue, Rice, 1996)
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2.3. Les protéines non structurales

Les protéines nonstructurales sont clivées grace deux protéases virales distinctes (Figure
7):

- une protéase situ€ée sur NS2 et une partie de NS3 permettrait le clivage de la jonction
NS2-NS3 (Grakoui, et al. 1993b, Hijikata, et al. 1993a).

- une sérine protéase située sur NS3 qui interviendrait au niveau de tous les clivages
suivants: NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A, NS5A/5B (Bartenschlager, et al. 1993, Eckart, et al.
1993, Grakoui, et al. 1993c, Tomei, et al. 1993).

Ces protéines non structurales ont probablement pour fonctions principales la transcription et la

réplication du génome viral, indispensables a la multiplication du VHC.

a. La protéine NS2

La protéine NS2 est une protéine membranaire hydrophobe de 23 kDa, qui s’étend de 'aa
810 aI’aa 1026 de la polyprotéine (Figure 3, Mizushima, et al. 1994b, Santolini, et al. 1995).
Le clivage entre NS2 et NS3 serait dii & I’action d’une protéase zinc-dépendante partagée par
NS2 elle-méme ainsi que et le tiers amino-terminal de NS3 (Grakoui, et al. 1993b, Hijikata, et
al. 1993a). Le domaine catalytique de cette autoprotéase serait essentiellement situé sur NS2, au

niveau des aa histidine 952 et cystéine 993.

b. La protéine NS3

La protéine NS3, dont les extrémités amino- et carboxy-terminales sont respectivement
délimitées par les aa 1027 et 1657, possede une masse moléculaire apparente de 70kDa (Figure

3). Cette protéine assure plusieurs fonctions:

- Son extrémité amino-terminale possede une activité sérine-protéasique (Bartenschlager,
et al. 1993, Eckart, et al. 1993, Grakoui, et al. 1993c, Tomei, et al. 1993). L’équipe de
Miyamura a mis en évidence le domaine fonctionnel minimum de cette protéase, qui s’étendrait
sur 146 aa, entre I’aa 1059 et I’aa 1204 (Yamada, et al. 1998).

Le role de la sérine protéase NS3 est d’assurer le clivage entre les différentes protéines
non structurales situées en aval de celle-ci: NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NSS5A, et NS5A-
NS5B. Le site de clivage constitué par la séquence trés conservée Asp/Glu(X),Cys(Thr)

=>Ser(Ala) doit étre préalablement reconnu pour que la coupure enzymatique ait lieu (Eckart, et
al. 1993, Grakoui, et al. 1993c, Pizzi, et al. 1994).
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- L’extrémité carboxy-terminale de la protéine NS3 se caractérise par une activité hélicase
dépendante de I’ ARN ainsi qu’une activité NTP-asique (Hong, et al. 1996, Kim, et al. 1995a,
Tai, et al. 1996). Le motif Asp-Glu-Cys-His (DECH en code lettre) présent au niveau des aa
1316-1319 confere I’appartenance de cette protéine a la famille des hélicases ARN-dépendantes
a « DEAD box » (Kim, et al. 1995a). Ainsi, elle participerait au déroulement de I’ARN
génomique au cours de la réplication et a la séparation des duplexes ARN-ARN formés, ces
deux activités nécessitant la présence d’ATP et d’ions divalents Mg** et Mn** (Gwack, et al.
1996).

- Récemment Ishido et coll. ont montré que la protéine NS3 interagissait par
I’intermédiaire de sa partie amino-terminale avec la protéine NS5B (Ishido, et al. 1998). 1l
s’avére que le complexe alors formé se fixerait sur NS5A dans le but de participer a la
réplication du génome viral.

Des analyses de cristallographie aux rayon X de la sérine protéase NS3 révelent une
structure similaire a celle des membres de la superfamille de la trypsine (Kim, et al. 1996a,
Love, et al. 1996). De plus, des études faites chez la bactérie Escherichia coli montrent
clairement la présence d’un site de liaison au zinc, dont le rdle serait plus structural que
catalytique (De Francesco, et al. 1996).

c. La protéine NS4A

La séquence en aa de cette petite protéine de 8 kDa s’étend de 1’aa 1658 2 ’aa 1711 de la
polyprotéine (Figure 3). La région centrale de NS4A serait impliquée dans les clivages effectués
par NS3, plus particuliérement au niveau du site NS4B/NSSA (Landro, et al. 1997, Lin, et al.
1997). Les acides aminés 22 a 31 sur la protéine NS4A ont été décrits par Shimizu comme étant
la séquence minimurmn nécessaire a cette activité de cofacteur (Shimizu, et al. 1996). De plus, la
protéine NS4 A permettrait I’association de NS3 a la membrane du RE, afin que cette derniere
puisse accomplir sa fonction protéasique.

Comme nous le verrons dans le paragraphe e. (page 15), NS4A semble participer a
I’augmentation de la production de la protéine NSSA sous sa forme hyperphosphorylée de 58
kDa (Asabe, et al. 1997, Kaneko, et al. 1994, Tanji, et al. 1995).

d. La protéine NS4B

NS4B est une protéine hydrophobe de 27 kDa dont les extrémités amino- et carboxy-
terminales sont situées respectivement au niveau des aa 1712 et 1972 de la polyprotéine (Figure

3). Sa fonction n’est toujours pas élucidée a ce jour, méme si la protéine équivalente présente
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chez les autres genres de la famille des Flaviviridae semble impliquée dans le complexe de

réplication viral.

e. La protéine NS5A

NSS5A est une protéine de 58kDa dont la séquence en acides aminés s’étend de 1’aa 1973 a

I’aa 2420 de la polyprotéine (Figure 3).
La protéine NS5A existe sous deux formes, différant entre elles par leur degré de
phosphorylation: la forme de 56 kDa est phosphorylée, alors que celle de 58 kDa est
hyperphosphorylée (Asabe, et al. 1997, Kaneko, et al. 1994, Tanji, et al. 1995). Cette
phosphorylation s’effectue principalement sur des résidus sérine, grice a une protéine kinase
non encore identifiée, notamment a cause de 1’absence de motifs spécifiques typiquement
reconnus par ce type de protéine.

Par analogie a deux autres membres de la famille des Flaviviridae (le virus de la diarrhée
virale bovine et le virus de la fievre jaune), il semble que le rdle joué par la phosphorylation soit
en rapport avec le cycle réplicatif (Reed, et al. 1998b). Dautre part, une étude portant sur la
protéine NS5 du virus de la dengue, un membre du genre flavivirus, a montré que la
phosphorylation pouvait &tre corrélée avec une localisation nucléaire de la protéine (Kapoor, et
al. 1995). Cette hypothese fut renforcée par la mise en évidence d’un signal de localisation
nucléaire caractéristique sur NS5A (Ide, et al. 1996). Cependant, la protéine NSSA apparait
principalement périplasmique, et I’effet induit par sa phosphorylation n’a pas encore été €lucidé
(Ide, et al. 1996, Tanji, et al. 1995).

Comme nous le verrons dans les paragraphes F.2. et 1. (pages 18 et 26), NS5A contient
une séquence responsable de la résistance au traitement par I’interféron o (Enomoto, et al. 1995,
Enomoto, et al. 1996a). La séquence précise de cette ISDR (interferon-sensitivity-determining
region) se situerait au niveau des acides aminés 2209 a 2248 pour le génotype 1b. Cette étude a
ensuite été€ étendue au génotypes 2a et 2b, ce qui a permis aux auteurs d’établir un “prototype”
correspondant 2 la séquence de HCV-J (type sauvage), qui définit la résistance 2 I’interféron.
Par conséquent, le modele postule que si la séquence de I'ISDR du génome viral différe de plus
de trois aa par rapport au prototype, ce virus est considéré comme sensible a I'interféron. Cette
corrélation reste cependant incertaine car plusieurs équipes n’ont pas pu obtenir de résultats
conformes aux travaux d’Enomoto (Khorsi, et al. 1997, Squadrito, et al. 1997, Zeuzem, et al.
1997). Néanmoins, des études récentes ont montré que le mécanisme de résistance a I’interféron
se faisait en partie via la répression de la PKR (protein kinase RNA-dependant) par la NSS5A
(Gale, et al. 1997). En effet, les auteurs ont observé une interaction directe entre le site
catalytique de la PKR et I'ISDR de la protéine NSS5A, qui constituerait I’'un des mécanismes mis
en place par le virus pour éviter I'effet antiviral de I'IFN (Figure 8, Meurs 1997). Par des

travaux plus approfondis, ces mémes auteurs ont mis en évidence la participation de 26 aa



Figure 8: Mode d'action de la PKR sur la prolifération cellulaire et la
multiplication virale, et mécanisme supposé de la résistance a 1'interféron chez
certains patients infectés par le VHC (pour revue, Meurs, 1997).
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supplémentaires dans I’interaction de la NS5A avec PKR (Gale, et al. 1998a). Ces aa sont
situés du coté C-terminal de I'ISDR, et interagiraient avec une région de la PKR récemment
décrite comme étant son domaine de dimérisation. En accord avec ce résultat, ils ont observé
que la NS5A issue du génotype 1b empéche la dimérisation de la PKR in vivo, et conduit a
I'inhibition de la phosphorylation du facteur de transcription elF-2a, la traduction de I’ARN

viral pouvant donc se poursuivre.

f. La protéine NS5B

NS5B est une protéine hydrophile de 68 kDa, dont les extrémités amino- et carboxy-
terminales sont situées respectivement au niveau des aa 2421 et 3011 (Figure 3).

Cette protéine contient un motif GDD (Gly-Asp-Asp), caractéristique des polymérases
ARN-dépendantes, et notamment présent chez les virus 8 ARN brin positif (Behrens, et al.
1996). Behrens et coll. ont d’ailleurs pu observer ’activité polymérasique de la NS5B, a partir
de protéine purifiée issue de cellules d’insecte infectées par un recombinant baculovirus codant
la protéine NS5. Cette activité a été mise en évidence aussi bien sur un substrat viral (618
nucléotides de la souche HCV-BK) que sur un subtrat cellulaire (ARN messager).

La localisation périnucléaire de NS5B qui se trouve en association avec les membranes
cellulaires suggere que la réplication virale a lieu en association avec la membrane du RE, autour

du noyau (Hwang, et al. 1997).

E. La molécule CD81, un récepteur potentiel pour le VHC ?

En raison de I’absence de systeme de culture cellulaire permettant la multiplication efficace
du VHC, le mécanisme d’entrée du virus dans la cellule hote reste inconnu. Cependant, une
€tude récente menée par 1’équipe d’Abrignani a permis de mettre en évidence une interaction
entre la protéine d'enveloppe E2 et une molécule présente a la surface de certaines cellules
humaines: CD81 (Pileri, et al. 1998). Ces travaux suggérent que cette molécule pourrait tre un
récepteur potentiel pour le VHC.

CD81 est une protéine de 27 kDa possédant quatre domaines transmembranaires ainsi que
deux boucles extracellulaires (Levy, et al. 1998). Cette protéine est retrouvée chez de nombreux
types cellulaires, dont les hépatocytes ainsi que les lymphocytes B. La boucle majeure de CD81
demeure trés conservée chez ’homme et le chimpanzé, considérés comme les deux seules
especes pouvant étre infectées par le VHC, et dont les cellules sont par conséquent susceptibles
d’interagir avec E2 (Pileri, et al. 1998).

La confirmation d’une liaison effective et spécifique de I’espéce entre E2 et CD31 a ét€

montrée, d’une part, par des expériences d’inhibition d'interaction grace a des anticorps anti-
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CD81, et d’autre part, en testant cette reconnaissance sur des protéines CD81 chiméres murines
et humaines.

La participation potentielle de CD81 dans la premiére étape de I’infection par le VHC
laisse présager de nombreux espoirs quant a la compréhension de la pathogénése de ce virus

ainsi que dans ’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques.

F. La variabilité génomique du VHC

1. Le génotypage

Le génome du VHC est constitué d’un brin monocaténaire de polarité positive, et comme
tous les virus de ce type, son ARN polymérase ARN-dépendante ne posséde pas d’activité 3’-5’
exonucléasique. Par conséquent, le virus est incapable de réparer son ARN lors de
Pincorporation érronée d’une base. Ce phénomene entraine 1’apparition de variants, connus
sous le nom de quasi-especes (Martell, et al. 1992, Martell, et al. 1994). Cette variabilité est a
I’origine de différents génotypes et sous-types actuellement répertoriés (Figure 9).

~ Ainsi, la classification en différents génotypes a été établie selon le degré d’homologie de
séquence. Il est donc établi que des génomes viraux ayant plus de 80% d’homologie
appartiennent au méme génotype. Néanmoins, un grand nombre de classifications ont été
proposées par diverses équipes mais aucun consensus n’existe a ’heure actuelle.
La séquence prototype HCV-1 du VHC a laquelle toute nouvelle séquence est comparée a été
isolée d’un chimpanzé infecté par un sérum concentré en facteur VIII issu d’un sujet américain
(Choo, et al. 1991, Houghton, et al. 1991).

La classification de Simmonds et coll., basée sur les séquences nucléotidiques de
Iextrémité 5’ et des génes codant pour les protéines C, NS3 et NS5 est cependant la plus
utilisée (Chan, et al. 1992, Simmonds, et al. 1993). Selon I’ordre de leur découverte, les
génotypes sont désignés par des chiffres, et les sous-types par des lettres. Cette classification
permet aujoud’hui de distinguer six génotypes et plus de onze sous-types.

La distribution géographique des différents génotypes a fait I’objet de nombreuses
investigations (Bréchot and Kremsdorf 1993, Cha, et al. 1992, Chayama, et al. 1993, Kleter, et
al. 1994, Li, et al. 1991, Stuyver, et al. 1993, Tanaka, et al. 1992). Le génotype 1b est le plus
fréquent a travers le monde, avec une prévalence élevée au Japon et en Europe de I’Est. Le
prototype 1a est relativement rare dans ces pays, mais semble plus commun aux Etats-Unis. Le
génotype 2 existe moins en Europe qu’au Japon et en Chine. Les génotypes 3 a 6 ont ét€
identifiés plus récemment et leur distribution est assez hétérogéne (Afrique, Moyen-Orient,
Asie, ...).



Isolat Simmonds Bukh/ Chan Cha/ Enomoto/| Okamoto
Purcell Urdea Date

« HCV-1,H la I/la la I K-PT 1
« HCV-], 1b I/1b 1b I K-1 II
HCV-BK
* EG-28 1c 1c nc nc nc nc
e HC-J6 2a II1/2a 2a 11 K-2a 1
* HC-J8 2b IV/2b 2b I K-2b v
* T0994 2c 2c nc III nc nc
* E-bl, Ta 3a V/3a 3 v nc A\
*Th 3b nc nc v nc VI
* EG-16, 4a 4a 4 nc nc nc
GB116, 74
* GB549, nc 4b nc nc nc nc
Z1
* GB809, nc 4c nc nc nc nc
76
* DK13 nc 4d nc nc nc nc
* SAl, PC 5a 5a nc A\ nc nc
* HK1 nc 6a 6a nc nc nc

Figure 9: Nomenclatures des différents types et sous-types
génomiques du VHC. Simmonds et al., 1993, Bukh et al., 1994, Chan et al.,
1992, Cha et al., 1992, Enomoto et al., 1990, Okamoto et al., 1992. nc: non

classifié.
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Les varations génotypiques apparaisent de facon ciblée sur le génome. En effet, les
mutations semblent plus fréquentes dans la région 3’ non-codante (Han and Houghton 1992),
ainsi que dans la région codant pour les protéines E1 et E2 (Weiner, et al. 1991a). La
glycoprotéine E2 posséde en effet deux régions hypervariables nommées HVRI (391-408 sur la
polyprotéine) et HVRII (aa 474-480) (Figure 6, Higashi, et al. 1993, Hijikata, et al. 1991a,
Weiner, et al. 1992).

2. L’ influence du génotype

2.1. Sur la maladie et son traitement

Il semble y avoir un lien entre les différents génotypes (et sous-types) et les conséquences
cliniques qui en découlent. Ainsi, on observe une incidence du génotype dans la réponse au
traitement par l'interféron et dans le risque de développer une cirrhose ou un carcinome
hépatique (Shiratori, et al. 1997, Takagi, et al. 1997). Le génotype 1 apparait plus résistant au
traitement, mais la différence de réponse entre les sous-types la et 1b, ainsi que I’influence de la
région ISDR de la protéine NS5A restent sujet a discussion (Pawlotsky, et al. 1996a, Davis et
Lau 1997, Khorsi, et al. 1997, Enomoto, et al. 1995, Pawlotsky, et al. 1998). Par conséquent,
la sensibilité ou la résistance d’un génotype donné au traitement par 1’interféron trouverait son
origine au niveaux de plusieurs séquences réparties sur I’ARN viral.

En outre, on sait aujourd’hui que des mutations apparaissent sur le génome viral au cours
du temps chez les sujets infectés. Plusieurs génotypes peuvent étre mis en évidence chez le
méme malade (Farci, et al. 1994, Higashi, et al. 1993, Li, et al. 1991), et une hétérogénéité de
la région HVRI peut étre observée a différents stades de sa maladie (Kato, et al. 1994). ’

Un certain nombre d’études suggerent que I’établissement de Ia chronicité et la sévérité de
la maladie pourraient étre liés au génotype (Amoroso, et al. 1998, Silini, et al. 1995a).
Cependant, il est important de prendre aussi en compte les nombreux facteurs épidémiologiques
et individuels de chaque patient. Notamment, une prédisposition a développer un carcinome
hépatocellulaire a été observée chez des patients présentant une cirrhose de type C et
consommant régulierement de 1’alcool (Yoshihara, et al. 1998). Cependant, le mécanisme qui
induit ce type de cancer du foie reste encore obscur, méme si une augmentation des taux d’ARN
viral et d’ALTs a pu étre observé (Schiff 1997).
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2.2. Sur le mode de transmission

Dans certains cas d’infection par le VHC, il semblerait exister une corrélation entre le
mode de transmission et le génotype détecté. Ainsi, la transmission par transfusion sanguine
apparait associée au sous-type 1b, alors que la transmission intraveineuse chez les toxicomanes
serait plutdt associée aux sous-types 3a et la (Basaras, et al. 1997, Kleter, et al. 1998,
Pawlotsky, et al. 1995).

G. Diagnostic de I’hépatite C

Le diagnostic d’une hépatite C est essentiellement biologique. Il repose sur un diagnostic

viral direct (détection du génome viral), ainsi que sur un diagnostic indirect (tests sérologiques).

1. Diagnostic sérologique

Le développement des tests sérologiques a permis de diminuer considérablement la
contamination par transfusion sanguine (de 6% dans les années quatre-vingt & 1/200 000 cas
actuellement, Conférence de consensus, Paris, 1997). L’élaboration de ces tests permettant la

mise en évidence d’anticorps anti-VHC s’est faite en plusieurs étapes (Figure 10):

- Les tests de premicre génération de type immuno-enzymatiques, ou ELISA (enzyme-
linked immunosorbant assay) furent €laborés en 1989 et mis sur le marché en 1990 (Kuo, et al.
1989). Le principe de ce test consistait en 1’utilisation de la protéine recombinante c100-3 en tant
qu’antigéne. Cette protéine correspond en effet a la séquence peptidique de jonction entre les
protéines NS3 et NS4 du virus de I’hépatite C. Il s’avéra néanmoins que ce test ne permettait de
détecter que 80% des patients infectés et conduisait a des résultats faussement positifs. Par

conséquent, ces résultats non concluants durent étre complétés par des tests de validation.

- Ainsi, des tests de deuxieéme génération basés sur la technique d’immunoblotting RIBA
(recombinant immunoblot assay) furent élaborés. En plus de la protéine c100-3, on ajouta des
antigénes recombinants tels que la protéine c22 (correspondant a une partie de la protéine de
capside) et la protéine c33c qui couvre la majeure partie de NS3 (Katayama, et al. 1992). Il est a
noter que le facteur affectant le plus le taux de détection des anticorps anti-VHC chez les patients
est la variabilit¢ antigénique des protéines. C’est pour cette raison que des domaines

antigéniques peu variables correspondant aux protéines C, NS3 et NS4 ont ét€ choisis.



Figure 10: Antigenes dérivés du génome du VHC utilisés dans les tests de dépistage de type ELISA.
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- Les tests de troisieme génération combinent également des peptides correspondant 2
des régions a la fois plus conservées et plus réactives du génome viral, comme la partie N-
terminale de la protéine C, ou comme certaines séquences peptidiques de E2 ou NS5 (Nakagiri
and Ichihara 1995). Cependant, plusieurs problémes restent a résoudre dans le sérodiagnostic
des infections par le VHC. Notamment, certains patients immunodéprimés présentent des
profils « indéterminés », correspondant a une réactivité tres faible, voire dirigée contre un seul
des antigénes testés. D’autre part, 1’apparition tardive des premiers anticorps (séroconversion)

suite & I"infection virale empéche toute détection précoce.

2. Diagnostic par détection de I’ ARN viral

Le diagnostic moléculaire permet au médecin de se faire une idée précise de la charge
virale du patient et donc d’améliorer le suivi de son traitement antiviral. Aucun antigéne viral ne
peut étre détecté directement sur une biopsie de foie ou dans un liquide biologique, étant donné
sa trop faible concentration. C’est pourquoi les techniques d’amplification (détection du génome
par amplification enzymatique ou par la technique dite de ’ADN branché) se sont avérées
indispensables.

L’ARN viral peut étre détecté par amplification enzymatique ou « polymerase chain
reaction » (PCR) dans le sang, le plasma, les cellules mononuclées ou les biopsies hépatiques
de patients infectés (Figure 11). La technique consiste d’abord en la rétrotranscription de I’ARN
viral en un brin d’ADN complémentaire (cADN). Ensuite, & I’aide d’amorces choisies (situées
dans la région 5’ non codante trés conservée chez les différentes souches du VHC), ce cADN
est amplifi€ par PCR (Bukh, et al. 1992b, Bukh, et al. 1992a). Malgré la sensibilité accrue de
cette méthode, ainsi que la précocité de la détection (1 semaine aprés la contamination, Farci, et

al. 1992), il persiste des problémes de standardisation et de contaminations.

- La détection par la technique de I’ADN branché apporte un aspect quantitatif qui
constitue un avantage par rapport a la PCR (Figure 12, Urdea, et al. 1991). Commercialisée par
la société Chiron (Quantiplex® HCV RNA 1.0 et 1.2, Chiron Diagnostics), cette méthode
consiste en une capture en sandwich de la molécule cible d’ARN par des sondes spécifiques
bivalentes. Ces sondes bivalentes sont ensuite hybridées par une seconde sonde dite « ADN
branché » puisqu’elle sert elle-méme de support & de nombreuses sondes marquées a la
phosphatase alcaline. Un substrat spécifique de cette enzyme est alors introduit dans le mélange,
ce qui entraine I’émission d’un signal lumineux proportionnel a la quantité de génome cible.
Cette technique est moins sensible que la PCR, mais elle est plus rapide et élimine la quasi

totalité des risques de contamination car la molécule cible n’est pas amplifiée.
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H. La réponse immunitaire induite au cours des infections par le VHC

1. La réponse immunitaire a médiation humorale

Il est difficile d’étudier les propriétés immunologiques du VHC, notamment parce qu’il
n’existe pas actuellement de systéme cellulaire permettant une multiplication virale efficace et
que le seul modele animal est le chimpanzé. Cependant, la localisation d’un certain nombre
d'épitopes B situés sur certaines protéines virales (C, E2, NS3, NS4A/B, NS5A/B) a pu é&tre
mise en évidence principalement grice a I’aide de peptides de synthese (Akatsuka, et al. 1993,
Choo, et al. 1991, Enomoto, et al. 1990a, Kato, et al. 1990, Kremsdorf, et al. 1991, Mink, et
al. 1994, Ogata, et al. 1991, Okamoto, et al. 1992, Simmonds, et al. 1993, Tanaka, et al.
1992). Beaucoup d'autres épitopes sont de nature conformationnelle, et il s’est donc avéré
difficile de les cartographier. Il a cependant été possible d’étudier la réaction immunitaire
humorale développée vis a vis de la protéine C et des protéines non structurales (NS3, NS4 et
NS5) au cours de I'infection par le VHC. Pour ce faire, les auteurs ont utilis€s les tests
sérologiques de 1&re, 2&me et 3eme génération pour le suivi d’infections post-transfusionnelles.
Ce sont les anticorps anti-NS3, anti-C et anti-NS5 qui apparaissent le plus précocément , entre 3
et 12 semaines apres la transfusion (Zaaijer, et al. 1994). On observe ensuite 1’apparition des
anticorps anti-NS4 (entre la 11&me et la 22éme semaine) qui sont sensés refléter la multiplication
virale (Weiner, et al. 1990).

Les glycoprotéines d’enveloppe du VHC sont considérées par analogie avec celles des
flavivirus et des pestivirus comme les antigénes capables d’induire une réponse humorale
neutralisante. L.’existance d’anticorps neutralisants a d’ailleurs été suggéré par plusieurs études:

- Le groupe de Shimizu a démontré I’existence, dans le sérum de chimpanzés porteurs
chroniques du VHC, la présence d’anticorps capables de bloquer in vitro 1 attachement d’une
souche homologue de virus sur les cellules susceptibles HPB-Ma. Cette observation a permis de
mettre au point un test de neutralisation du VHC in vitro et de déterminer que ces anticorps
neutralisants seraient dirigés contre la région hypervariable de I’enveloppe E2 (Shimizu, et al.
1994).

- Toujours in vitro, Farci et coll. ont réalisé des expériences de neutralisation du virus
issu du plasma d’un patient atteint d’une hépatite C aigiie a I'aide des anticorps apparus
ultérieurement chez ce méme patient au cours de son hépatite chronique (Farci, et al. 1994).
Cette étude a montré que I’infection par le VHC est bien & I’origine de la production d’anticorps
neutralisants mais que ceux-ci sont spécifiques d’une « quasi-espeéce ». Ces mé€mes auteurs ont
tenté d’identifier les domaines de neutralisation du VHC (Farci, et al. 1996). Il s’avére que la
région hypervariable 1 (HVRI) de la protéine d’enveloppe E2 est cruciale pour la neutralisation.

Bien entendu, et en accord avec les données de leurs expériences préliminaires (Farci, et al. -
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1994), I’antisérum anti-HVRI n’apporte qu’une protection restreinte a la souche homologue et
n’a aucun effet sur les mutants émergeants, qui échappent ainsi a la neutralisation.

- Récemment, 1’équipe d’Abrignani a développé un test quantitatif permettant d’évaluer
la production d'anticorps capables d'empécher l'attachement de la glycoprotéine E2 sur son
récepteur potentiel (Rosa, et al. 1996). Dans un premier temps, ils ont montré que la
glycoprotéine E2 recombinante exprimée dans des cellules de mammiferes, se lie a des cellules
humaines avec une haute affinité. Cette glycoprotéine a donc été utilis€e lors des tests de
"neutralisation d'attachement” (NOB: neutralization of binding) sur des séra humains et de
chimpanzés infectés par différentes souches génotypiques du VHC. Les résultats obtenus ont
mis en €vidence que cette inhibition de 'attachement met en jeu au moins deux épitopes: 'un
situé dans la région hypervariable I de E2, et le second localisé en dehors des régions
hypervariables de E2.

Le test NOB a été utilisé ultérieurement par I’équipe de Miyamura afin de déterminer une
corrélation entre la réponse immune et la rémission éventuelle de 1’hépatite C chronique (Ishii, et
al. 1998). Cette étude révéla que des patients atteints d’hépatite C chronique persistante ne
semblent pas posséder un taux significatif d’anticorps neutralisants. Cependant, chez des
porteurs chroniques montrant une rémission de la maladie, une augmentation significative des
des concentrations en anticorps neutralisants était observée. Cela suggere qu’une stimulation de
la réponse immune chez ce type de patients permettrait de provoquer la synthése d’anticorps

NOB, susceptibles de conduire a la guérison.

2. La réponse immunitaire a médiation cellulaire

Ballardini et coll. ont mis en évidence que des hépatocytes infectés coexprimaient des
molécules d’adhésion nécessaires a I'interaction virus-cellules T spécifiques (Ballardini, et al.
1995). Ainsi, les cellules hépatocytaires de patients atteints d’hépatite C chronique sont
susceptibles d’exposer a la surface des antigénes viraux correspondant a des fragments de
protéines du VHC. 1l a ét€ montré que chez ces patients, le taux d’expression du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I) était augmenté alors que celui du CMH de
classe II ne présentait pas de variation significative (Chu and Liaw 1993). Néanmoins, I’équipe
de Rittner a récemment pu montrer une influence notable de 'allele du CMHII dans la
progression de I’hépatite C chronique active, suggérant I’importance de ce facteur génétique
dans I’évolution de la maladie (Hohler, et al. 1997).

Beaucoup plus récemment, il a ét¢ montré que la glycoprotéine d’enveloppe El est
transportée du réticulum endoplasmique vers le cytosol des cellules infectées par le VHC
(Selby, et al. 1999). C’est dans ce compartiment qu’elle subit alors la dégradation nécessaire a

la présentation de certains de ces peptides par le CMHI.
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D’autre part, I’équipe de Berzofsky a observé la présentation d’antigenes originaires de la région
hypervariable I de la protéine E2 par le CMHII, dans des cellules humaines infectées par le
VHC (Shirai, et al. 1999). Etant donné que I'HVRI est impliquée dans la réponse humorale
(voir paragraphe H.1., page 21), ce résultat donne un exemple de « réciprocité T-B » dans

laquelle la proximité d’un €pitope T helper détermine la spécificité de 1’épitope neutralisant B.

2.1. Réponse immunitaire de type auxiliaire (lymphocytes T CD4+)

Une réponse immunitaire cellulaire de type auxiliaire CD4+ dirigée contre plusieurs des
. protéines du VHC a été mise en évidence chez des sujets infectés. La méthode utilisée consistait
a mesurer la capacité de protéines virales recombinantes a induire la prolifération des cellules
mononucléées du sang périphérique. Il ne semble pas encore exister de consensus quant a la
définition des régions immunodominantes au sein de la polyprotéine virale, néanmoins, la
protéine de capside ainsi que les protéines NS3 et NS4 sont plus fréquemment reconnues
(Botarelli, et al. 1993, Ferrari, et al. 1994, Hoffman, et al. 1995).

Des travaux récents, menés a I’aide de formes tronquées de la protéine core (C), ont permis de
montrer I'importance d’un épitope situé au niveau de sa région carboxy-terminale pour la
prolifération des lymphocytes T CD4+ in vitro (Chen, et al. 1996). De plus, ces auteurs ont
montré que des souris ayant recu une dose de ce peptide immunogene avant I’injection de
protéines C produisent 64 fois plus d’anticorps que des souris témoins. Par conséquent, cet
épitope apparait important pour la stimulation de la réponse immunitaire via les lymphocytes T
helper (Th). De la méme maniére, Shirai et coll. ont observé la prolifération de lymphocytes T
CD4+ in vivo, suite au contact avec des peptides provenant des protéines NSSA et C du VHC
(Shirai, et al. 1996).

2.2. Réponse immunitaire de type cytotoxique (lymphocytes T CD8+)

Dés 1989, Imawari et coll. décrivirent la présence de lignées cellulaires T CD8+ de type
cytotoxique (CTL) chez des sujets atteints d’hépatite non-A non-B (Imawari, et al. 1989). Suite
a lidentification du VHC comme principal agent de ces hépatites, différents travaux
démontrérent I’existence de CTL CD8+ de spécificité antigénique similaire chez ’homme et le
chimpanz€ infectés chroniquement par ce virus (Erickson, et al. 1993, Koziel, et al. 1993).

Des clones de CTL CD8+ isolés de biopsies de patients atteints d’hépatite C chronique ont
montré une reconnaissance spécifique d’épitopes situés sur les protéines NS2 et NS3 (Giuggio,
et al. 1998). Cependant, il est a noter que la reconnaissance de ces peptides immunogenes par

ces différents clones apparait spécifique de la souche concernée.



24

Récemment, I’équipe de Yasutomi a mis en évidence la nécessité de la présence d’épitopes a la
fois de type CTL et de type Th pour une réponse immune efficace contre la protéine C du VHC
(Hiranuma, et al. 1999).

3. Conséquence de la réponse immunitaire cellulaire

Les résultats de ces études tendent a montrer que les réponses cellulaires cytotoxiques et
auxiliaires apparaissent insuffisantes pour éviter le passage de la maladie en phase chronique ou
pour €éliminer le virus.de 1’organisme. Cependant, la virémie augmente sensiblement chez les
patients recevant des thérapies immuno-suppressives ou coinfectés par le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH). Ceci laisse a penser que cette réponse immunitaire
intervient dans le contrdle de la réplication virale par un moyen qui reste indéterminé. Il est a
noter qu’il existe différents mécanismes potentiels permettant au virus d’échapper a la réponse
immune. Parmi eux, ['interférence avec la ségrégation des antigénes du MHC de classe I ou
encore I’induction de la production de lymphokines sont susceptibles d’étre utilisées par le VHC
(Gooding 1992). Néanmoins, des résultats préliminaires portant sur 1’expression des molécules
du CMHI indiquent que la synthése de la polyprotéine du VHC n’interfére pas avec
I’exportation en surface de ces molécules (Dubuisson et Meunier, résultats non publiés).

L’atteinte hépatique observée dans le cas d’une I’infection par le VHC peut étre due, soit a
un effet cytopathique direct par le virus, soit & la conséquence de la réponse immunitaire
cellulaire. Cependant, le fait que chez certains patients on observe une réplication virale sans
lyse des hépatocytes, tend a montrer que la réponse cellulaire est le meilleur candidat li€ a cette
pathogénese. De plus, des études morphologiques réalisées sur des foies de patients infectés par
le VHC ont mis en évidence une corrélation entre le nombre de lymphocytes T CD8+ lobulaires
directement au contact des hépatocytes et le taux d’ALTs (marqueur sérique de la destruction des
hépatocytes), (Ballardini, et al. 1995). Un argument supplémentaire a pu étre apporté par les
résultats issus de traitements immuno-suppresseurs chez des chimpanzés infectés par le VHC.
En effet, chez ces animaux, I’intensité de I’ atteinte hépatique a pu &tre considérablement réduite.
Les effecteurs impliqués dans ce processus inflammatoire restent cependant a préciser, car des
cytokines produites par les lymphocytes T CD4+ pourraient aggraver la pathogénicité déja
induite par les lymphocytes cytotoxiques (Minutello, et al. 1993). Le r6le de la réponse immune
dans la pathogénése due a I’infection par le VHC a aussi été étudié chez ’homme. Ainsi, I’étude
de biopsies de foies de patients atteints d’hépatite C chronique montrent la présence de
nombreuses cellules lymphocytaires, dont les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Koziel 1997).
Ces derniéres produisent des cytokines qui joueraient un rdle important au niveau de I’inhibition
de la réplication virale. De plus, il a été montré que des patients ayant subi une transplantation
hépatique et soumis & de fortes doses d’immunosupresseurs présentent un haut taux

d’expression du VHC intrahépatique, a I’origine d’effets cytopathogenes directs sur cet organe
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(Jyn 1998). De méme, la consommation chronique d’alcool chez des sujets atteints d’hépatite C
aurait un effet suppressif non négligeable sur la réponse immune (Geissler, et al. 1997). Ces
données suggérent qu’une stratégie immunothérapeutique est aussi a prendre en compte lors du

traitement de 1’hépatite C chronique, afin de minimiser la pathogénicité du virus.

I. Le traitement de I’hépatite C

Le traitement de 1'hépatite C chronique est essentiellement basé sur [’utilisation de
I’interféron o recombinant (IFN ) qui a obtenu I’A.M.M. (autorisation de mise sur le marché)
dans cette indication depuis janvier 1992, sous les noms d’Introna® et Roferon AR Le
mécanisme d’action de cette molécule est complexe et certains points restent encore a élucider.
En résumé, I’ IFN o se lie a des récepteurs spécifiques de la surface cellulaire, ce qui active une
voie de seconds messagers. Cette voie conduit a I’expression de nombreux génes dont ceux des
protéines Mx, des 2’-5’ oligoadénylate synthétases (2-5 A), de la protéine kinase dépendante
d’ARN bicaténaire (PKR), de I’oxyde nitrique synthase, et des protéines du complexe majeur
d’histocompatibilité (pour revue, Meurs 1997). Ces protéines excercent plusieurs fonctions
parmi lesquelles on trouve des activités de type antivirale, apoptotique ou encore inductrice de

geénes (notamment du gene de I’ IFN « par la PKR).

Selon le type de patient, le traitement prévoit I’administration de 3 a 10 millions d’unités,
trois fois par semaine, pendant douze mois. Dans I’ensemble, on observe une amélioration chez
30 a2 50% des patients, mais une rechute survient fréquemment aprés 1’arrét du traitement (de
I’ordre de 50%). Les rémissions a long terme ne représentent en fait que 15 a 30% des cas
traités.

Ainsi, on distingue trois groupe de patients en fonction de leur réponse au traitement par
PIFN a:

- Les Répondeurs (R), pour lesquels on observe une normalisation du taux d’ALTs
sérique lors du traitement, et au dela des six mois suivant 'arrét du traitement. Cette réponse
s’accompagne d’une disparition de ’ARN viral sérique et d’une diminution de I’activité
histologique (Miyajima, et al. 1998).

- Les Répondeurs rechuteurs (RR), dont la réponse favorable au traitement se caractérise
par une normalisation du taux des ALTSs, qui remonte néanmoins dés la fin du traitement, ou
dans les six mois qui suivent. cette augmentation des ALTs est généralement corrélée avec la
réapparition de I’ARN viral sérique, méme si une amélioration histologique semble apparaitre.
Un deuxiéme traitement chez ce type de patients permettrait la rémission de la maladie dans 50%
des cas (Chemello, et al. 1997).
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- Les Non-Répondeurs (NR), pour qui il ne semble y avoir aucune réponse au traitement
par I’ IFN «a. Ces sujets ne présentent pas de normalisation des ALTS, et il n’apparait pas
d’amélioration histologique. Un deuxie¢me traitement ne leur est pas recommandé.

La tolérance a !’interféron est généralement bonne, cependant, il peut entrainer un
syndrome grippal, des manifestations dépressives (Hunt, et al. 1997) et une activation ou
amplification de désordres auto-immuns (Chung and Older 1997a, Pittau, et al. 1997). Il est
également contre-indiqué dans un certain nombre de cas, comme la cirrhose, I’insuffisance
rénale sévere, ou la cardiopathie sévere. D’autre part, il y aurait une corrélation entre la charge
virale et la réponse au traitement. Mais c’est surtout du génotype dont semblerait dépendre
Defficacité du traitement, le type 2a étant meilleur répondeur et le type 1b étant le plus résistant
(Shiratori, et al. 1997, Takagi, et al. 1997). En effet, comme il a été décrit page 15, un motif de
40 acides aminés situé sur la protéine NS5A et appelé ISDR (interferon sensitivity-determining
region) serait a l’origine de cette résistance, puisque sa mutation rendrait les patients 1b
sensibles au traitement par 1’ interféron (Enomoto, et al. 1995).

Une autre molécule, la Ribavirine est actuellement évaluée pour le traitement de I’hépatite
C. Il s’agit d’un analogue de la guanosine, modifié au niveau de la base, qui exerce sont action
antivirale aprés phosphorylation intracellulaire. Elle inhibe directement la synthése d’acides
nucléiques viraux par effet de compétition avec le stock de guanosine triphosphate de la cellule
infectée. Elle aurait également un effet inhibiteur direct sur ' ARN polymérase dépendante de
I’ ARN. Cette molécule permet de faire baisser le taux d’ALTs, mais son impact sur [’histologie
et sur la multiplication virale parait moindre. C’est pour cela que son utilisation serait
potentiellement intéressante en association avec I’interféron. Dans ce cadre, des études cliniques
ont montré une meilleure efficacité de la bithérapie (interféron + ribavirine), pour les patients
atteints d’hépatite C chronique, comparé a I’utilisation d’interféron seul (Enomoto, et al. 1995).

J. Les difficultés et les espoirs liés a 1’élaboration d’un vaccin

Comme nous ’avons vu précédemment, 'efficacité du traitement de I’hépatite C par
Pinterféron est insuffisante, et ne permet pas d’éradiquer la maladie. De plus, la prévention
sanitaire de cette maladie s'avere extrémement difficile du fait de l'existance de cas sporadique
qui concernent 30 a2 40% des personnes infectées, et dont l'origine de la transmission n'a pu étre
identifiée. Il devient donc extrémement urgent de mettre au point un vaccin dont le rdle serait
préventif et/ou curatif (pour revue, Cahour 1998, Cahour 1995).
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1. Les obstacles

L’étude de Ja morphogénese du VHC n’est possible que par I'utilisation de systémes
hétérologues. En effet, comme nous I’avons déja mentionné, il n’existe pas de systéme de
culture cellulaire capable de multiplier le virus de facon efficace. Néanmoins, les méthodes
d’expression utilisées (vecteurs viraux, cellules ayant intégré le génome du VHC), semblent
donner des résultats similaires.

D’autre part, I’étude de la pathogénese du VHC se fait, soit grice au suivi de patients, soit
par I’expérimentation sur le chimpanz€. L’utilisation de ce dernier est cependant tres contrdlée et
les caractéristiques de la réponse immunitaire induite par le virus sont sensiblement différentes
de celles observées chez I’homme. L’extrapolation des résultats obtenus chez 1’animal est donc
tres délicate, voire impossible.

Une autre difficulté est apportée par la présence de zones hypervariables sur les protéines
d’enveloppe. Le taux de mutations dans les déterminants de type B des antigénes E1 et E2 est
trés €levé, et en particulier au niveau de la région hypervariable I de E2. Ceci entraine donc
I’apparition de virus mutants pouvant échapper a la neutralisation, car I’émergeance de nouvelles
quasi-especes a lieu en continu sous la pression de sélection induite par les anticorps
neutralisants (Taniguchi, et al. 1993). Cette hypothése semble confirmée par les travaux de
Farci, qui montre que l'infection par le VHC est a l'origine de la production d’anticorps
neutralisants spécifiques d’une quasi-espece virale (Farci, et al. 1994). Le développement d’un
vaccin consisterait en premier lieu en I’induction d’une réponse immune dirigée contre le plus
grand nombre possible de quasi-especes.

Enfin, les maladies autoimmunes que 1’on trouve chez les patients infectés par le VHC
témoignent d’une stratégie potentielle supplémentaire du virus pour échapper aux défenses de
I’héte notamment par mimétisme d’épitopes de protéines cellulaires (voir page 7). De plus, il a
été montré que le virus €tait capable d’infecter des cellules mononucléées du sang périphérique
qui pourraient constituer un réservoir viral, vraisemblablement a 1’origine de la réinfection des
greffes. Cependant, le tropisme extrahépatique du VHC reste sujet a polémique (pour revue,
Lerat and Inchauspé 1997).

2. Vers le vaccin

Malgré les difficultés rencontrées dans I’étude du virus et la compréhension des
mécanismes immunitaires mis en jeu, 1’élaboration d’un vaccin reste envisageable. II existe en
effet une protection naturelle contre le VHC, puisque !’organisme humain est capable de
Péliminer grace a une réaction immunitaire humorale et cellulaire, qui s’avere efficace dans 20%
des cas. De plus, les nombreux outils dont disposent les chercheurs leur permettent d’acquérir

de plus en plus d’informations sur le virus. Ainsi, la biologie moléculaire a joué un rdle
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prépondérant dans les avancées réalisées ces derniéres années, notamment dés 1989 lorsque
I'agent étiologique de I'hépatite C a pu étre isolé (Choo, et al. 1989). Beaucoup plus
récemment, un ADN complémentaire infectieux a ét€ obtenu et validé pour sa capacité a induire
une hépatite C chez le chimpanzé (Kolykhalov, et al. 1997, Yanagi, et al. 1997). Gréce a ce
nouvel outil, le mécanisme mé€me de. la réplication pourrait tre mieux appréhendé, et permettre

la définition de facteurs viraux et cellulaires nécessaires a une propagation efficace du VHC.

Depuis que le VHC a été isolé, un grand nombre d’essais vaccinaux ont été€ réalisés. Les
premiers antigénes utilisés pour les vaccinations ont été les glycoprotéines E1 et E2, supposées
se trouver au niveau de I’enveloppe virale. C’est ainsi que les premieres expériences effectuées
chez le chimpanzé par Choo et coll. ont donné des résultats encourageants (Choo, et al. 1994).
Les glycoprotéines E1 et E2 coexpﬁmées a l’aide du virus de la vaccine dans des cellules HelLa
ont ét€ purifiées et utilisées pour vacciner des chimpanzés. Cinq chimpanzés sur sept étaient
alors protégés contre une faible dose d’épreuve de la souche homologue. Les deux autres ont
développé une hépatite aiglie qui a évolué spontannément vers la guérison. Malheureusement,
les cinq chimpanzés protégés contre la faible dose d’épreuve ont tous développé une hépatite C
lorsqu’ils ont été€ soumis a une dose d’épreuve plus forte ou mis en contact avec une souche de
sous-type différent mais de méme génotype. Il semble donc que la réponse immunitaire induite
par la vaccination soit faible et spécifique de la souche inoculée.

La faible efficacit¢ de la réponse immunitaire peut s’expliquer en partie par la variabilité
antigénique du VHC, particulicrement imputable aux régions hypervariables présentes sur la
protéine E2 (HVRI et HVRII). En effet, plusieurs auteurs ont montré que des anticorps
neutralisants étaient produits contre ces région hypervariables (Farci, et al. 1994, Zibert, et al.
1995). De plus, il s’avére qu’il est possible d’initier une immunité protectrice chez I’animal en
induisant la production d’anticorps neutralisants, néanmoins, ceux-ci présentent toujours une
spécificité d’action trés étroite, interdisant en grande partie toute réaction croisée (Farci, et al.
1992, Farci, et al. 1994, Krawczynski, et al. 1996).

Dans le but de surmonter ce probléme, Puntoriero et coll. proposent d’utiliser des “mimotopes”
lors de I’étape de vaccination (Puntoriero, et al. 1998). Ce sont des peptides correspondant a
des séquences en acides aminés susceptibles d’exister dans la région HVRI de E2. Les
mimotopes, comme leur nom I’indique, ont la propriété de mimer la présentation des €pitopes
naturels pour 1’interaction avec les anticorps. 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 coll. suggére par ailleurs que la variabilité des acides
aminés de HVRI n’aurait pas lieu au hasard, mais serait cantonnée a quelques acides aminés
(McAllister, et al. 1998).

Il est a noter que I’état conformationnel des antigenes utilisés pour la vaccination est
important, afin que la réponse immunitaire soit efficace. En effet; il a été montré qu’une bonne

partie des glycoprotéines E1 et E2, exprimées en culture cellulaire par des systémes
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d’expression hétérologues, forment des agrégats mal repliés (Deleersnyder, et al. 1997,
Dubuisson, et al. 1994). 1l est donc particuli¢rement important a 1’avenir de pouvoir produire
des glycoprotéines E1 et E2 dans une conformation la plus proche, sinon identique, 2 celle qui

existe sur le virion méture.

Une autre voie d’approche pour I’élaboration d’un vaccin consiste en ’utilisation d’“ADN
nu”. Le principe de cette technique est d’injecter un vecteur plasmidique exprimant des génes
d’intérét par voie intradermique ou intramusculaire. Les protéines virales vont étre exprimées de
facon endogéne dans la cellule, théoriquement sous leur forme native. Les vecteurs
plasmidiques contenant les séquences codant les protéines d’intérét sont placés sous la
dépendance d’un promoteur fort. Cela permet ensuite de diriger la transcription de ces
séquences et la traduction de ces genes dans la cellule. Ces protéines virales seront ensuite
maturées par la machinerie cellulaire en vue de leur présentation au systéme immunitaire.

Récemment, des résultats encourageants ont été obtenus dans le cas du virus de ’hépatite
C (Inchauspé, et al. 1997, Wang, et al. 1996). Notamment, 1’équipe d’Inchauspé et coll. a
réalisé des injections plasmidiques codant la protéine C ou la protéine E2. Une réponse
humorale satisfaisante a ét¢ obtenue, ainsi qu’une réponse de type cellulaire, contre des
déterminants du VHC. Bien que les différents paramétres de I’expérience nécessiteraient d’étre
standardisés et ajustés, cette stratégie s’aveére exploitable pour 1’élaboration d’un traitement
efficace contre I’hépatite C.

Enfin, une stratégie ayant pour but la mise au point d’un vaccin vivant recombinant est
actuellement développée par A. Cahour et C. Wychowski (Cahour, 1998). Il s’agirait de
produire un virus recombinant avec le VHC, qui posséderait alors les caractéristiques
structurales de celui-ci, tout en utilisant la machinerie régulatrice et fonctionnelle du vecteur (le
virus de la fievre jaune) pour assurer sa multiplication. Méme si de nombreux points restent
encore a définir pour I’obtention d’un tel virus, ce dernier serait un excellent outil d’étude des
propriétés immunologiques du VHC (base d’un test de neutralisation), et permettrait, a long

terme, une ébauche de vaccin.
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Chapitre II: Le réticulum endoplasmique rugueux (RER): lieu de

ségrégation, de N-glycosylation, de repliement et d’assemblage des

protéines

En plus du transport 2 travers la membrane, une variété de réactions, covalentes ou non,
sont cruciales pour I’obtention d’une protéine mature fonctionnelle. Ces réactions incluent le -
clivage du peptide signal, la glycosylation, la formation de ponts disulfures, le répliement, et
éventuellement I’assemblage des protéines en oligomeres. Ces différentes étapes de la biogenese

d’une protéine seront successivement abordées dans ce chapitre.

A. La ségrégation des protéines en voie de synthése

La ségrégation est un processus permettant le passage a travers la membrane du RE d’une
protéine en voie de synthése, destinée a &tre secrétée ou insérée dans la membrane. Ce

mécanisme implique une série de protéines cytosoliques, membranaires (RE) et luminales.

1. L’adressage de la protéine synthétisée vers la membrane du RE

Cet adressage met en oeuvre |’intervention d’une protéine soluble cytosolique et bivalente:
la protéine SRP (signal recognition particule). En effet, cette protéine possede deux sites de
liaison, le premier reconnait une séquence peptidique sur la protéine en voie de synthese (le
peptide signal), et le second permet sa fixation sur son récepteur membranaire spécifique SR
(SRP receptor) (Figure 13, pour revue, Liitcke 1995).

1.1. Le peptide signal

Le peptide signal est une séquence N-terminale destinée a étre clivée lors du processus de
ségrégation 2 travers la membrane du RE par un complexe pentamérique transmembranaire, la
signal peptidase (Evans, et al. 1986). Cette séquence est composée de 7 a 20 résidus
hydrophobes flanqués de résidus chargés, ce qui porte sa longueur totale a environ 30 acides

aminés. Lorsqu’elle émerge du ribosome, et que le peptide atteint alors 70 acides aminés (le



Figure 13: Le cycle de la ""SRP''(signal recognition particule), d'aprés Liitcke, 1995 .
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ribosome recouvre approximativement 40 résidus), elle est immédiatement reconnue par la
protéine SRP (Liitcke, 1995).

1.2. La protéine SRP

La protéine SRP est une particule ribonucléoprotéique composée de 6 polypeptides
agencés autour d’un ARN de 300 nucléotides (Liitcke, 1995, Walter and Blobel 1980, Walter
and Blobel, 1982). Des expériences de « cross-linking » ont permis de mettre en évidence
I’implication de sa sous-unité de 54 kDa dans la reconnaissance du peptide signal (Liitcke, et al.
1992). Cette interaction conduit a I’inhibition de I’élongation du peptide naissant et a 1’adressage

du complexe ainsi formé vers la membrane du RE.

1.3. Les récepteurs du complexe ribosome-protéine-SRP

a. Le récepteur de la protéine SRP

La protéine SRP se fixe sur son récepteur SR (SRP receptor, ou docking protein), ancré
dans la membrane du RE (Figure 13). Ce dernier est composé de deux sous unités o
(cytosolique) et B (transmembranaire) a propriété GTPasique. En effet, aprés 1’amarrage du
complexe ribosome-SRP sur leurs récepteurs respectifs, 1’hydrolyse de GTP permet la
libération de la protéine SRP, laissant ainsi au peptide signal la possibilité de s’engager a travers
la membrane de RE (Connolly and Gilmore, 1989).

b. Les récepteurs du ribosome

Plusieurs récepteurs potentiels nécessaires a 1’ancrage du ribosome sur la membrane
réticulaire ont été proposés. Les études de Savitz et Meyer, portant sur I’analyse des protéines
impliquées dans la translocation au sein de protéoliposomes, démontrerent la présence de deux
récepteurs ribosomiques: p34 et pl80. Dans ce modele, la protéine pl80 s’avérait alors
indispensable a la fixation du ribosome, car sa déplétion au sein des vésicules liposomales
entrainait une diminution importante de la ségrégation (Savitz and Meyer 1993). Cependant,
Gorlich et Rapoport obtinrent des résultats contradictoires puisqu’ils ne mirent en évidence
aucune de ces deux protéines lors du processus de ségrégation (Gorlich and Rapoport 1993).

D’autre part, la signal peptidase et 1’oligosaccharyltransférase, complexes membranaires

qui participent aux phénomenes cotraductionnels, apparaissent comme étant des candidats
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potentiels de la liaison au ribosome (Evans, et al. 1986, Kelleher, et al. 1992). Ainsi, Péquipe
de Yu a pu inhiber la ségrégation protéique en empéchant la fixation du ribosome i la
membrane, griace a I’utilisation d’anticorps dirigés contre le domaine cytoplasmique de la sous-
unité ribophorine I de I’oligosaccharyltransférase (Yu, et al. 1990).

2. La ségrégation de la protéine a travers la membrane du RE

La ségrégation correspond a la reprise de I’élongation de la protéine néosynthétisée qui

peut alors traverser la membrane réticulaire par I’ intermédiaire du translocon.

2.1. Le translocon (Figure 14A)

Par I'utilisation de sondes fluorescentes incorporées lors de I’élongation de la chaine
polypeptidique, Crowley et coll. ont mis en évidence I’environnement hydrophile qui constitue

le pore aqueux du translocon (Crowley, et al. 1994).

a. Le complexe Sec61

Des expériences de reconstitution de protéoliposomes compétents pour la translocation ont
montré le role essentiel du complexe Sec61, aussi bien pour des protéines secrétées que
membranaires (Gorlich and Rapoport 1993). Le complexe hétérotrimérique Sec61 s’avere donc
comme étant le constituant majeur du canal membranaire ou s’effectue la traversée
cotraductionnelle des protéines. Parmi les trois sous-unités qui composent ce complexe, la
protéine Sec61o interagirait directement et de facon continue avec le polypeptide engagé dans le
pore aqueux (Mothes, et al. 1994).

Des travaux de microscopie électronique menés par I’équipe de Akey confirmerent par la suite
I’agencement en cylindre de plusieurs complexes Sec61, dont I’ouverture fut estimée a 20A
(Hanein, et al. 1996).

b. La protéine TRAM (translocating chain-associated membrane protein)

Cette glycoprotéine membranaire ne semble pas constituer un élément permanent du
translocon. En effet, TRAM semble s’associer au polypeptide naissant, uniquement lors de son
insertion dans la membrane du RE (Mothes, et al. 1994). Plus récemment, Hegde et coll. ont

mis en évidence la possibilité d’une participation particulitre de cette protéine dans la



Figure 14A: Représentation schématique de I'adressage et du transport d'une protéine
néosynthétisée au sein de la machinerie du translocon, d'aprés Gilmore, 1993.
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ségrégation des protéines (Hegde, et al. 1998). Ainsi, TRAM se fixerait sur des domaines
spécifiques de certains polypeptides naissants, afin de les protéger des facteurs cytosoliques
auquels ils seraient exposés. Ces domaines, appelés « séquences d’arrét », proviendraient

d’une pause traductionnelle qui a lieu pour certaines protéines destinées a étre secrétées.

2.2. Les mécanismes de la ségrégation des protéines

Chez tous les organismes eucaryotes, le transport de la protéine synthétisée a travers la
membrane du RE peut étre co- ou posttraductionnel. Néanmoins, la ségrégation
postraductionnelle, qui ne nécessite pas la participation de la protéine SRP, est observée
principalement au niveau des mitochondries et chez la levure (pour revue, Schatz and
Dobberstein 1996, Wickner 1994). Dans les paragraphes suivants, nous pé.rlerons donc
uniquement de la ségrégation cotraductionnelle qui s’effectue au sein du RE des cellules

eucaryotes supérieures.

a. Cas des protéines sécrétées

Comme nous I’avons vu précédemment, la protéine en voie de synthése traverse un pore
aqueux essentiellement constitué par le complexe Sec61. Cependant, I’équipe de Johnson a
montré qu’il existait une régulation stricte des ouvertures cytosolique et luminale de ce pore,
grace a Iutilisation de sondes fluorescentes incorporées lors de la synthese protéique (Crowley,
et al. 1994). Dans un premier temps, la fixation du complexe ribosome-protéine-SRP sur la
membrane du RE permet la formation du pore ainsi que son ouverture cytosolique. Puis, dans
un second temps, apres avoir atteint une certaine longueur (70 résidus en moyenne), la protéine
naissante devient capable de provoquer |’ouverture luminale du pore. Il est & noter que ces
expériences de marquage fluorescent mettent en évidence la présence d’une boucle N-terminale

au niveau la protéine en voie de synthese.

b. Cas des protéines membranaires

Dans le cas des protéines membranaires, la ségrégation apparait beaucoup plus complexe,
étant donné I’insertion de domaines hydrophobes orientés spécifiquement a travers la double
couche phospholipidique de la membrane du RE. Plusieurs mécanismes de ségrégation-
assemblage ont ainsi été proposés (pour revue, Bibi 1998).

D’une maniére générale, il semble que le transfert et I’insertion d’une protéine

multimembranaire soient caractérisés par une succession d’arréts de transfert, corrélés avec
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orientation de ses différents segments dans la membrane (Gafvelin, et al. 1997). 1l a été
montré que la présence de résidus chargés tels que la lysine ou I’arginine au niveau de la queue
N-terminale du peptide naissant conduisait a une orientation N-cytosolique du premier segment
transmembranaire. A 1’opposé, une queue N-terminale non chargée semble orienter le domaine
transmembranaire dans le sens inverse (N-luminal).

En outre, les travaux de Mothes indiquent que le ribosome reste li€ a la membrane du RE
lors de la synthése des domaines cytosolique et luminal d’une protéine membranaire (Mothes, et
al. 1997). De plus, des expériences de « cross-linking » ont permis de mettre en évidence que
le domaine transmembranaire, préalablement associé au complexe Sec61, est ensuite

immédiatement inséré dans la membrane lipidique (Figure 14B).

c. Intervention de certains chaperons de la lumiére du RER

Comme nous le verrons plus en détails dans le paragraphe C (page 53), la protéine
BiP/Kar2p est un chaperon luminal qui intervient au niveau du repliement des protéines. En
outre, un rodle direct dans la ségrégation posttraductionnelle des protéines sécréteés lui a été
attribué chez la levure (Lyman and Schekman 1997). Cependant, la participation de BiP dans la
ségrégation cotraductionnelle reste sujet a controverse. En effet, Nicchitta et Blobel ont rapporté
la présence indispensable de protéines luminales pour le transfert des chaines naissantes dans
des microsomes de cellules de mammiferes (Nicchitta and Blobel 1993). Ces auteurs n’ont
pourtant pas défini I’identité de ces facteurs. De plus, plusieurs équipes dont celle de Rapoport
ont démenti la participation de toute protéine luminale lors de la ségrégation cotraductionnelle,
du moins au sein de protéoliposomes reconstitués de cellules de mammiferes (Gorlich and
Rapoport 1993). Par conséquent, la présence de protéines luminales observée par Nicchitta et
coll. pourrait s’expliquer par une aide précoce au repliement (deés I’apparition luminale de la

protéine) de la part de certains chaperons tel que BiP.

B . La N-glycosylation des protéines

La N-glycosylation est le phénoméne co- et posttraductionnel le plus rencontré chez les
protéines membranaires. Deux fonctions majeures peuvent étre attribuées aux glycannes de ces
glycoprotéines (pour revue, Gahmberg and Tolvanen 1996):

- a 'intérieur de la cellule, ils aident au repliement et a I’assemblage correct de la protéine
dans le RE, ainsi qu’a la migration de celle-ci vers son site fonctionnel.

- hors de la cellule, ils permettent une reconnaissance spécifique de certaines structures

conduisant a I’interaction avec une variété de ligands.
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Méme si une variation dans la glycosylation d’une glycoprotéine donnée peut exister,
notamment en fonction du type et de I’état de la cellule, les étapes de synthése et de transfert du

N-glycanne sont maintenant bien établies.

1. Le glycanne transféré

Lors de la N-glycosylation, le glycanne transféré est toujours le méme. Il est composé de
14 sucres (Glc,ManyGlcNAc,) dont I’agencement s’est effectué successivement dans le cytosol
puis dans la lumiere du RE sur un dolichol-phosphate membranaire, d’oll le nom de cycle des
dolichols (Abeijon and Hirschberg 1992). La figure 15 nous montre la topographie du cycle des
dolichols ainsi que le polysaccharide final obtenu.

2. Le sequon

Le sequon est le tripeptide accepteur de la protéine constitué d’ Asn-X-Thr/Ser, ou X est
un acide aminé quelconque excepté la proline (Hart, et al. 1979). Néanmoins, la présence d’une
telle séquence n’est pas suffisante pour qu’il y ait transfert du glycanne. Entre autres, 1’identité
de I'acide aminé en position +2, I’accessibilit¢ au site accepteur, ou encore la formation
cotraductionnelle de ponts disulfures sont susceptibles de moduler la glycosylation (Gavel and
Von Heijne 1990, Holst, et al. 1996).

3. L’oligosaccharyltransférase

L’ oligosaccharyltransférase catalyse la liaison glycosidique entre la N-acétyl glucosamine
terminale du Gle,Man,GIcNAc,-PP-Dol et un résidu d’asparagine intégré dans un sequon d’une
protéine synthétisée (Pless and Lennarz 1977). Il est a noter que 1’oligosaccharyltransférase est
un complexe protéique comprenant les ribophorines RI et RII (Fu, et al. 1997) qui interviennent
aussi lors de la ségrégation des protéines en voie de syntheése (voir page 31). Ceci apporte un
argument important quant a la justification du fait que la N-glycosylation est un processus

cotraductionnel.

4. La maturation des N-glycosylprotéines

La maturation ou « processing » correspond a I’élimination de certains sucres suivi de

I'ajout d’autres sucres sur le néoglycanne transféré. Ces modifications s’effectuent de fagon



Figure 15: Topographie du cycle des dolichols, d'apres Abeijon et Hirschberg.
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séquentielle grace a des enzymes spécifiques a travers le RER puis [’appareil de Golgi.
Cependant, il existe une compartimentation stricte de ces enzymes, ce qui confére 2 la
glycoprotéine maturée des glycannes caractéristiques du compartiment final qu’elle a atteint.
Ainsi, les glycannes de type oligomannosidique concernent les compartiments RE, ERGIC et
cis-Golgi, alors que les glycannes de type N-acétyllactosaminique ou de type hybride sont issus
de I’action d’enzymes dumédian et/ou trans-golgiennes (Figure 16).

C . Le repliement et ’assemblage des glycoprotéines

1. Le repliement protéique

1.1. Qu’est-ce que le repliement d’une protéine ?

Le repliement d’une protéine correspond aux mécanismes moléculaires permettant sa mise
en conformation secondaire (domaines en hélice «, feuillet B, etc...), tertiaire (agencement des
domaines dans l’espace), et parfois quaternaire (association de protéines homologues ou
hétérologues) conduisant a sa forme native biologiquement active. L’un des premiers pionniers
qui s’intéressa au phénomeéne de repliement des protéines fut Anfinsen qui travailla sur le
repliement réversible de la ribonucléase A in vitro . Il en vint 4 la conclusion que seule la
séquence en acides aminés d’une protéine est requise pour son repliement ainsi que pour la
formation correcte de ses ponts disulfures (Anfinsen 1973).

In vivo, ce processus semble beaucoup plus complexe, notamment puisque pour €tre
efficace, il nécessite I'intervention de facteurs contenus dans le réticulum endoplasmique des
cellules eucaryotes. Ainsi des expériences de repliement de I’antitrypsine de pancréas bovin ou
de I'hémaglutinine du virus de I'Influenza effectuées sur des fractions microsomales
démontrérent I'importance de la présence de protéines réticulaires (Marquardt, et al. 1993,
Zapun, et al. 1992).

1.2. Le role des glycannes dans le repliement des glycoprotéines

Le role des glycannes, présents sur une grande majorité de protéines eucaryotes
membranaires ou sécrétées, n’est pas encore totalement défini. Cependant de nombreuses
fonctions ont néanmoins été suggérées (pour revue, Olden, et al. 1982). En effet, ils conférent
une stabilité protéique ainsi qu’une activité biologique et/ou antigénique cormrecte (Opdenakker,

et al. 1993, Rademacher, et al. 1988). Les glycannes sont aussi a I’origine du repliement, de



Figure 16: Maturation golgienne des N-glycosylprotéines.
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Passemblage et de 1’adressage des protéines vers leur compartiment (ou membrane) cible
(Helenius 1994).

En référence au sujet de ce mémoire, nous nous intéresserons plus particuliérement a I’ influence
des glycannes sur repliement et 1’assemblage des protéines.

De nombreuses études ont montré que la glycosylation et la maturation des glycannes au
sein du RE sont requis pour le repliement et I’assemblage des protéines (Fiedler et Simons
1995, Hammond, et al.1994a, Helenius 1994). Ainsi, il a ét¢ montré que I’inhibition de la
glycosylation chez certaines prot€ines entraine un repliement incorrect, et par conséquent la
formation de larges agrégats constitués par des intermédiaires de repliement insolubles. En effet,
Mirazimi et Svensson ont montré que le traitement par la tunicamycine, un inhibiteur de la
glycosylation, provoque un défaut de repliement de la protéine luminale VP7 du Rotavirus, et
conduit a la formation d’agrégats (Mirazimi and Svensson 1998a).

Des expériences de mutagénése ont aussi permis de montrer I'impact des glycannes sur la
maturation des glycoprotéines. Ainsi, ’équipe de Gething a introduit de nouveaux sites de
glycosylation dans la séquence de ’hémaglutinine du virus de I'Influenza, et a pu constater un
défaut de transport de cette protéine, di a son mauvais repliement (Gallagher, et al. 1988).
Beaucoup plus récemment dans notre laboratoire, J.-C. Meunier a pu montrer que la mutation
Asn-X-Ser=»Gln-X-Ser sur les sites 1 et 4 de glycosylation de la protéine E1 du VHC altérait
’assemblage des glycoprotéines El et E2 en hétérodimeres non-covalents (Meunier, et al.
1999).

Hormis la propriété intrinséque du glycanne qui consiste a rendre une protéine soluble en
phase aqueuse et a participer a la stabilisation de sa structure, il est incontestable qu'il intervient
aussi au niveau du repliement, de part son interaction avec des chaperons lectiniques du RE. En
effet, comme nous le verrons plus en détails dans la suite de ce mémoire, la calnexine et la
calréticuline sont capables de reconnaitre spécifiquement le(s) oligosaccharide(s)
monoglucosylé(s) présent(s) sur les glycoprotéines en voie de repliement, et d'assister leur
repliement et leur assemblage (Trombetta and Helenius 1998, Vassilakos, et al. 1998, Ware, et
al. 1995).

1.3. Le rdle du contrdle de qualité

Le contrdle de qualité correspond & I’ensemble des phénomeénes de reconnaissance, de
rétention et de dégradation des protéines du RE présentant un défaut de repliement ou
d’assemblage, afin d’en assurer ’intégrité structurale (Hurtley and Helenius 1989a). Ainsi le
contrdle de qualité organise la maturation « assistée » des protéines néosynthétisées en évitant
leur sortie prématurée du RE. Pour cela, il dispose, entre autres, de chaperons moléculaires

susceptibles de reconnaitre spécifiquement certains déterminants conformationnels protéiques et
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glycanniques dont nous discuterons dans le paragraphe 3. (page 40) (Blond-Elguindi, et al.
1993, Elliott, et al. 1997, Freedman, et al. 1994, Trombetta and Helenius 1998).

2. Le RE: un environnement favorable au repliement des protéines

Le RER procure un environnement unique dans lequel les protéines synthétisées
peuvent atteindre leur structure quaternaire. C’est dans ce compartiment que les glycoprotéines

vont subir les modifications nécessaires a leur maturation.

2.1. La lumiere du RE est un milieu oxydant

La lumiere du RE est un environnement oxydant propice a la formation ainsi qu’au maintien des
ponts disulfures intra- et intermoléculaires des protéines en voie de repliement. Les facteurs
susceptibles de participer a la stabilité€ du potentiel oxydo-réducteur sont des protéines résidentes

du lumen, dont deux sont connues a ce jour: le glutathion et la protéine Erolp.
a. Le glutathion

Hwang et coll. ont estimé que dans le RER le glutathion oxydé (GSSG) était en quantité
deux fois plus importante que le glutathion réduit (GSH) (Hwang, et al. 1992). Par conséquent,
ce compartiment apparait 30 a 100 fois plus oxydant que le cytosol. Cette protéine constitue la
plus abondante des molécules tampon du lumen. Cependant, le mécanisme de régénération de sa
forme réduite GSH en sa forme oxydée GSSG n’est pas trés clair et ferait intervenir une
glutathione reductase liée au NADPH, le cycle oxydo-réducteur de la vitamine K, ou encore un
systeme sulfhydryl oxydase (Janolino and Swaisgood 1987, Poulsen and Ziegler 1977,
Vermeer 1990).

b. La protéine Erolp

L’étude du géne EROI de lalevure par I’équipe de Frand a permis de mettre en évidence
'implication de Erolp dans le maintien du potentiel oxydant du RER (Frand and Kaiser 1998).
En effet, la mutation de ERO1 provoque une hypersensibilité du milieu au DTT, alors que sa
surexpression induit une résistance a cet agent réducteur. Ces résultats sont similaires a ceux

trouvés par I’équipe de Weissman, qui a pu montrer que Erolp tendait a provoquer la rétention
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dans le RER des protéines sous leur forme réduite mais non native, sans affecter la maturation
des protéines qui ne forment pas de ponts disulfures (Pollard, et al. 1998). Ceci suggere que
cette protéine n’est pas impliquée dans la mise en conformation des protéines en voie de
repliement, mais qu’elle intervient seulement, comme le glutathion, au niveau de 1’oxydation des

cystéines en ponts disulfures.

2.2. La lumiére du RE: lieu de stockage du calcium intracellulaire

Le réticulum endoplasmique (RE) et le réticulum sarcoplasmique (RS) constituent les
principaux lieux de stockage du calcium (Ca*) intracellulaire (pour revue, Meldolesi and Pozzan
1998). On estime & environ 5-10 mmol?, la concentration de Ca** dans le RE (Krause and
Michalak 1997).

Les protéines réticulaires qui lient le Ca** sont de deux types. D’une part, la calséquestrine
(du RS) et la calréticuline (du RE) possédent un domaine C-terminal acide de faible affinité mais
de forte capacité de liaison au Ca™ ( jusqu’a 50 sites de liaison/molécule), permettant le stockage
de ce cation (Campbell, et al. 1983, Michalak, et al. 1992). D’autre part, il a ét€ montré que les
chaperons BiP, grp94, Erp72, PDI et calnexine liaient le Ca** in vitro et que cet ion était
indispensable a leur activité de repliement (Nigam, et al. 1994).

Récemment, 'équipe de Meldolesi a attribué & BiP un rdle supplémentaire de stockage
réticulaire du calcium, prouvant ainsi sa participation active dans le maintien de ’homéostasie du
Ca** dans ce compartiment (Li¢vremont, et al. 1997).

LLa régulation de la concentration du calcium intracellulaire est a 1’origine de nombreux
processus physiologiques. Notamment, une faible concentration en Ca® entrainerait une
accumulation de protéines incorrectement repliées dans la lumi¢re du RE. Hendershot et coll.
ont effectivement montré une perte d’activité du chaperon BiP pour le repliement protéique,
dans le cas. d’une déplétion en Ca** (Hendershot, et al. 1995). Le méme phénoméne a ét
observé pour la calréticuline, dont le rdle de chaperon serait en rapport avec un site unique de
haute affinité au Ca®* situé dans sa région médiane (Krause and Michalak 1997, Michalak, et al.
1992).

Bien siir, de multiples autres fonctions cellulaires sont modulées par le Ca**. Parmi celles-
ci, on note le transport antérograde RE-Golgi, la régulation de 1’expression de certains genes,
ou encore I’initiation de la synthese protéique, dont nous ne discuterons pas ici (Meldolesi and
Pozzan 1998). '
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3. Chaperons et foldases: acteurs potentiels du repliement des glycoprotéines dans le RE

3.1. Origine et principe d’action des chaperons

Le nom de chaperon moléculaire fut utilisé pour la premiere fois par Laskey et coll. afin de
décrire le role de la nucléoplasmine dans I’assemblage de I’ ADN et des histones en nucléosomes
(Laskey, et al. 1978). D’une maniere générale, le terme de chaperon est actuellement utilisé pour
définir une large variété de facteurs qui facilitent la génération de protéines natives et de
structures nucléiques.

Les chaperons semblent agir de fagon séquentielle dans la voie de repliement des protéines
en s’y associant de fagon exclusive ou sous forme de complexe. Ainsi, les étapes de repliement
caractérisées par une liaison a un (aux) chaperon(s) suivi du relargage de la protéine se
succederont jusqu’a I’ obtention de la protéine native (Frydman and Hartl 1996, Hammond and
Helenius 1994b, Kim and Arvan 1995b).

La liaison entre le chaperon et la protéine en voie de repliement implique le plus souvent
une interaction avec des résidus hydrophobes exposées a la surface de cette derniere. Lorsque la
protéine a atteint sa forme native, ces séquences hydrophobes ne sont plus exposées, excluant
toute interaction ultérieure du chaperon avec celle-ci. La liaison du chaperon a son substrat ne
semble pas impliquer de séquence consensus spécifique en acides aminés mais plutdt un
arrangement caractéristique de résidus hydrophobes (Flynn, et al. 1991). Le r6le de chaperon
luminal a été attribué a bon nombre de protéines, dont I’identité et la fonction seront décrits dans

les paragraphes suivants.

Malgré leur utilité pour la compréhension des interactions intra- et intermoléculaires qui
-permettent le repliement d’un polypeptide, les expériences in vitro ne refletent pas exactement le
processus d’obtention d’une protéine native au sein du RE (Fischer and Schmid 1990). En
effet, le repliement in vitro apparait inefficace et nécessite souvent des concentrations en
protéines et des conditions physicochimiques trés différentes de celles qui existent dans la
cellule. Il est aussi important de tenir compte du fait que le repliement d’une protéine in vivo
peut débuter de fagon cotraductionnelle, des I’apparition de la partie N-terminale de la protéine
dans le lumen (Braakman, et al. 1991).

Néanmoins, depuis quelques années de nombreuse études dans ce domaine ont permis d’établir
la participation de deux classes de protéines impliquées dans le processus de repliement
réticulaire (pour revue, Gething and Sambrook 1992):

- la premiére classe de protéines concerne les enzymes conventionnelles qui catalysent la
formation et/ou I’isomérisation des liaisons covalentes intramoléculaires. Ces réactions

constituent des étapes limitantes dans la vitesse de repliement des protéines. Les représentants
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principaux de ces « enzymes de repliement » sont la protéine disulfide isomérase (PDI) et la
peptidyl prolyl cis-trans isomérase (PPI).

- La seconde catégorie de protéines correspond aux chaperons qui stabilisent les
protéines non ou partiellement repli€es afin de prévenir la formation inappropri€e d’interactions
intra- ou intermoléculaires. De plus, certaines d’entre elles interviennent au niveau de
I’assemblage en oligomeres.

Les chaperons appartiennent & des familles de protéines hautement conservées, dont on retrouve
les représentants aussi bien chez les procaryotes, les plantes ou les mammiferes.
Nous allons décrire successivement chacune de ces protéines ainsi que leur role joué dans

la maturation protéique au sein du RE.

3.2. Les foldases

A ce jour, deux types de foldases ont été mises en évidence dans le RE. Il s’agit des
« PDI-like proteins » qui permettent la formation et I’isomérisation des ponts disulfures
intramoléculaires, et de la PPI qui intervient dans la mise en conformation des liaisons X-Pro (X

étant un acide aminé quelconque).

3.2.1. Les protéines “PDI-like”

Les groupements thiols et les ponts disulfures des protéines peuvent subir trois réactions
chimiques distinctes: 1’oxydation, la réduction et I’isomérisation, cette derniére étant rédox-
indépendante (Gilbert 1994a). L’environnement du RE est oxydant, ce qui favorise la formation
des ponts disulfures en plus de leur possible isomérisation (Hwang, et al. 1992). Aussi, il a été
montré que la diminution de ce potentiel jusqu’a un niveau interdisant toute oxydation des
groupements thiols provoquait la rétention des protéines sous leur forme réduite (Lodish and
Kong 1993).

Il est maintenant admis que la formation des ponts disulfures in vivo implique
I'intervention d’enzymes telles que PDI (Freedman, et al. 1994), et 2 un moindre degré ERp72
(Mazzarella, et al. 1990) et ERpS57 (Hirano, et al. 1995). Ces protéines possedent un motif
CXXC commun, présent en plusieurs exemplaires, qui a préalablement été observé chez la
thiorédoxine (Holmgren 1985). Chez cette enzyme réductrice du cytosol, ce motif CXXC

correspond au site actif qui permet la formation et I’isomérisation de ponts disulfures.
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a. PDI

La protéine disulfide isomérase est une protéine soluble de 57 kDa, dont I’abondance
luminale a pu &tre corrélée avec la synthese des protéines secrétées (Freedman, et al. 1989).
Observée sous la forme d’homodimeres dans les cellules de mammiféres, sa forme
monomérique possede deux domaines « thioredoxine-like » (Edman, et al. 1985), dont le role
réducteur est maintenu par I’environnement oxydant de la lumi¢re du RE (Hwang, et al. 1992).
Chivers et coll. ont montré que le géne codant la thiorédoxine chez Escherichia coli était capable
de complémenter les mutants nuls PDI] de Saccharomyces cerevisiae. Par cette manoeuvre, ces
auteurs ont mis en évidence le role nécessaire et suffisant du motif CXXC et du milieu oxydant
du lumen dans la formation des ponts disulfures des protéines (Chivers, et al. 1996).

PDI apparait donc comme étant le catalyseur le plus efficace pour I’oxydation des protéines,
notamment par son abondance dans le RE (Freedman, et al. 1989).

Cependant, un rdle de chaperon moléculaire lui a également ét€ suggéré par de
nombreuses équipes. Puig et Gilbert ont montré que PDI était capable d’accélérer le repliement
du lysozyme in vitro, et qu’a forte concentration (5 & 10 fois celle du substrat), cette foldase
permettait d’éviter le mauvais repliement ainsi que la formation d’agrégats (Puig and Gilbert
1994a). Ces mémes auteurs ont observé une activité « anti-chaperon » de PDI, lorsque celle-ci
était présente en quantité substoechiométrique, ce qui conduisait alors a 1’agrégation
préférentielle du lysozyme.

Plus récemment, I’équipe de Svensson a montré que la protéine non structurale NSP4 du
rotavirus, qui ne posséde pas de ponts disulfures & I’état natif, s’associait 2 PDI sous sa forme
déglycosylée (Mirazimi and Svensson 1998a). Ces auteurs suggerent que cette interaction
s’expliquerait par une activité de chaperon de PDI, dont le role serait de prévenir I’agrégation,
comme il a déja été montré pour d’autres protéines sans ponts disulfures (Cai, et al. 1994).
Dans le but de démontrer I’activité chaperon de PDI, Yao et coll. ont étudi€ la réactivation de la
phospholipase A2 (APLA,) dénaturée et réduite, a I’aide d’un mutant mPDI (modified PDI) qui
ne possede pas d’activité isomérase (Yao, et al. 1997a). Les résultats montrent que le chaperon
PDI est essentiellement impliqué dans la maturation de la APLA,, méme si une faible activité
- isomérase (de I’ordre del0%) est cependant indispensable a la formation de ses sept ponts
disulfures.

PDI joue aussi un role dans I’assemblage des protéines en multimeres, comme il a ét€ montré
par I’équipe de Bulleid. En effet, PDI fait partie intégrante d’un complexe enzymatique, la
prolyl-4-hydroxylase (P4H), qui catalyse la formation des résidus 4-hydroxyprolyl sur les
polypeptides de collagéne naissants (John, et al. 1993).

Chez la levure, PDI apparait essentiel pour la viabilité des cellules (Scherens, et al. 1991).
Néanmoins, il a été observé que la mutation nulle de PDI pouvait étre efficacement compensée

par un mutant PDI déficient en activité isomérase (LaMantia and Lennarz 1993). Ceci suggere
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un réle secondaire de cette activité isomérase de PDI, du moins concernant la survie des cellules
de levure.
A la lumiere de ces résultats, il semble que PDI, initialement caractérisée en tant que catalyseur

de la formation des ponts disulfures, possede aussi une activité prédominante de chaperon.

b. ERp72

ERp72 (ER-resided p72) est une protéine soluble, résidente du RE, qui contient trois

motifs « thioredoxin-like », d’ou son appartenance a la famille des « PDI-like proteins »
(Mazzarella, et al. 1990). Cette protéine luminale a tout d’abord ét€ caractérisée comme une
cystéine protéase. En effet, Urade et coll. ont mis en évidence Iactivité protéolytique de ERp72
vis a vis de PDI et de calréticuline dans des microsomes de souris (Urade, et al. 1993). Cette
protéolyse était facilement inhibée par un traitement préventif des microsomes grace a des
inhibiteurs de cystéine protéases, suggérant ainsi une implication des cystéines des motifs
thiorédoxine dans I’activité protéolytique de ERp72. D’aprés ces mémes auteurs, ’absence
d’une telle activité chez 1’archétype PDI serait due a sa structure fonctionnelle dimérique, alors
que ERp72 reste sous forme monomérique a I’état natif.
La méme année, 1’équipe de Soling montra que la protéine analogue a ERp72 chez le rat, CaBP2
(Ca-binding protein 2), possedait une activité de protéine disulfide isomérase (Van, et al. 1993).
De plus, la restauration de Iactivité biologique d’un anticorps monoclonal (préalablement
dénaturé et reduit) grace a CaBP2/ERp72 permis de confirmer les résultats précédents (Rupp, et
al. 1994). En outre, une étude approfondie sur la détermination du milieu oxydo-réducteur
optimal nécessaire a 1’activité réductrice de CaBP2/ERp72, montra que cette protéine possédait
trés probablement une fonction équivalente a celle de PDI au sein du RE (Lundstrom, et al.
1995).

L’implication de ERp72 dans le repliement assisté des protéines reste incertaine, méme si
cette protéine semble €tre un chaperon potentiel. En effet, ’équipe de Nigam a montré que
ERp72 faisait partie d’'un complexe macromoléculaire, comprenant les chaperons BiP et grp94,
dont la fonction apparait indispensable a la maturation de la thyroglobuline (Kuznetsov, et al.
1994, Muresan and Arvan 1997). Néanmoins, la thyroglobuline posséde de nombreux ponts
disulfures (Kim and Arvan 1991), et il n’est pas impossible que ’interaction d’ERp72 avec cette

protéine soit uniquement en relation avec la formation de ses ponts disulfures.
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c. ERp57

De facon plus récente, plusieurs équipes dont celle de Hirai mirent en évidence une
nouvelle protéine soluble a partir d’un ADN complémentaire de la phospholipase C o (PLC): la
protéine ERp57 (ER-resided p57) (Hirano, et al. 1994). En effet, la PLC fait partie d’une
superfamille composée de différentes isoenzymes, et le clonage des ADN complémentaires
révéla dix isoformes distinctes (Bennett, et al. 1988). Parmi elles, une isoforme ne partageait
pas de similitudes de séquence avec les autres PLC déja connues, et ne possédait pas de
domaine caractéristique de liaison au calcium. Contrairement a toute attente, il s’avéra que cette
protéine, tres conservée chez les mammiféres, avait une activité de réductase thiol-dépendante,
probablement due a la présence de ses deux motifs « thioredoxin-like », identiques a ceux de
PDI et ERp72 (Freedman, et al. 1989, Hirano, et al. 1994, Mazzarella, et al. 1990).

Par la suite, Oliver et coll. ont mis en évidence une interaction entre ERpS57 et une
glycoprotéine destinée a étre secrétée, la préprolactine (Oliver, et al. 1997). Cette interaction qui
a aussi €té montrée pour des glycoprotéines membranaires telle que le glycophorine C, apparait
glycanne-dépendante puisqu’elle semble nécessiter la présence de N-glycannes monoglucosylés
(Elliott, et al. 1997, Oliver, et al. 1997, Van der Wal, et al. 1998). Il est cependant trés probable
qu'ERp57 interagit de fagon indirecte, par I'intermédiaire des deux chaperons lectiniques
calnexine (CNX) et calréticuline (CRT) auxquels elle se trouve trés souvent associ€e (Elliott, et
al. 1997, Rodan, et al. 1996, Sousa and Parodi 1995, Zapun, et al. 1998). Cette interaction
spécifique des glycoprotéines en voie de repliement avec un complexe hétérodimérique
contenant la CNX (ou la CRT) et ERp57 sera discuté plus en détails dans le paragraphe
3.3.1.-c. (page 50).

Il n’en demeure pas moins que ERp57 semble jouer son rdle de réducteur thiol-dépendant, en
complément de I’activité de chaperon de la CNX et de la CRT, et participe ainsi au contrdle de
qualité des glycoprotéines (Trombetta and Helenius 1998).

En outre, ERp57 pourrait exercer une fonction supplémentaire de chaperon moléculaire,
de la méme maniere que PDI et ERp72 (Kuznetsov, et al. 1994, Puig and Gilbert 1994a).
Notamment, elle a €té montrée en interaction avec des protéines qui ne possédent pas de résidus
cystéine (Elliott, et al. 1997, Oliver, et al. 1997). De plus, ERp57 est une protéine régulée par le
taux de glucose intracellulaire, comme le sont les deux chaperons grp78/BiP et grp94 (Hirano,
et al. 1995). Ainsi, sa synthese est rapidement augmentée dans le cas d’une privation en glucose

ou d’une inhibition de la glycosylation.

3.2.2. La peptidyl prolyl cis-trans isomérase (PPI)

Les peptidyl prolyl cis-trans isomérases (PPIs), encore appelées cyclophilines, sont

ubiquitaires, trés conservées, et connues pour leur liaison a une drogue immunosuppressive, la
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cyclosporine A (Harding, et al. 1986). Entre autres fonctions, ces PPIs catalysent la cis-trans-
isomérisation des liaisons peptidiques entre une proline et 1’acide aminé situé¢ du odté N-
terminal, & U'intérieur d’une poche constituée d’acides aminés hydrophobes (Fischer, et al.
1989). Les cyclophilines sont classées en plusieurs isoformes, et parmi elles, la cyclophiline B
(CyPB) d’environ 20 kDa est ségrégée dans le RE gréce a la présence d’un peptide hydrophobe
N-terminal supplémentaire (Arber, et al. 1992).

La CyPB a aussi ét¢ mise en évidence dans certains fluides biologiques, suggérant ainsi
un rdle particulier de cette protéine dans le milieu extracellulaire (Allain, et al. 1994, Xu, et al.
1992). Notamment, Bram et Crabtree ont montré I’implication de la CyPB extracellulaire dans la
voie de transduction calcium-dépendante des cellules T du systéme immunitaire (Bram and
Crabtree 1994).

D'autre part, Schonbrunner et Schmid ont observé une augmentation de Pefficacité de
catalyse de la formation des ponts disulfures de la ribonucléase T1 par PDI, en présence de la
CyPB in vitro (Schonbrunner and Schmid 1992). Ainsi ces auteurs suggerent 1’existance d’une
interdépendance entre ces deux enzymes foldases, dans laquelle la mise en conformation
préliminaire des liaisons X-P apparait requise a I’activité de PDI. |
L’équipe de Carlsson propose, pour sa part, une activit¢ de chaperon de la CyPB dans le
repliement de ’anhydrase carbonique (Freskgard, et al. 1992). Il apparait que cette activité
s’exerce au tout début du repliement de cette protéine et permet d’éviter I’agrégation, alors que
I activité isomérase s’effectue plus tardivement. Cependant, peu de travaux rapportent I'étude du
r6le potentiel de chaperon de la CyPB dans le repliement des protéines, et ce role reste encore a

confirmer.

3.3. Les chaperons moléculaires

La majorité des chaperons identifiés a ce jour appartiennent a des familles de protéines treés
conservées (pour revue, Gething and Sambrook 1992). Parmi elles, les chaperons lectiniques et
les protéines de choc thermique sont les plus importantes, en nombre et en activité, au sein du
RE. Comme nous le verrons, ces chaperons interviennent dans la reconnaissance des protéines
néosynthétisées, dans la stabilisation des intermédiaires de repliement, ainsi que dans

I’assemblage de ces protéines en oligomeres.
3.3.1. Les chaperons lectiniques
La calnexine et la calréticuline, comme leur nom !’indique, sont des protéines réticulaires

qui furent d’abord caractérisées par leur liaison spécifique au calcium (Milner, et al. 1991,

Wada, et al. 1991). Il est actuellement bien établi que ces deux protéines sont deux chaperons
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moléculaires qui participent a la maturation des protéines N-glycosylées en voie de repliement,
grice a une interaction de type lectinique (Ware, et al. 1995, Spiro, et al. 1996, Hammond, et
al. 1994a, Hebert, et al. 1995b). Suite a la description de chacune de ces protéines, nous

décrirons plus en détails leur mode d’interaction avec les glycoprotéines en voie de repliement.

a. La calnexine

Degen et Williams démontrerent 1’association transitoire d’une protéine de 88 kDa (p88)

avec le complexe majeur d’histocompatibilit¢ de type I (CMHI), dans plusieurs lignées
cellulaires de souris (Degen and Williams 1991). Par la suite, 'utilisation de mutants déficients
en B2 microglobuline ou en ligand peptidique révelerent que les molécules du CMHI, alors
imcompletement repli€es et assemblées, interagissaient de fagon prolongée avec p88 dans le RE
(Degen, et al. 1992). Ce résultat fut crucial quant a la découverte du réle de chaperon joué par
cette protéine. En effet, son analogue humain, la protéine IP90, fut ensuite observée en
association avec le récepteur des cellules T (TCR) en voie d’assemblage (Hochstenbach, et al.
1992). Finalement, plusieurs équipes dont celle de Brenner montrerent que p88 et IP90 étaient
identiques a une phosphoprotéine liant le calcium déja connue, la calnexine (CNX) (David, et al.
1993).
L’isolement d’ADN complémentaires codant la CNX révéla qu’il s’agissait d’'une protéine
membranaire de type I d’environ 60kDa, possédant quatre domaines séquentiellement similaires
a la calréticuline, une protéine majeure de la lumieére du RE (Michalak, et al. 1992). Il est a noter
qu’en SDS-PAGE (systéme Laerhmli), la CNX migre avec une masse moléculaire apparente de
90 Kda (Degen, et al. 1992, Degen and Williams 1991, Hochstenbach, et al. 1992, Michalak, et
al. 1992), alors que sur base de sa séquence en acides aminés sa masse moléculaire est estimée a
65 kDa (Wada, et al. 1991).

De nombreux travaux furent alors entrepris afin d’étudier la spécificité du substrat reconnu
par la CNX. Ainsi, I’équipe de Bergeron, qui testa toute une batterie de protéines solubles
synthétisées dans les cellules HepG2, proposa que la CNX interagissait préférentiellement avec
des protéines glycosylées (Ou, et al. 1993). Les mémes résultats furent obtenus lors d’études de
Iinteraction de la CNX avec une multitude de glycoprotéines membranaires, tant cellulaires que
virales. Ainsi, I’équipe de Williams montra que le role majeur de la CNX vis a vis du CMHI
€tait d’éviter sa dégradation intracellulaire et de maintenir ses intermédiaires de repliement dans
le RE, afin de contribuer a la formation efficace des complexes CMHI-peptide (Jackson, et al.
1994a). Deux ans plus tard, cette méme équipe montra que 1’assemblage de la chaine lourde du
CMHI avec la B2 microglobuline était cing fois plus efficace en présence de la calnexine et que
cette derniére favorisait le repliement de la chaine lourde tout en évitant son agrégation
(Vassilakos, et al. 1996).
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D’autre part, Rajagopalan et coll. mirent en évidence une interaction prolongée entre la CNX et
la sous unit€ CD3e non glycosylée du TCR dans des cellules COS (Rajagopalan, et al. 1994).
Cette interaction de la CNX avec une prot€ine qui ne possede pas de N-glycanne apparait en
contradiction avec les résultats précédents. Néanmoins, celle-ci peut s’expliquer par un taux
d’expression élevé du CD3e, susceptible d’entrainer une interaction indirecte de cette protéine
avec la CNX par I'intermédiaire d’autre glycoprotéines endogenes présentes dans les cellules
COS (Bergeron, et al. 1994).

Enfin, la CNX semble assister le repliement et [’assemblage de glycoprotéines
transmembranaires d’origine virale (pour revue, Hebert, et al. 1995a). Ainsi, diverse équipes
ont montré que I’hémaglutinine du virus de I’influenza, la protéine G du virus de la stomatite
vésiculaire, les protéines E1 et E2 du virus de I’hépatite C, la protéine B du cytomégalovirus
humain, ou encore la protéine M du virus de 1’hépatite B interagissent avec la CNX (Cannon, et
al. 1996, Dubuisson and Rice 1996, Tatu, et al. 1995, Werr and Prange 1998, Yamashita, et al.
1996).

b. La calréticuline

La calréticuline (CRT) fut identifiée pour la premiére fois dans le réticulum

sarcoplasmique du muscle squelettique (Ostwald and MacLennan 1974). Par la suite, elle fut
successivement redécouverte, ce qui lui valu de nombreuses dénominations (calréguline,
CRPS55, « calsequestrin-like », CaBP3, Erp60) (pour revue, Krause and Michalak 1997,
Michalak, et al. 1992). Cette protéine soluble d’environ 46kDa, posséde un réle non négligeable
dans le stockage du Ca®* du lumen, notamment grice a son domaine C-terminal acide (voir le
paragraphe C., 2.2., page 37).
La CRT partage 42 & 78% d’homologie de séquence avec la CNX, surtout au niveau d’une
région médiane commune riche en proline, la région P. Cette région luminale, impliquée dans
une liaison de haute affinité au Ca**, a aussi été montrée comme étant le site lectinique de la CRT
(Krause and Michalak 1997).

I1 a été décrit que la CRT contribue a la régulation de I’adhésion cellulaire. Les travaux de
Opas et coll. ont en effet mis en évidence une modulation de I’expression de la vinculine par la
CRT (Opas, et al. 1996). La vinculine est en fait une protéine du cytosquelette, essentielle pour
I’adhésion des cellules 2 la matrice extracellulaire. Cependant, de nombreux travaux tendent a
montrer que la CRT joue un rdle dans le repliement assisté des glycoprotéines, au méme titre
que la CNX (Hammond and Helenius 1995). Ainsi, I’étude de la maturation de glycoprotéines
telle que la myélopéroxydase, I’hémaglutinine ou la gpl60 du virus de I'immunodéficience
humaine montre une implication essentielle de CRT en tant que chaperon (Nauseef, et al. 1995,
Peterson, et al. 1995, Otteken and Moss 1996a).
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Comme nous le verrons dans le paragraphe suivant, la CNX et la CRT ont une affinité
similaire pour les N-glycannes monoglucosylés, et il n’est pas rare qu’elles participent
simultanément a la maturation d’une méme glycoprotéine. Des exemples de coopération entre
ces deux chaperons ont été décrits, notamment dans le cas du récepteur de I’'insuline, de
I’hémaglutinine et de la transferrine (Bass, et al. 1998, Hebert, et al. 1996, Wada, et al. 1997).

c. Modele interactif des chaperons lectiniques

* Les preuves d’une interaction exclusivement glycanique

La CNX et la CRT ont la particﬁlaﬁté d’étre des lectines (pour revue, Trombetta and

Helenius 1998). En effet, il a ét¢ montré qu’elles se lient spécifiquement aux glycannes
monoglucosylés GlcMan,GIcNAc, des glycoprotéines néosynthétisées. Ces glycannes
monoglucosylés sont obtenus a la suite de I’élimination séquentielle par les a-glucosidases I et
I, des deux glucoses les plus externes du core de l'oligosaccharide initialement transféré
(Figure 17, Kornfeld and Kornfeld 1985).
La spécificité de reconnaissance par les chaperons lectiniques CNX et CRT a pu étre mise en
évidence grice a I'utilisation d’inhibiteurs de la maturation des glycannes (Nauseef, et al. 1995,
Peterson, et al. 1995, Hammond, et al. 1994a, Ou, et al. 1993). Ainsi, par un traitement a la
tunicamycine (un inhibiteur de la glycosylation des protéines), a la castanospermine et a la
déoxynojirimycine (des inhibiteurs des o-glucosidases I et II), I’équipe d’Helenius a pu montrer
que la CNX n’interagit plus avec I’hémaglutinine ou la protéine G du VSV (Chen, et al. 1995,
Hammond and Helenius 1994b). En méme temps, 1’équipe de Williams a montré qu’en plus
d’une reconnaissance spécifique du glucose terminal, la branche mannosidique qui le porte en
a(1,3), semble aussi impliquée dans I’affinité de la liaison (Figure 17, Peterson, et al. 1995,
Ware, et al. 1995). Plus récemment, Vassilakos et coll. ont mis en évidence, en utilisant des
délétions sucessives des résidus mannose du core oligosaccharidique, que le résidu de mannose
branché en a(1,6) était tout aussi important pour la reconnaissance (Vassilakos, et al. 1998). En
outre, la CNX et la CRT peuvent s’associer de fagon stable avec des protéines multiglycosylées,
suggérant la présence de multiples sites de liaison aux glycannes a la surface de ces lectines
(Cannon, et al. 1996, Rodan, et al. 1996).

Il n’est pas encore établi si la liaison lectinique seule est suffisante pour une interaction
stable de la CNX et de la CRT avec leur substrat, ou si elle nécessite ’apport supplémentaire
d’un contact de type protéine-protéine. Ainsi, il a été suggéré par Margolese et coll., suite a des
expériences de « cross-linking », que la chaine lourde du CMHI interagissait avec la CNX par
le biais de son domaine transmembranaire (Margolese, et al. 1993). Néanmoins, de nombreux

arguments sont en faveur d’une interaction exclusivement lectinique, localisée au niveau de



Figure 17: Structure de I'oligosaccharide reconnu par la calnexine et la calréticuline.
A: Composition et structure de 1'oligosaccharide transféré sur les protéines dans le RE.

B: Oligosaccharide issu de 'action de I' oi—glucosidase I et de I'action partielle de 1' o—glucosidase II.
Le glucose terminal est essentiel pour la reconnaissance par la CNX et la CRT, mais des résidus de
mannose semblent aussi influencer I'interaction (entourés en gris sur le schéma).

Pour revue, Trombetta et Helenius, 1998.
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I’ectodomaine. En effet, il a ét¢ montré que la CNX se lie 2 de nombreuses protéines solubles
(Ou, et al. 1993), et que des recombinants n’exprimant que ’ectodomaine de la CNX étaient
capables de se lier a leur substrat glycoprotéique (Rajagopalan, et al. 1994, Ware, et al. 1995).
Cependant, il n'est pas impossible que !’interaction de ces chaperons lectiniques se fasse en
deux temps. Ainsi, la reconnaissance préalable des glycannes du substrat par la CNX ou la CRT
serait suivie d’une stabilisation de I’ interaction par un contact de type protéine-protéine.

Comme nous I’avons décrit précédemment, la spécificité de reconnaissance lectinique de
la CNX et de la CRT apparait similaire pour ces deux protéines (Spiro, et al. 1996, Vassilakos,
etal. 1998, Ware, et al. 1995). Néanmoins, I’étude du repliement et de I’assemblage du TCR
montre une association différente avec la CNX et la CRT des sous unités qui le composent (van
Leeuwen and Kearse 1996c). En effet, alors que la CNX se lie aux sous unités o, B, S et e, la
CRT interagit uniquement et de facon plus transitoire aux sous unités o et §. De plus, il a été
montré que les chalnes lourdes du CMHI chez la souris s’associent tres tot avec la CNX, et de
fagon plus tardive avec la CRT (Harris, et al. 1998). D’autre part, lors du repliement de
I’hémaglutinine, les formes précoces se lient aux deux chaperons CNX et CRT, alors que les
formes tardives s’associent uniquement a la CNX (Hebert, et al. 1997). Dans ce demier cas, la
liaison de la CRT semble restreinte aux sucres localisés dans les domaines les plus rapidement
repliés de la glycoprotéine, qui sont peut €tre aussi les plus accessibles pour cette protéine
soluble. Ces résultats suggerent qu’il existe une complémentarité d’action entre la CNX et la
CRT, mais aussi une spécificité d’interaction vis a vis du substrat, qui pourrait s’expliquer par
leur localisation ainsi que leur disponibilité spaciale au sein du RE.

* L’ a-glucosidase I et I’o-glucosidase 11

Lors de la N-glycosylation des protéines, I'oligosaccharide Glc,Man,GlcNAc, est
transféré sur le polypeptide naissant (voir paragraphe B.3., page 35). Immédiatement apres ce
transfert, commence le processus de maturation du glycanne dans le RE. La glucosidase I, une
enzyme membranaire, élimine le glucose terminal li€ en «-1,2, puis la glucosidase II, une
enzyme soluble, enléve les deux glucoses restant li€s en a-1,3 ( Figure 17, Kornfeld and
Kornfeld 1985). Les glycoprotéines monoglucosylées, ayant subi I’action de la glucosidase I
ainsi que I’action partielle de la glucosidase II (élimination d’un glucose sur les deux glucoses
restants), constituent des substrats de choix pour la CNX et la CRT qui peuvent alors exercer

leur rdle de chaperon (Helenius 1994).
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* L’UDP-glucose: glycoprotéine glucosyltranférase

L UDP-Glc:glycoprotéine glucosyltransférase est une enzyme soluble du RE, qui fut
découverte dans des membranes microsomales de foie de rat (Trombetta, et al. 1989,
Trombetta, et al. 1991). Des expériences de marquage radioactif 2 I’aide de 1’'UDP-["*C]Glc
montrérent que cette enzyme catalyse le transfert de glucose, a partir du donneur UDP-Glc, sur
un accepteur glycoprotéique luminal possédant le motif oligomannosidique Man, GlcNAc,
(Trombetta, et al. 1989). Ces especes oligomannosidiques sont produites lors de la maturation
des glycannes suite a I’action des a-glucosidases I et II, et de mannosidases réticulaires (voir
paragraphe précédent).

Il a de plus été observé in vitro, que cette réaction de glucosylation s’effectuait sur des
glycoprotéines n’ayant pas encore atteint leur état natif (Sousa, et al. 1992, Trombetta and
Parodi 1992). De toute évidence, I'UDP-Glc:glycoprotéine glucosyltransférase n’agit que sur
un substrat qui posséde un ou plusieurs domaine dénaturés, et constitue en quelque sorte un
« senseur » qui reconnait sélectivement les protéines non natives (Hammond, et al. 199%4a,
Sousa, et al. 1992). En effet, cette enzyme interagirait avec son substrat via la N-
acétylglucosamine proximale du N-glycanne (branchée sur le polypeptide) ainsi que des acides
aminés hydrophobes exposés en suface, ces derniers étant caractéristiques d’une protéine
incomplétement repliée (Sousa and Parodi 1995). De plus, il a été montré que la CNX et la CRT
se fixent sur les glycoprotéines monoglucosylées quel que soit leur niveau de repliement
(Rodan, et al. 1996). Par conséquent, ces deux chaperons seraient incapables de détecter 1'état
conformationnel d'une protéine en voie de repliement, et se limiteraient a la reconnaissance

exclusive de son (ou ses) glycanne(s) monoglucosylé(s).

* ERpS57: un nouvel acteur du cycle de repliement des

glycoprotéines

Une nouvelle dimension quant a la fonction de la CNX et de la CRT a récemment émergé
grice a la découverte d’ERpS7. En effet, en présence d’agent « cross-liant », ERp57 a pu étre
coimmunoprécipitée avec des glycoprotéines partiellement déglucosylées (Oliver, et al. 1997).
De plus, en présence de castanospermine (inhibiteur des a-glucosidases I et IT), Erp57 devient
incapable d’interagir avec des glycoprotéines nouvellement synthétisées (Van der Wal, et al.
1998). II a donc été postulé que la CNX et la CRT recrutaient les glycoprotéines
monoglucosylées alors susceptibles de subir une réduction de leurs groupements thiols en ponts
disulfures, par l’intervention d’ERp57. L’évidence d’une coopération entre deux de ces
protéines (la CNX ou la CRT et ERp57) fut récemment observée lors du repliement oxydatif,
catalysé par Erp57 de la ribonucléase B monoglucosylée (Zapun, et al. 1998). Cependant, il a

été montré que la CNX ou la CRT médiait aussi I’interaction d’ERp57 avec des glycoprotéines
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solubles ou membranaires ne possédant pas de résidus cystéines (Elliott, et al. 1997, Oliver, et
al. 1997). Par conséquent, cela suggere qu’ERpS57 aurait une fonction supplémentaire de
chaperon thiol-indépendant qu’elle pourrait exercer directement ou par I'intermédiaire d’autres

facteurs de repliement.

* Modele de repliement des glycoprotéines

Un modele de glucosylation-déglucosylation des glycoprotéines mettant en scéne la CNX
et la CRT ainsi que les enzymes luminales de la maturation des N-glycannes fut élaboré par
Hammond et Helenius en 1995 (Hammond and Helenius 1995). Ce modele hypothétique
schématisé dans la figure 18 permet de comprendre certaines étapes du repliement d’une
glycoprotéine. Ainsi, apres 'action de 1’a-glucosidase I et I’action partielle de 1I’o-glucosidase
II, 1a glycoprotéine monoglucosylée est rapidement reconnue par la CNX ou la CRT. Le
chaperon lectinique stabilise alors son substrat, qui peut alors subir des changements
conformationnels correspondant & son repliement. La dissociation du complexe glycoprotéine-
chaperon est ensuite induite par I’action de |’a-glucosidase I qui €limine le dernier résidu de
glucose lié en a-1,3. La N-glycoprotéine ainsi générée aura le choix entre deux voies possibles
suivant I’état conformationnel qu’elle aura atteint:

- si cette glycoprotéine ne posseéde pas encore sa conformation finale, elle est reconnue par
I"UDP-Glc: glycoprotéine glucosyltransférase qui la reglucosyle. La glycoprotéine pourra alors
s’engager a nouveau dans une interaction lectinique et recommencer le cycle plusieurs fois
jusqu’a I’obtention de sa forme native.

- si cette glycoprotéine est correctement conformée, elle n’est plus accessible a I’ UDP-Glc:

glycoprotéine glucosyltransférase et peut alors s’engager vers sa destinée finale.

Enfin, la mise en évidence de la participation de la réductase thiol-dépendante ERp57
dans le repliement des glycoprotéines a permis de compléter le modele précédent (figure 19,
Elliott, et al. 1997, Van der Wal, et al. 1998, Zapun, et al. 1998). Etant donné que la CNX et la
CRT ne semblent pas étre directement impliquées dans la mise en conformation des
glycoprotéines, ce role semble revenir a ERp57, qui permettrait la formation des ponts
disulfures. Ainsi, ERp57 posse¢derait un domaine de reconnaissance spécifique sur les deux

lectines, lui permettant d’accomplir son action oxydante.



Figure 18: Modéle de repliement assisté des glycoprotéines par les lectines calnexine et calréticuline dans le RE.
(pour revue, Trombetta et Helenius, 1998)
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Figure 19 : Role potentiel de ERpS7 dans le repliement des N-glycosylprotéines
au cours du cycle de déglucosylation-reglucosylation (d'aprés Zapun et al., 1998)
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d. Les inhibiteurs de la maturation des glycannes comme agent anti-

viraux

Nous avons vu que les oligosaccharides jouent un role primordial dans la destinée des

glycoprotéines. Ainsi, le cycle de déglycosylation-reglycosylation apparait étre le passage obligé
de nombreuses protéines pour l’obtention de leur conformation native. Par conséquent,
Putilisation d’inhibiteurs de la glycosylation, notamment pour I’élimination de pathogeénes
intracellulaires, a été 1’objet de nombreux travaux ces derniéres années.
Plusieurs laboratoires se sont plus particuliérement penchés sur le cas des virus (pour revue,
Mehta, et al. 1998). En effet, les virus animaux peuvent posséder une enveloppe virale, qui
comprend la plupart du temps une ou plusieurs glycoprotéines, souvent essentielle(s) au cycle
infectieux viral (assemblage, sécrétion, infectivit€). Le repliement et I’assemblage de ces
glycoprotéines virales a lieu via la machinerie cellulaire et implique par conséquent la
participation de la CNX et/ou de la CRT, comme il a ét¢ montré pour le VIH, le VHC ou le
VHB (Dubuisson and Rice 1996, Otteken, et al. 1996b, Werr and Prange 1998). L.’éradication
de ces trois virus constitue en effet I'une des préoccupations majeures de santé publique dans les
pays développés. Etant donné I’absence d’un systéme de culture cellulaire capable de permettre
une réplication efficace du VHC, les études portant sur ’action des inhibiteurs de glucosidase
sur le cycle viral ont surtout ét€ menées pour le VIH et le VHB. _

Le VIH code deux glycoprotéines d’enveloppe, gp4l et gp120, hautement glycosylées
(Hansen 1992). La gp41 sert d’ancrage membranaire a la gp120, qui lui est associée de fagon
non-covalente. Lors de I'infection, la gp120 se fixe sur son récepteur cellulaire CD4. Cette
fixation provoque un changement conformationnel de cette glycoprotéine virale, suivi de sa
dissociation de gp41, permettant ainsi 1’exposition de cette derniere en surface. Ainsi, la gp41
peut exercer son role dans la fusion membranaire, et donc ’entrée du virus dans la cellule
(McCune, et al. 1988). Le traitement par la N-butyl-déoxinojirimycine (NB-DNJ), un inhibiteur
de I'o-glucosidase I, de cellules infectées par le VIH-1 a montré un défaut d’entrée des virus
néoformés dans les cellules hotes (Karpas, et al. 1988). Une étude plus poussée menée par
I’équipe de Platt a révélé que le blocage de ’entrée du virus se situait lors d’une étape ultérieure
a la fixation de la gp120 sur son recepteur (Fischer, et al. 1995). La méme équipe a mis en
évidence un an plus tard que la gp120 générée dans ces conditions était incapable d’effectuer
son changement de conformation et de se dissocier de la gp41 (Fischer, et al. 1996a). Il s’avéra
en fait que la gp120 présentait un défaut de conformation, comme cela fut montré a ’aide d’une
batterie d’anticorps conformation-dépendants (Fischer, et al. 1996b). Ainsi, la NB-DNI induit
un mauvais repliement de la gp120 (et probablement de la gp41) en provoquant un arrét de la
maturation de ses glycannes. La conséquence de ce phénomene ne semble pas se faire ressentir
sur le bourgeonnement viral, mais plutdt sur la fusion ultérieure des virus, ce qui constitue une

étape importante du cycle viral.
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Dans le cas du VHB, D’effet de la NB-DNJ apparait plus drastique, puisqu’elle conduit a
I'inhibition de la sécrétion des particules infectieuses (Block, et al. 1994). Le VHB possede
trois protéines d’enveloppe faiblement glycosylées (L, M et S) dont I'une d’entre elles, la
protéine M, semble jouer un rdle important dans la mophogénese du virus. En effet, 1'équipe de
Dwek a montré que la mutation d’un site de glycosylation de M, situé dans un domaine
particulier appelé pré-S2, provoquait I’inhibition de la secrétion du VHB (Mehta, et al. 1997).
Récemment, ces résultats furent confirmés par Werr et Prange qui mirent en évidence
I’association de ce glycanne avec la CNX (Werr and Prange 1998). L’interaction de cette lectine
est en outre facilement abolie lors du traitement des cellules infectées par la tunicamycine ou la
NB-DNJ, ainsi que par I’utilisation de mutant non glycosylés.

D’autres virus tels que le BVDV (bovine viral diarrhea virus) sont aussi sensibles aux
inhibiteurs de glucosidase (Mehta, résultats non publiés). Ce virus (BVDV) s’avere
particulierement intéressant puisqu’il appartient a la méme famille que le virus de 1’hépatite C, et
pourrait par conséquent servir de modele pour ce dernier. Ainsi, étant donné 1’existance de
similitudes entre ces deux virus du point de vue de leur organisation génomique, de leur
stratégies potentielles de réplication, et du site d’assemblage viral probable, il apparait plausible

que les effets des inhibiteurs de glucosidase sur leur cycle viral soient identiques.

3.3.2. Les protéines de choc thermique

Les protéines de choc thermique (hsp: heat shock protein) furent découvertes lors de
stress cellulaires tels que 1’hyperthermie, la présence d’agents toxiques, ou encore la déplétion
en glucose (Munro and Pelham 1985). Parmi ces protéines, la grp78 et la grp94 (glucose-
regulated protein de 78 et 94 kDa) sont les représentants les plus abondants du RE, dans lequel
elles sont exprimées de facon constitutive (Brewer, et al. 1997, Welch 1987).

A Torigine, ces protéines participent au mécanisme de lutte contre I’agrégation des protéines
cellulaires mis en place au sein des cellules soumises a des conditions de stress (Pelham 1986).
Néanmoins, de nombreuses études ont montré le rdle joué par ces grp dans la maturation des

protéines de cellules non stressées.

a. BiP

Grp78 est une protéine soluble du lumen aussi appelée BiP (binding immunoglobulin
protein), puisqu’elle fut mise en évidence pour la premiere fois en association avec les chaines
lourdes d’immunoglobulines dans les cellules précurseurs de lymphocytes B (Haas and Wabl
1983).
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Plusieurs indices ont permis de suggérer que BiP joue un réle de chaperon dans le

repliement et I’assemblage des protéines. Ainsi, Bole et coll. ont montré une association
prolongée des chaines lourdes d’immunoglobuline avec BiP, jusqu’a ce que les chaines 1égéres
s’y associent (Bole, et al. 1986). De la méme maniére, l'ajout de chaines légeres
d'immunoglobulines a des cellules en culture qui synthétisent des chaines lourdes (cellules pré-
B transformées par le virus Abelson) provoque le relargage de ces derniéres de la protéine BiP
et 'assemblage des immunoglobulines, alors sécrétées dans le surnageant (Hendershot 1990).
Une preuve indirecte a aussi pu étre donnée par le fait que la synthése de BiP est induite par
I’augmentation de la quantité de protéines cellulaires mal repliées (Dorner, et al. 1989). Mais les
meilleurs arguments ont ét€ apportés par les nombreux travaux effectués sur les protéines
virales. En effet, BiP a ét¢ mis en évidence en association avec les formes non replies du
précurseur de I’hémaglutinine (HAO) du virus de I'Influenza (Hurtley, et al. 1989b). Parmi ces
intermédiaires de repliement, les formes mal repliées du précurseur HAQ, sont retenues dans le
RE gréce a BiP, puis dégradées, suggérant un role a part enticre de ce chaperon dans le controle
de qualité. L’équipe de Doms a montré une association transitoire et spécifique de la protéine
gp160 du VIH avec BiP lors de son séjour dans le RE (Earl, et al. 1991). Pour leur part,
Mulvey et Brown ont décrit I’implication de BiP dans la maturation et I’assemblage des
glycoprotéines d’enveloppe E1 et PE2 du virus Sindbis (Mulvey and Brown 1995).
Enfin, il n’est pas rare de constater la participation séquentielle et/ou simultannée d’autres
chaperons du RE dans la mise en conformation des protéines virales ou cellulaires. Ainsi, une
action séquentielle de BiP et de CNX a été€ mise en évidence lors du repliement de la protéine G
du VSV, de la thyroglobuline, ou encore de la glycoprotéine du virus de la rage (Gaudin 1997,
Hammond and Helenius 1994b, Kim and Arvan 1995b). De la méme maniére, les chaperons
BiP et grp94 peuvent agir séquentiellement dans le repliement des protéines, comme cela a été
montré dans le cas des chaines d’immunoglobulines ou des protéines structurales du Rotavirus
(Melnick, et al. 1994, Xu, et al. 1998).

L’ensemble des résultats précédents a permis de mettre en évidence une affinité
particuliere de BiP pour les protéines en voie de repliement ou incorrectement repliées.
Machamer et coll. ont ainsi pu montrer une interaction spécifique de BiP avec les intermédiaires
de repliement de la protéine G du VSV, dont les ponts disulfures n’étaient que partiellement
formés. En fait, il s’avére que BiP posséde un domaine de liaison aux peptides (Flynn, et al.
1989) qui reconnait spécifiquement les résidus d’acides aminés aromatiques et hydrophobes
(Blond-Elguindi, et al. 1993). Ces peptides peptides hydrophobes sont exposés a la surface
d’une protéine uniquement lorsque celle-ci n’a pas atteint sa forme native, ce qui permet a BiP
de s’y fixer afin d’éviter la formation d’agrégats ou d’interactions non productives.

De plus, il a été montré que le repliement d’une protéine « chaperonnée » par BiP
s’effectuait par une série d’associations-dissociations, griace au domaine ATPasique de ce cette
derniére (Munro and Pelham 1986). Cependant, les équipes de Fink et Hendershot ont montré

que la fixation de I’ ATP sur ce chaperon, indépendamment de son hydrolyse, suffisait a assurer
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le relargage de la protéine associée (Figure 20, Palleros, et al. 1993, Wei, et al. 1995a). Par
conséquent, ’ajout d’ATP dans un lysat cellulaire suffit & provoquer la dissociation d’un
substrat préalablement associé a BiP, alors que la déplétion en ATP (par le carbonyl cyanide m-
chlorophényl hydrazone ou I’apyrase) conduit a la stabilisation de I’interaction (Hurtley, et al.
1989b, Kim and Arvan 1995b, Mulvey and Brown 1995).

b. GRP9%4

La protéine grp94 est un homologue de la protéine de choc thermique hsp90 du cytosol
(Sorger and Pelham 1987). Sur base de ’analyse de sa séquence nucléique, grp94 posséde un
domaine transmembranaire potentiel, mais une forme luminale mono- et dimérique de cette
protéine a aussi pu étre observée (Kang and Welch 1991, Melnick, et al. 1994, Wearsch and
Nicchitta 1996).

Comme pour BiP, grp94 a été mise en évidence en association avec des substrats
protéiques non assemblés, suggérant qu’elle jouerait aussi un rdle de chaperon. Ainsi, Melnick
et coll. ont coprécipité grp94 avec les chaines légeres et les chaines lourdes d’immunoglobulines
(Melnick, et al. 1992). Des travaux ultérieurs leur permirent de montrer que grp94 et BiP
interagissaient séquentiellement lors de I’assemblage des immunoglobulines (Melnick, et al.
1994). En effet, contrairement a BiP qui interagit trés tdt, grp94 semble s'associer plus
particulierement avec les formes oxydées des chaines lourdes et 1€geres, qui correspondent aux

stades finaux de leur repliement précédant I'assemblage de I'immunoglobuline.

4. L’assemblage des protéines en oligomeres

~ L’assemblage des protéines en oligomeres est un phénomene posttraductionnel qui, dans
la majorité€ des cas, nécessite que les protéines concernées aient atteint leur conformation native.
Ainsi, Hebert et coll. ont montré que la trimérisation de I’hémaglutinine n’avait lieu qu’en
présence de formes totalement oxydées considérées comme natives (Hebert, et al. 1996). 1l
existe cependant des cas particuliers comme celui du virus parainfluenza, ou 1’assemblage

s’effectue avant I’oxydation totale des ponts disuifures (Collins and Mottet 1991).
4.1. Lieu d’assemblage des protéines
Le RE et/ou le compartiment intermédiaire semblent étre les lieux d’assemblage des

protéines. .En effet, de nombreux travaux ont montré que les oligoméres néoformés ne

possedent pas de glycannes de type complexe, caractéristiques du compartiment golgien



Figure 20: Mode d'interaction du Chaperon BiP lors du repliement assité des protéines.
D'aprés Palleros et al., 1993, Wei et al., 1995.
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(Copeland, et al. 1986, Earl, et al. 1991, Gething, et al. 1986). Ainsi, en utilisant la méthode de
fractionnement cellulaire, 1’équipe d’Helenius a mis en évidence [|’oligomérisation de
I’hémaglutinine dans le RE et le compartiment intermédiaire (Tatu, et al. 1995). Un argument
supplémentaire d’une telle localisation a €t€ apporté par le fait que Iinhibition du transport
antérograde RE-Golgi n’influe pas I’assemblage des protéines (Copeland, et al. 1986, Earl, et
al. 1991).

4.2. Le rdle des chaperons

Dans les paragraphes précédents, nous avons discuté du rdle potentiel de certains
chaperons dans 1’assemblage des protéines. Il apparait néanmoins qu’ils ne participent pas
directement a 1’oligomérisation des protéines. En effet, les chaperons assistent les protéines lors
de leur repliement, et il a été montré qu’ils maintiennent ensuite ces protéines dans un état
conformationnel compétent pour leur assemblage. Parmi de nombreux exemples, citons celui de
la CNX qui joue un role primordial dans la rétention et la protection des sous-unités du CMHI et
du TCR, préalablement 2 leur oligomérisation (Jackson, et al. 1994a, Rajagopalan, et al. 1994,
Vassilakos, et al. 1996). Ce phénomene de rétention médié par les chaperons constitue I’une des
fonctions principales du contrdle de qualité, dont nous discuterons dans le paragraphe D. (page
57).

4.3. La formation d’agrégats

In vivo, les agrégats représentent les produits issus d’un repliement non productif, di a
une défaillance qui peut apparaitre & divers niveaux de la physiologie cellulaire (pour revue,
(Thomas, et al. 1995).

Dans certaines conditions de stress, telle que I’hyperthermie, la déstabilisation des
interactions moléculaires entraine la formation d’agrégats. Cependant, la synthése de protéines
de choc thermique comme BiP permet de limiter temporairement 1’agrégation (Doms, et al.
1987, Machamer, et al. 1990). A long terme, les agrégats non-covalents associés aux hsp seront
soumis a la dégradation.

D’autre part, 1’agrégation d’une protéine peut €tre la conséquence d’une mutation
génétique et entrainer certaines pathologies cellulaires. En effet, une protéine mutée peut
apparaitre incapable de se replier ou peut présenter des défauts de repliement, conduisant a
I’accumulation de formes non fonctionnelles dans la cellule. Par exemple,
I"’hypercholestérolémie de classe 2 se caractérise par des mutations au niveau du locus du
récepteur LDL (low density lipoprotein), provoquant la synthése de protéines immatures qui
restent bloquées en amont de la voie de secrétion (Hobbs, et al. 1990). Dans le cas de la maladie
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d’Alzeimer, un défaut dans le repliement du peptide B de I’amyloide est & ’origine de la
formation de plaques de protéines agrégées dans et autour de la cellule (Soto and Frangione
1995).

Enfin, il s’avére que la formation d’agrégats n’est pas rare dans le cas des glycoprotéines
d’enveloppe virales (Doms, et al. 1993). En effet, il a ét€ montré que I’hémaglutinine du virus
de la rougeole présente un repliement lent et inefficace, puisque moins de 50% des
glycoprotéines acquicrent leurs glycannes matures 5 heures apres leur synthése. La seconde
moitié de ces protéines est en fait retenue dans le RE, sous forme mal repliée (Kohama, et al.
1985). Un exemple encore plus flagrant peut étre donné par le VIH-1, pour lequel seulement 5 a
15% des glycoprotéines précurseurs gpl60 sont clivées en glycoprotéines méatures gp120
(Willey, et al. 1988). Un large pourcentage des protéines gp160 restantes présentent des ponts
disulfures intermoleculaires aberrants et demeurent dans le compartiment réticulaire (Owens and
Compans 1990). Le VHC ne semble pas échapper & ce phénomene, comme nous le verrons
dans le chapitre III. Ainsi, il a été observé, 2 de nombreuses reprises, la formations
d’agrégats hétérogenes constitués par les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 mal repliées liées
par des ponts disulfures (Dubuisson, et al. 1994, Duvet, et al. 1998, Grakoui, et al. 1994).

Par conséquent, la tendance a 1’agrégation, qui conduit inévitablement & une rétention plus
importante des protéines virales, semble avoir une signification biologique pour la survie des
virus. Ainsi, par le biais d’une limitation de la formation de leurs protéines natives, les virus

pourraient limiter leur exposition précoce au systéme immunitaire de 1’hdte.

D . La rétention des glycoprotéines dans le RE

Les glycoprotéines néosynthétisées dans le RE vont suivre la voie de sécrétion pour
rejoindre leur compartiment final. Ce transport, qualifi€é d’antérograde, se fait par le
bourgeonnement de vésicules qui seront sucessivement acheminées d’un compartiment a ’autre
(pour revue, Rothman 1994). Cependant, de nombreuses protéines résidentes de chacun de ces
compatiments doivent résister a cette secrétion afin d’accomplir leur role fonctionnel. Parmi ces
protéines, on citera entre autres les chaperons et foldases, les enzymes de la N-glycosylation,
les protéines impliquées dans le stockage du calcium, ...

Deux types de mécanismes sont susceptibles de permettre une compartimentation des protéines:

- la rétention par recyclage, correspondant & un transport rétrograde continuel de la
protéine vers son compartiment d’origine.

- la rétention stricte, qui correspond 2 la « séquestration » temporaire ou durable de la

protéine dans un compartiment.
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1. La rétention des glycoprotéines par recyclage

Les signaux de recyclage réticulaires sont caractéris€s par des motifs d’acides aminés qui
seront reconnus par des récepteurs spécifiques, et qui permettront un retour au compartiment

d’origine (pour revue, Nilsson and Warren 1994a).

a. Le motif KDEL

Le tétrapeptide carboxy-terminal KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) existe chez un grand nombre
de protéines du RE. 1l est particulierement retrouvé chez les chaperons grp94, BiP, CRT et PDI
(Mazzarella, et al. 1990, Munro and Pelham 1987, Pelham 1989). Un motif équivalent KEEL a
été mis en évidence chez la protéine Erp72 (Mazzarella, et al. 1990). La délétion de cette
séquence conduit a la secrétion des protéines tronquées, alors que son ajout carboxy-terminal
sur une protéine secrétée conduit a la rétention de cette derni¢re (Mazzarella, et al. 1990, Munro
and Pelham 1987, Rajagopalan, et al. 1994).

Néanmoins, cette rétention ne semble pas &tre stricte puisque les protéines concernées présentent
des modifications posttraductionnelles typiques du compartiment golgien (Rothman 1981). Par
la suite, la découverte d’un récepteur spécifique de la séquence KDEL permit d’expliquer la
présence des modifications postraductionnelles précédentes (Lewis and Pelham 1992). La
caractérisation biochimique de ce récepteur, codé par le g¢éne ERD2, a montré qu’il s’agit d’une
protéine trés hydrophobe de 23 kDa, contenant sept domaines transmembranaires, et dont la
localisation s’étend du RE jusqu’au cis-Golgi (Tang, et al. 1993). De plus, il apparait que le
récepteur erd2 interagit directement avec son substrat protéique d’une mani¢re pH-dépendante
(Lewis and Pelham 1992, Wilson, et al. 1993). En effet, I’acidification progressive du pH le
long de la voie d’exocytose permet a erd2 de se fixer sur son ligant de fagon optimale dans le
cis-Golgi. Par la suite, le transport rétrograde du complexe erd2-protéine vers le RE, ou le pH

est plus élevé, conduit au relargage du substrat qui retrouve son compartiment d'origine.

b. Le motif dilysine

Un motif C-terminal cytosolique de type KK (Lys-Lys en position -3, -4 ou -5) a été mis
en évidence par I’équipe de Peterson sur des protéines membranaires de type I (Jackson, et al.
1990). Un marquage lectinique spécifique des glycoprotéines chimériques CD4-E19K et CDS8-
E19K (le peptide E19K contenant le motif dilysine) a permis de montrer leur localisation
réticulaire, malgré la présence de glycannes de type complexe, suggérant leur recyclage a partir
du compartiment golgien (Jackson, et al. 1993). En outre, I'utilisation de mutants sec chez la

levure a montré le role potentiel des coatomeres dans la reconnaissance et le transport rétrograde
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des protéines membranaires possédant ce motif dilysine (Cosson and Letourneur 1994). Il
semble donc que les coatomeres, ordinairement impliqués dans le transport vésiculaire basal,
constituent de plus un récepteur potentiel pour la rétention par recyclage des protéines
membranaires de type L .

Il est & noter qu’une séquence carboxy-terminale constituée d’ acides aminés chargés (RKPRRE)
a aussi ét€ mise en évidence chez la CNX (Jackson, et al. 1990). La délétion de cet hexapeptide
conduit & I’apparition de la CNX ainsi que des protéines qui Iui sont associées au niveau de
1”appareil de Golgi et de la surface cellulaire (Rajagopalan, et al. 1994). Ce résultat suggere que
ce motif constitue un signal de rétention caractéristique du RE.

¢. Le motif double-arginine

Chez les protéines membranaires de type II (C-terminal luminal), il existe un motif
particulier di-arginine (RR) situé dans les cinq premiers acide aminés N-terminaux de la protéine
(Schutze, et al. 1994). L’addition de ce motif sur des protéines « reporter » est nécessaire et
suffisante pour leur localisation dans le RE. De plus, la composition des glycannes de ces
protéines montre qu’elles sont temporairement passées par le compartiment golgien. Aucun
récepteur spécifique de ce motif RR n’a encore été mis en évidence. Cependant, par analogie
avec le motif KK, il a été suggéré que les protéines de type II seraient aussi

« rétrotransportées » par I’intermédiaire des coatomeéres.

d. La rétention exercée par le contrdle de qualité

Comme nous 1’avons précédemment cité, la plupart des chaperons posseédent un motif
KDEL en position C-terminale. Par conséquent, 1’association des protéines néosynthétisées
avec les chaperons implique une localisation potentiellement réticulaire et cis-golgienne du
complexe ainsi formé, a condition que ces protéines nouvellement synthétisées ne possedent pas
de signal de rétention strictement réticulaire. Ce type de rétention par interaction avec les
chaperons correspond a P'un des rdles exercé par le contrdle de qualité, qui empéche une
protéine immature de poursuivre sa progression a travers la voie de secrétion (Kuznetsov, et al.
1997). L'exemple des travaux de Sitia et coll. montre l'implication d'une cystéine C-terminale
sur la chaine pg des IgM dans la rétention (réticulaire et cis-golgienne) ainsi que leur
polymérisation en pentameres (Sitia, et al. 1990). Ces auteurs suggerent en fait que cette
rétention est médiée par l'interaction de pg avec une ou plusieurs "PDI-like proteins” (PDI,
ERp72 ou ERp57), dont le rdle serait de former les ponts disulfures intermoléculaires entre les
molécules d'IgM. De la méme maniére, des complexes BiP-protéine G du VSV ont pu étre

observés dans le RE et le cis-Golgi, renforgant I'hypothése d'une rétention par recyclage
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« indirecte » de certaines protéines via les chaperons moléculaires (Hammond and Helenius
1994b).

2. La rétention stricte des glycoprotéines

La rétention strictement réticulaire apparait étre un phénomene rare et ponctuel. En effet,
les études menées pour la détermination de signaux de rétention spécifiques du RE concernent
certains récepteurs cellulaires ainsi que des protéines virales. Dans ce dernier cas, les virions
sont suspectés bourgeonner a partir de ce compartiment, comme nous le verrons dans l'exemple
du VHC (voir chapitre III).

Le cas de la sous-unité H2a du récepteur des asialoglycoprotéines a ét€ plus
particuliérement décrit par 1'équipe de Lederkremer (Shenkman, et al. 1997). La protéine H2a
est une protéine membranaire normalement clivée dans sa partie luminale pour donner naissance
a un fragment secrété, qui fait partie du récepteur méature. Les protéines H2a non clivées sont
strictement retenues et dégradées dans le RE. Le pentapeptide EGHRG (Glu-Gly-His-Arg-Gly)
a été montré comme étant responsable de la rétention de H2a dans le RE. Ainsi, le motif
EGHRG ajouté a la sous-unité H1 du récepteur permet de la maintenir dans le RE. Des
expériences supplémentaires de traitement a l'endoglucosidase H et a l'a-mannosidase ont
montré que le mutant H1 présente des glycannes de type oligomannosidiques. Enfin, des études
d'immunolocalisation en présence de nocodazole (un inhibiteur du transport rétrograde
compartiment intermédiaire-RE) ont mis en évidence une répartition exclusivement réticulaire de
cette protéine. Par conséquent, méme si le mécanisme de rétention mis en jeu par ce
pentapeptide reste encore a €lucider, il semble que la nature des acides aminés qui le composent

soit déterminante.
E. La dégradation des protéines mal repliées

La plupart des protéines qui n’atteignent pas leur conformation native sont dégradées
suivant un mécanisme sélectif et spécifique qui fait partie intégrante du contrdle de qualité. Ce
mécanisme qui concerne les protéines localisées dans la lumiére du RE est connu sous le nom de

ERAD (ER-associated degradation) (Werner, et al. 1996).

- La dégradation est cytosolique

De nombreuse études suggerent que cette dégradation a lieu dans le cytosol, sous la

dépendance d’un large complexe protéolytique, le protéasome. De plus, il apparait que le
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mécanisme ERAD touche aussi bien les protéines solubles que membranaires (Hiller, et al.
1996, Werner, et al. 1996, Wiertz, et al. 1996).

- L’exportation de la protéine a dégrader vers le cytosol

Le mécanisme d’exportation des protéines du RE vers le cytosol est inconnu. Néanmoins,
les travaux de plusieurs €quipes ont permis d’éclaicir certains points. Wiertz et coll. ont
récemment démontré que la chaine lourde du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I
(CMH I), destinée a étre dégradée, était transitoirement associée a Sec61B , dans des cellules de
mammiferes infectées par le cytomégalovirus (Wiertz, et al. 1996). Une deuxie¢me étude, portant
sur I'utilisation de mutants sec61 chez la levure, confirma le rdle potentiel du complexe
trimérique Sec61 dans I’exportation des protéines luminales vers le cytosol, encore appelé rétro-
transport (Pilon, et al. 1997).

Il apparait donc que Sec61 soit a I’origine a la fois de I’importation des protéines en voie de

synthese dans le RE mais aussi de leur exportation vers le cytosol en vue de leur dégradation.

Comme nous l’avons déja mentionné dans ce mémoire, les chaperons du RE sont
capables de reconnaitre une protéine incomplétement repliée d’une protéine native. Par
conséquent, elles constituent d’excellents candidats quant a 1’adressage des protéines mal
replies vers le systetme ERAD. En effet, certaines protéines mutantes, vouées a €tre dégradées,
ont été observées en association avec la CNX, préalablement 2 leur dégradation (Liu, et al.
1997, Qu, et al. 1996). En outre, Chen et coll. ont montré que I’inhibition partielle de
I'interaction de la CNX avec I’apolipoprotéine B, atténue significativement la dégradation de
cette derniere (Chen, et al. 1998). Tres récemment, Brodsky et coll. ont décrit que des mutants
du geéne kar2 de levure (codant la protéine BiP), compétents pour la ségrégation, étaient
défectifs pour la dégradation du pro-a facteur par le systtme ERAD (Brodsky, et al. 1999).
Ainsi, BiP exercerait trois fonctions distinctes chez la levure: la ségrégation posttraductionnelle
des protéines dans le RE, leur repliement luminal, et enfin leur adressage éventuel vers le
complexe Sec6l pour leur dégradation ultérieure dans le cytosol. Dans les cellules de
mammiferes, I’implication directe de BiP et de CNX dans la dégradation des protéines associées

au RE reste encore a démonter.

- Le protéasome, acteur de la dégradation des proté€ines

L’utilisation de ’ALLN (N-acétyl-leucyl-leucyl-norleucinal) et de la lactacystine en tant
qu’inhibiteurs (respectivement réversible et irréversible) du protéasome, a permis de mettre en
évidence I'implication de ce complexe protéasique dans le systtme ERAD. Ainsi, I’équipe de
Cresswell a montré une accumulation des chaines lourdes du CMH I dans le cytosol de cellules
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défectives en B2 microglobuline ou en TAP (transporters associated with antigen processing)
trait€es par ces inhibiteurs (Hughes, et al. 1997). De plus, ces auteurs ont mis en évidence que
ces chafnes lourdes étaient déglycosylées, suggérant la participation possible d’une N-glycanase
cytosolique, dont un représentant a récemment été décrit chez la levure (Suzuki, et al. 1998).
Cependant, les travaux de Hiller et coll. ne font pas mention d’une déglycosylation
préalable de la carboxypeptidase Y de levure avant sa dégradation, mais plutdt d’une
ubiquitination (Hiller, et al. 1996). En effet, 1’ubiquitination consiste en la fixation d’une
molécule d’ubiquitine sur une lysine de la protéine cible (Scheffner, et al. 1995). Les protéines
destinées a étre dégradées sont le plus souvent polyubiquitinées, une molécule d’ubiquitine étant
capable de se polymériser en se liant sur la lysine 48 d’une ubiquitine adjacente. Ainsi, la
polyubiquitination constitue un signal de protéolyse des protéines qui ne semble pourtant pas
étre indispensable a la dégradation protéosomale (Wermner, et al. 1996, Wiertz, et al. 1996).
Enfin, il est a noter que I’inhibition du protéasomes par les drogues mentionnées ci-dessus
induit la synthése des ARN messagers des chaperons, notamment de BiP, grp94 et Erp72
(Bush, et al. 1997). Ces résultats montrent bien que ces protéines luminales semblent
impliquées, méme indirectement, dans le systéme de dégradation du contrdle de qualité.
La figure 21 illustre le processus général de dégradation cytosolique des glycoprotéines mal

conformées (d’apres Bonifacino 1996).



Figure 21: Processus général de la dégradation cytosolique des glycoprotéines
mal conformées (d'aprés Bonifacino, 1996).
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Chapitre III: Le repliement et ’assemblage des glycoprotéines du
VHC au sein du RE

A. Les glycoprotéines du VHC

Le clivage de la polyprotéine du VHC s'effectue par une (ou des) peptidase(s) signal d’origine
cellulaire (C/E1, E1/E2, E2/p7, p7/NS2), ainsi que par les protéases NS2 (NS2/NS3) et NS3
(NS3/4A, 4A/4B, 4B/5A, 5A/5B) (Figure 7). Les clivages cotraductionnels au niveau des sites C/E1,
E1/E2 et NS2/NS3 donnent naissance aux produits El et & un precurseur de E2, E2-NS2. Ce
précurseur est ensuite clivé de fagon posttraductionnelle pour donner naissance aux produits E2, E2-
p7 et NS2 (Grakoui, et al. 1993a, Lin, et al. 1994a, Mizushima, et al. 1994a, Selby, et al. 1994).
Pour certaines souches du VHC comme la souche H, le clivage au niveau du site E2/p7 est inefficace,
ce qui conduit & I’apparition d’une espece relativement stable E2-p7 (Dubuisson, et al. 1994, Lin, et
al. 1994a, Mizushima, et al. 1994a, Selby, et al. 1994). Par contre, pour la souche BK, le clivage
E2/p7 par la signalase est plus efficace et peu de formes E2-p7 peuvent étre mises en évidence apres

immunoprécipitation (Dubuisson, et al. 1994).

B. La syntheése des glycoprotéines du VHC

1. La ségrégation des glycoprotéines du VHC

La synthése de la polyprotéine est cytoéolique et la ségrégation des glycoprotéines E1 et
E2 s’effectue ensuite a travers la membrane réticulaire. En effet, des expériences de
transcription-traduction in vitro montrent que les séquences signal en amont de chacune des
glycoprotéines E1 et E2 permettent de diriger la polyprotéine vers le réticulum endoplasmique
(Figure 6, Hijikata, et al. 1991b). La ségrégation des glycoprotéines vers le lumen ainsi que le
clivage C-terminal de leur peptide signal par une signalase cellulaire peut alors avoir lieu. Il est &
noter que les peptides signaux de E1 et E2 sont respectivement situés sur la protéine C (aa 174 a
191 de la polyprotéine) et la protéine E1 (aa 371 a 383 de la polyprotéine, figure 6).
Par analogie avec les protéines cellulaires qui empruntent la voie de sécrétion, la
reconnaissance de chacun des peptides signaux des glycoprotéines El et E2 par une particule
SRP ("signal recognition particule”) avant leur acheminement & travers la machinerie du

translocon semble possible mais n’a pas encore été analysée a ce jour.
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2. Les glycoprotéines du VHC sont membranaires

Afin de prouver que E1 et E2 sont bien des glycoprotéines membranaires, Ralston et coll.
montrérent qu’elles pouvaient €tre dissoci€es de la membrane réticulaire grice au détergent, alors
qu’une augmentation de concentration en sels n’avait aucun effet (Ralston, et al. 1993). Des
expériences de digestion trypsique menées par I’équipe de Ou ont permis de mettre en évidence que la
protéine E1 transloquée était localisée dans la membrane réticulaire et/ou le lumen, prouvant ainsi son
insertion membranaire (Lo, et al. 1996). Ainsi, les glycoprotéines du VHC sont supposées €tre des
protéines membranaires de type I, avec un ectodomaine N-terminal et une séquence d’ancrage
hydrophobe C-terminale.

Un argument supplémentaire de cette localisation transmembranaire des glycoprotéinés du
VHC peut étre apporté par 1’étude de formes tronquées. Pour la glycoprotéine E2, des délétions C-
terminales de la région hydrophobe résultent en la sécrétion de I’ectodomaine (Michalak, et al. 1997).
Ces résultats sont en accord avec ’hypothése suggérant que le domaine d’ancrage de E2 débute a
I’acide aminé 718 (position sur la polyprotéine) (Mizushima, et al. 1994a). La situation apparait plus
confuse pour E1. En effet, une forme tronquée de cette protéine se terminant au résidu 340 n’est
sécrétée que si une délétion interne entre les acides aminés 262 et 290 est introduite, suggérant
I’existance d’un second domaine d’ancrage membranaire (Matsuura, et al. 1994). Cependant, deux
équipes dont la ndtre, ont montré que des formes tronquées se terminant aux acides aminés 311 et 334
étaient sécrétées en ’absence de cette délétion interne (Hussy, et al. 1996, Michalak, et al. 1997).
Plus récemment, il a été prédit que le domaine transmembranaire de E1 débutait a I'acide aminé 353 et

comprenait tous les résidus situés en aval de celui-ci (Cocquerel, et al. 1999).

3. Les glycoprotéines E1 et E2 sont N-glycosylées

Les mobilités électrophorétiques de El1 et E2 sur gel de SDS-polyacrylamide
correspondent a des masses moléculaires respectives de 31 et 70 kDa. Néanmoins, ces chiffres
sont supérieurs a ceux prédits a partir de leur séquence primaire en acides aminés. En fait, le
retard de migration de ces protéines a été attribué a leur N-glycosylation (Grakoui, et al. 1993a,
Hijikata, et al. 1991b, Hsu, et al. 1993, Kohara, et al. 1992, Matsuura, et al. 1994). De plus,
des expériences d’affinité lectinique effectuées sur des séra de patients infectés suggerent que
des glycannes de type N-liés existeraient a la surface des virions circulants probablement au

niveau des protéines d’enveloppe E1 et/ou E2 (Sato, et al. 1993).



65
a. Les sites potentiels de N-glycosylation des glycoprotéines E1 et E2

Sur base des séquences en acide aminés, il s’avere que les glycoprotéines E1 et E2
possedent respectivement 5 ou 6 et 11 sites potentiels de N-glycosylation (Miyamura and
Matsuura 1993). Cependant, des études menées dans notre laboratoire par J.C. Meunier sur la
glycoprotéine E1 montrent que ces sites ne sont pas tous glycosylés.

Une étude récente a rév€l€ que sur les 5 sites potentiels de glycosylation présents sur la
glycoprotéine E1 (génotype la), 4 sont effectivement glycosylés (Fournillier-Jacob, et al.
1996a). Par des travaux plus approfondis, et notamment par une approche utilisant la
mutagénese dirigée, J.C. Meunier a identifi€ le site n°5, comme étant le site non-glycosylé
(Meunier, et al. 1999). La raison de ce défaut de glycosylation s’explique en fait par une
composition en acides aminés défavorable du sequon (Asn-X-Ser-Y, out X=Trp et Y=Pro) qui
serait a |’origine d’une conformation inappropriée du site ou d’un blocage de I’accessibilité de
I’enzyme de transfert ou du donneur de glycanne (Shakin-Eshleman, et al. 1996). Ces mémes
travaux ont révélé que la mutation (Asn = Gln) du site de glycosylation n°4 de E1 provoquait
une diminution significative de la formation des complexes E1E2 non-covalents, considérés
comme natifs (décrits dans le paragraphe C., page 66), suggérant I’importance de ce glycanne
pour la mise en conformation de El, et donc pour son assemblage avec E2. La encore, la
composition en acides aminés du sequon a montré la présence d’une cystéine (Asn-X-Ser, ou
X=Cys), qui est suceptible de s’engager dans une liaison pont disulfure, en absence de
glycosylation. Cette hypothése est renforcée par le fait que la glycoprotéine E1 exprimée a partir

du mutant du site n°4 a tendance a former des agrégats li€s par des ponts disulfures.

b. Les N-glycannes des glycoprotéines du VHC sont de type oligomannosidiques

L’utilisation de I’endo-B-glucosaminidase H (endo H), qui déglycosyle les N-glycannes
de type oligomannosidiques et quelques glycannes de type hybride (Robbins, et al. 1984), a
permis de montrer que les glycannes des glycoprotéines du VHC ne sont pas de type complexe
(Dubuisson, et al. 1994). En effet, lors d’expériences de marquage-chasse des glycoprotéines
El et E2, aucune forme endo H résistante n’a pu étre mise en évidence, suggérant que ces
protéines n’ont pas été en contact avec les enzymes de la maturation des glycannes situées au
dela du cis-Golgi.
Récemment, le traitement des complexes non-covalents E1IE2 & la peptide N-glycanase F
(PNGase F qui enléve la totalité du N-glycanne), suivi d’une analyse des glycannes par HPLC a
révélé qu’ils étaient uniquement constitués d’oligomannosides (Duvet, et al. 1998). Cette
derniere expérience apporte la preuve que les glycoprotéines E1 et E2 ayant atteint leur
conformation native n’ont pas franchi le compartiment golgien. Comme nous venons de le voir,

la compartimentation des glycoprotéines du VHC est étroitement lié a leur glycosylation qui
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constitue un témoin de leur localisation. Nous décrirons plus en détails les différents
mécanismes mis en jeu dans la rétention réticulaire des glycoprotéines du VHC dans le

paragraphe D. (page 68).

C. L’assemblage des glycoprotéines du VHC

Des études utilisant des systémes d’expression transitoire viraux ou non-viraux ont
montré que les glycoprotéines du VHC interagissent entre elles pour former des complexes qui
sont probablement des sous-unités fonctionnelles de la particule du VHC (Deleersnyder, et al.
1997, Dubuisson, et al. 1994, Grakoui, et al. 1993a, Lanford, et al. 1993, Ralston, et al.
1993). Cependant, en 1’absence d’un systeme de culture cellulaire permettant I’amplification du
VHC, les complexes glycoprotéiques présents a la surface de la particule virale n’ont pas encore
été caractérisés. Notre équipe s’est intéressée a étudier la formation de ces différents complexes
dans des cellules infectées par des virus recombinants exprimant la polyprotéine du VHC. Ces
travaux ont permis de montrer qu'en présence de détergents non-ioniques, deux types de
complexes sont formés: un hétérodimere de E1 et E2 stabilis€é par des interactions non-
covalentes et des agrégats hétérogénes contenant des ponts disulfures intermoléculaires
(Dubuisson, et al. 1994, Dubuisson and Rice 1996). Des travaux plus récents ont également
mis en évidence que les hétérodimeres non-covalents sont composés de protéines bien repliées
alors que les agrégats sont formés de protéines mal repliées (Deleersnyder, et al. 1997). La
distinction entre ces deux types de complexes a conduit notre équipe & modéliser 1’assemblage
des glycoprotéines du VHC selon deux voies: une voie productive de formation des complexes
non-covalents, et une voie non productive qui correspond a la formation d’agrégats li€s par des

ponts disulfures (Figure 22).

1. La formation de complexes E1E2 natifs

En I’absence de réactifs immuns appropriés, il est difficile de distinguer les glycoprotéines
qui suivent la voie productive de repliement et d’assemblage de celles qui suivent la voie non
productive conduisant au mauvais repliement et & I’agrégation. Afin de pouvoir faire cette
distinction, un anticorps monoclonal dépendant de la conformation (H2) qui permet de précipiter
uniquement I’hétérodimere E1E2 non covalent a été produit dans le laboratoire (Deleersnyder, et
al. 1997). 11 a été montré que cet anticorps reconnait effectivement un complexe non-covalent
dont la cinétique d’assemblage est lente (T1/2=2h). Sa résistance aux protéases ainsi que son
absence d’interaction avec le chaperon CNX (voir paragraphe E.3., page 71) suggerent que

I’anticorps H2 reconnait le complexe glycoprotéique de « prébourgeonnement ».



Figure 22: Les deux voies de repliement et d'assemblage des glycoprotéines
du VHC en complexes, (Dubuisson et al., 1994, Dubuisson et Rice, 1996,
Deelersnyder et al., 1997).
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Contrairement a la souche BK du VHC chez laquelle le clivage E2/p7 est efficace, une partie des
complexes non-covalents formés chez la souche H contient la glycoprotéine E2 sous sa forme
E2-p7 (Dubuisson, et al. 1994). Une inefficacité similaire dans le clivage de E2/p7 est retrouvée
chez les pestivirus, mais la forme E2-p7 n’est pas détectée a la surface des virions métures
(Elbers, et al. 1996, Lin, et al. 1994a). Néanmoins, méme si les hétérodimeres E1E2p7 du
VHC correctement repliés sont reconnus par I’anticorps H2, rien ne prouve encore que ces
complexes soient présents a surface des particules virales néoformées (Deleersnyder, et al.
1997).

En plus d’une interaction des glycoprotéines du VHC entre elles, il a ét€ montré qu’elles
peuvent interagir avec d’autres protéines du VHC. En effet, grice a des expériences
d’immunoprécipitation, une interaction des protéines de capside et NS2 avec les glycoprotéines
El et E2 ont été mises en évidence (Lo, et al. 1996, Selby, et al. 1994). Dans notre laboratoire,
il a aussi été€ observé une coprécipitation de ces mémes protéines (C et NS2) avec El et E2,
cependant ces protéines n’interagissent pas avec la forme native du complexe E1E2 (Dubuisson,

1999, sous presse).

2. Les séquences impliquées dans 1”association des glycoprotéines El et E2 en

hétérodimeéres

Lorsque des formes tronquées de El1 et E2 dépourvues de leurs domaines
transmembranaires sont coexprimées, elles interagissent entre elles pour former des complexes
sécrétés dans le surnageant des cellules infectées (Hussy, et al. 1996, Matsuura, et al. 1994,
Michalak, et al. 1997). Ces résultats suggerent que les séquences importantes pour 1’interaction
des glycoprotéines du VHC en hétérodimeres se situent dans leur ectodomaine. Un argument
supplémentaire de cette interaction médiée par les ectodomaines a été€ donné par Yi et coll. qui
ont identifi€ ces séquences par far-Western blotting et pull-down (Y1, et al. 1997a). En effet, ces
auteurs ont montré que des séquences N-terminales des glycoprotéines E1 et E2 sont a I’origine
de leur association. Cependant, ces résultats ont été observés dans le contexte de formes
tronquées de ces glycoprotéines virales, dont I’état de repliement n’a pas été caractérisé. Or,
comme nous I’avons déja mentionné, les glycoprotéines du VHC ont tendance a former des
agrégats (Dubuisson, et al. 1994), il est donc possible que les séquences identifiées par Yi et
coll. soient des domaines d’interactions non productives conduisant a la formation d’agrégats.
Des études plus récentes dans notre laboratoire nous ont permis d’éclaicir ce point. Ainsi, notre
équipe a montré a ’aide d’anticorps spécifiques que des formes tronquées de El et E2,
dépourvues de leurs domaines transmembranaires, interagissent entre elles pour former des
agrégats et non des complexes natifs (Michalak, et al. 1997).

Il a également été montré que des délétions C-terminales de la glycoprotéine E2 ou le

remplacement de son domaine transmembranaire par celui d’une autre protéine conduisent a
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I’absence de la formation de complexes E1E2 (Cocquerel, et al. 1998, Michalak, et al. 1997).
Ces résultats semblent indiquer que les domaines transmembranaires des glycoprotéines du
VHC interagissent entre eux pour stabiliser les complexes E1E2. Ces résultats n’excluent
cependant pas la présence d’interactions au niveau des ectodomaines des protéines matures.

Récemment, L. Cocquerel a montré que la mutation de résidus chargés, présents au niveau des
domaines transmembranaires de E1 et de E2 conduisait a la quasi-disparition de la formation des
complexes natifs (Cocquerel, et al. soumis pour publication). Ces résultats sont en faveur d'une
implication des domaines transmembranaires des glycoprotéines du VHC dans I'oligomérisation

du complexe E1E2.

3. La formation d’agrégats

Comme nous 1’avons déja mentionné, il apparait que la formation des complexes E1E2 est
lente. Cette lenteur dans I’assemblage des glycoprotéines du VHC peut étre attribuée a une
inefficacité de repliement, étant donné que la majorité des protéines synthétisées forment des
agrégats (Deleersnyder, et al. 1997). Ceci ne semble pas étre di & des mutations introduites
durant la synthése de I’ADN complémentaire ou a des amplifications par PCR du clone
d’origine utilisé dans nos expériences. En effet, des résultats similaires ont ét€ observés avec un
virus recombinant de la vaccine qui exprime les protéines de structure d’un clone infectieux
récemment caractérisé (Kolykhalov, et al. 1997, Dubuisson et Rice, résultats non publiés).
Cette tendance a l’agrégation pourrait également &tre due au haut niveau d’expression des
protéines par les vecteurs hétérologues utilisés, ou encore & des effets indésirables du vecteur
sur la physiologie de la cellule. Cependant, ['utilisation d’un systéme d’expression non viral
(cellules UHCV-11.4., Moradpour, et al. 1998) qui permet d’atteindre des taux d’expression
plus faibles a aussi montré que 1’agrégation était toujours présente (Dubuisson et Moradpour,
résultats non publiés). Ces résultats suggérent que cette propension a former des agrégats
pourrait étre une propriété intrinséque des glycoprotéines du VHC, comme nous le verrons dans

le paragraphe E.4. (page 79, Dubuisson, 1999, sous presse).

D. La localisation subcellulaire des protéines du VHC

Dans nos systemes d'expression utilisés pour synthétiser les protéines du VHC, le
complexe glycoprotéique natif E1E2 est retenu dans le RE (Deleersnyder, et al. 1997). Cette
rétention est sans doute nécessaire pour ’étape de bourgeonnement viral. En effet, chez les
flavivirus, les virions enveloppés apparaissent dans des vésicules intracellulaires, probablement
des modifications du RE, et sont relarguées de la cellule infectée en suivant la voie d’exocytose
(Griffiths and Rottier 1992, Pettersson 1991).
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Les hétérodimeres matures du VHC n’interagissent pas avec le chaperon CNX (Deleersnyder, et
al. 1997), ce qui suggere qu'ils sont retenus dans le RE, non pas par !'intervention du contrdle
de qualité, mais plutot par un ou plusieurs signaux de rétention spécifiques. En outre, par la
construction de protéines chimériques entre les glycoprotéines du VHC et une protéine
normalement exportée a la surface cellulaire (CD4 ou CDS8), il a ét€ montré que les domaines
transmembranaires de El et de E2 sont impliqués dans la rétention stricte au niveau du RE
(Cocquerel, et al. 1999, Cocquerel, et al. 1998, Duvet, et al. 1998). En effet, il s’est avéré que
les chimeres des protéines CD4 et CD8 possédant les domaines transmembranaires de E1 ou de
E2 demeurent dans le compartiment réticulaire.

Plus récemment dans notre laboratoire, L. Cocquerel a muté les acides aminés chargés présents
au milieu des domaines transmembranaires des glycoprotéines E1 et E2 (Cocquerel, et al.,
soumis pour publication). Le remplacement de ces résidus par une alanine a conduit &
Pexportation en surface des chimeres CD4-E1 et CD4-E2 normalement retenues dans le RE.
Ces résultats mettent en évidence 1'importance de ces résidus chargés pour la rétention au niveau
du RE. 1l faut cependant noter que d'autres fonctions des domaines transmembranaires de E1 et
de E2 étaient également perturbées par ces mutations. En effet, celles-ci provoquaient une
perturbation de l'assemblage du complexe E1E2 et altéraient la fonction séquence signal
présente dans la moiti€ C-terminale de ces domaines. Ces données suggerent que ces résidus

chargés sont probablement importants pour la structure de ces domaines.

E. Le repliement des glycoprotéines du VHC

L efficacité¢ de repliement des protéines dépend de leur répartition entre la voie productive
conduisant a I’apparition de molécules natives et la voie non productive, qui conduit au mauvais
repliement et a ’agrégation (Nilsson and Anderson 1991a).

Dans le cas du VHC, notre équipe a pu montrer que les glycoprotéines E1 et E2 correctement repliées
interagissent pour former un hétérodimere stabilisé par des interactions non-covalentes (Deleersnyder,
et al. 1997, Dubuisson, et al. 1994). Cependant, la formation de ces complexes caractéristiques de la
voie productive est lente (T,,=2h) et inefficace (environ 5% des complexes E1E2 sont concernés).
C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a identifier les étapes qui pourraient &tre limitantes dans

la formation de ces complexes natifs.
1. La formation des ponts disulfures intramoléculaires
Le RE est le siege d’un potentiel oxydo-réducteur suffisamment oxydant pour assurer la

formation des ponts disulfures des protéines en voie de repliement . C’est dans ces conditions

que les foldases telles que PDI peuvent jouer leur role de catalyseur de formation et
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d’isomérisation des ponts disulfures, afin d’aider les protéines dans leur repliement. Comme la
plupart des protéines cellulaires, les glycoprotéines E1 et E2 du VHC possédent des résidus de
cystéines (respectivement 8 et 20 résidus, Daemer, et al. résultats non publiés). En conditions
non réductrices, et aprés migration en SDS-PAGE, la formation des ponts disulfures
intramoléculaires se caractérise par une augmentation de la mobilité des protéines, dont la
conformation est alors plus compacte (Doms, et al. 1993). Ainsi, J. Dubuisson a montré que la
formation des ponts disulfures de la glycoprotéine E1 est trés lente (T,,>1h) alors qu’elle
apparait compléte pour E2, suite au clivage E2/NS2 (T,,=15 min) (Dubuisson and Rice 1996).
Ces résultats suggeérent que le repliement « disulfide-dépendant » de E1 est limitant pour la
formation des hétérodimeres non-covalents. Cependant, des expériences de cinétique de
repliement de la glycoprotéine E2 a I’aide de I’anticorps H2 (conformation-dépendant anti-E2)
indiquent que sa forme native apparait tardivement (T,,=2h) (Deleersnyder, et al. 1997). Par
conséquent, le repliement de E2 semble aussi étre lent, mais cette fois-ci la cause de cette lenteur
serait due a une étape limitante ultérieure a la formation des ponts disulfures intramoléculaires.

Récemment, des anticorps monoclonaux humains dirigés contre la glycoprotéine E2 ont permis
de montrer que des épitopes dépendants de la conformation peuvent se former plus précocément
que celui qui est reconnu par notre anticorps H2 (Habersetzer, et al. 1998). Ces résultats
suggerent que des sous-domaines peuvent se former rapidement, et en corrélation avec
’acquisition des ponts disulfures intramoléculaires. En outre, la reconnaissance d'agrégats par
ces anticorps indique qu’un certain état de repliement existe au sein des complexes

glycoprotéiques de la voie d’assemblage non-productive.

2. Le repliement de E1 est dépendant de la coexpression de E2

Dans notre laboratoire, nous nous sommes intéressés au repliement des glycoprotéines du
VHC exprimées seules. Ainsi, nous avons comparé la cinétique de repliement des
glycoprotéines El et E2 exprimées seules ou coexprimées. Nous avons pu montrer qu’en
I’absence de la glycoprotéine E2, la glycoprotéine E1 était incapable d’atteindre sa forme
oxydée, qui correspond a une forme de repliement proche de I’état natif (Michalak, et al. 1997).
Inversement, le repliement de E2 n’était en aucun cas influencé par I’absence de la glycoprotéine
E1l, comme I’ont montré les résultats des immunoprécipitations par 1’anticorps H2, dépendant
de la conformation.

Ces résultat suggerent que 1’association rapide de la glycoprotéine E2 (ou de son précurseur E2-
NS2) avec la glycoprotéine El protege cette derniere des interactions non-productives
susceptibles de la conduire vers la voie de formation des agrégats. Par conséquent, la
glycoprotéine E2 semble exercer un rdle de chaperon nécessaire au repliement correcte de El.
Un r6le similaire avait déja ét€ montré chez le virus de ’encéphalite japonaise (Konishi and

Mason 1993). En effet, les auteurs avaient observé qu’une cosynthese de la protéine prM était
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requise au bon repliement, a 1’association membranaire et a ’assemblage de la protéine

d’enveloppe virale E.

3. Le role des chaperons dans le repliement des glycoprotéines E1 et E2 du VHC

Outre les enzymes de repliement ou foldases que nous avons mentionnées, le RE contient
des chaperons moléculaires tels que BiP, grp94, CNX (calnexine) et CRT (calréticuline). Leur
role dans le repliement des glycoprotéines a largement été étudié (voir chapitre II), et ces
chaperons font partie du contrdle de qualité des protéines qui transitent dans le RE.

1l est maintenant clairement établi que le chaperon CNX s’associe spécifiquement et de fagcon
prolongée avec les glycoprotéines incomplétement repliées ou non-assemblées. Des travaux
menés dans notre laboratoire ont mis en évidence l'interaction de ce chaperon avec les
glycoprotéines du VHC (Dubuisson and Rice 1996). Ainsi, I’association rapide de la CNX avec
les glycoprotéines E1 et E2 (ou E2-NS2) semble suivie d’une dissociation lente. De plus, la
CNX interagit avec les formes oxydées de ces glycoprotéines, suggerant qu’une é&tape
supplémentaire dans le repliement ou I’assemblage de ces protéines est nécessaire pour leur
dissociation de ce chaperon. Il est a noter que I’oxydation de tous les ponts disulfures d’une
protéine ne veut pas forcément dire qu’elle a atteint sa forme native.

Bien que chacune des glycoprotéines du VHC semble interagir indépendamment avec la CNX,
cette derniere a aussi pu €tre coprécipitée avec des complexes E1E2 (Dubuisson et Rice, 1996).
Néanmoins, les glycoprotéines du VHC reconnues par I'anticorps H2 (qui dépend de la
conformation) ne présentent pas d’interaction avec la CNX, suggerant que les glycoprotéines du
VHC se dissocient de ce chaperon lorsqu’elles ont atteint leur conformation native
(Deleersnyder, et al. 1997).

Ces résultats préliminaires nous ont conduit a approfondir la caractérisation de I’interaction de la
CNX ainsi que d’autres chaperons du RE avec les glycoprotéines El et E2, et ainsi d’analyser
I’incidence de ces chaperons sur ’efficacité de repliement et d’assemblage de ces glycoprotéines
virales. Ces travaux ont fait ’objet d’un article paru dans Journal of Virology, sous le titre
« Involvement of Endoplasmic Reticulum Chaperones in the Folding of
Hepatitis C Virus Glycoproteins », vol. 72, N°5, p. 3851-3858, (1998).
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The hepatitis C virus (HCV) genome encodes two envelope glycoproteins (E1 and E2) which interact
noncovalently to form a heterodimer (E1-E2). During the folding and assembly of HCV glycoproteins, a large
portion of these proteins are trapped in aggregates, reducing the efficiency of native E1-E2 complex assembly.
To better understand this phenomenon and to try to increase the efficiency of HCV glycoprotein folding,
endoplasmic reticalum chaperones potentially interacting with these proteins were studied. Calnexin, calre-
ticulin, and BiP were shown to interact with E1 and E2, whereas no interaction was detected between GRP9%4
and HCV glycoproteins. The association of HCV glycoproteins with calnexin and calreticulin was faster than
with BiP, and the kinetics of interaction with calnexin and calreticulin were very similar. However, calreticulin
and BiP interacted preferentially with aggregates whereas calnexin preferentially associated with monomeric
forms of HCV glycoproteins or noncovalent complexes. Tunicamycin treatment inhibited the binding of HCV
glycoproteins to calnexin and calreticulin, indicating the importance of N-linked oligosaccharides for these
interactions. The effect of the co-overexpression of each chaperone on the folding of HCV glycoproteins was also
analyzed. However, the levels of native E1-E2 complexes were not increased. Together, our data suggest that
calnexin plays a role in the productive folding of HCV glycoproteins whereas calreticulin and BiP are probably

involved in a nonproductive pathway of folding.

Hepatitis C virus (HCV) is a positive-strand RNA virus
which belongs to the Flaviviridae family (16). 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 (39). Cleavages of this polyprotein are co- and
posttranslational and generate at least 10 polypeptides includ-
ing 2 glycoproteins, E1 and E2 (54). Since the molecular clon-
ing of HCV (4), characterization of its genomic organization
and expression has progressed rapidly. However, despite this
progress, data on the HCV life cycle remain scarce. This is due
to the poor replication of HCV in cell culture.

HCV glycoproteins E1 and E2 interact to form complexes
(10, 20, 34, 53). Characterization of HCV glycoprotein com-
plex formation indicates that a majority of these proteins are
misfolded aggregates (6, 10). Since analysis of HCV glycopro-
tein assembly in viral (10) and nonviral (11) expression systems
showed similar results, this tendency toward aggregation does
not seem to be due to abnormally high-level production driven
by the viral expression systems used. This suggests that their
tendency toward aggregation could be an intrinsic property of
HCYV glycoproteins. Recently, we produced a monoclonal an-
tibody (MAb) which recognizes properly folded E2 and pre-
cipitates native HCV glycoprotein complexes but not mis-
folded aggregates (6). We have shown that properly folded E1
and E2 interact to form a heterodimer stabilized by noncova-
lent interactions. Formation of stable E1-E2 complexes is slow
(t1, =~ 2 h) because of the slow folding of these proteins.
Indeed, formation of intramolecular disulfide bonds is slow for
El (¢, > 1 h) (12), and unidentified events following the
acquisition of intramolecular disulfide bonds limit the folding
of E2 (6, 12, 21 42). In addition, E1 expressed in the absence
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of E2 does not fold properly, suggesting that E2 plays a chap-
erone-like role in the folding of E1 (42).

The lack of an efficient system for cell culture replication has
so far hampered our understanding of HCV particle assembly.
However, the absence of complex glycans, the localization of
expressed HCV glycoproteins in the endoplasmic reticulum
(ER) (10, 53), and the absence of these proteins on the cell
surface (10, 61) suggest that initial virion morphogenesis may
occur by budding into intracellular vesicles. More recently, we
have confirmed that mature E1-E2 heterodimers do not leave
the ER (6), and an ER retention signal has been identified in
the C-terminal 29 amino acids of E2 (5).

Folding into a three-dimensional structure in the cell pre-
sents a polypeptide chain with some obstacles. First, the nas-
cent polypeptide chain is gradually exposed as it emerges from
the ribosome during trapslation or from the membrane during
translocation. Second, many polypeptides are assembled into
oligomeric complexes in vivo. Finally, they must fold in a con-
centrated protein solution that presents many opportunities
for inappropriate associations. To overcome these hurdles, the
cell expresses molecular chaperones and enzymes responsible
for preventing misassociations and facilitating proper folding
under intracellular conditions. The ER is a specialized com-
partment devoted to the maturation of membrane and secre-
tory proteins (23). Along with folding enzymes, such as protein
disulfide isomerases and prolyl cis-frans isomerases (19), the
ER contains chaperones including immunoglobulin heavy-
chain binding protein (BiP or GRP78) (24), GRP9%4 (28), cal-
nexin (1), and calreticulin (47, 51, 63).

BiP is a soluble member of the heat shock protein 70
(HSP70) family of chaperones (46), which has been shown to
associate transiently with folding intermediates of many viral
membrane proteins (13, 18, 27, 36). GRP94 is a member of the
heat shock protein 90 (HSP90) family of chaperones (28).
Based on its association with unassembled oligomeric protein
substrates, such as immunoglobulin chains, major histocompat-
ibility complex class II molecules, and a mutant form of the



3852 CHOUKHI ET AL.

herpes simplex virus type 1 glycoprotefn B, it has been pro-

posed that GRP94 acts as a molecular chaperone (40, 41, 48,

58). Calnexin ahd calreticulin bind selectively and transiently

to newly synthesized glycoproteins (22, 50, 51, 63). Their pref-.

erence for glycoproteins is based on a lectin-like affinity for
monoglucosylated N-linked oligosaccharides (Glc,Man,Glc
NAc,) (22, 26, 51, 64). The binding of substrate glycoproteins
to and release from calnexin and calreticulin depend on trim-
ming and reglucosylation of the N-linked glycans (22, 26). The
monoglucosylated oligosaccharides are generated by trimming
the two outermost glucose residues from the core oligosaccha-
rides (31). Glucosidase 1 removes the first of the three glu-
coses, and glucosidase II removes the second and eventually
the third. Monoglucosylated glycans can also be generated by
UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase, a luminal en-
zyme which adds a glucose residue to glucose-free, high-man-
nose chains of incompletely folded glycoproteins (59, 60). In a
recent model (22, 51), the three enzymes, together with cal-
nexin and calreticulin, provide an ER-specific folding and re-
tention machinery. Calnexin and calreticulin are referred to as
molecular chaperones, but there is little direct data that they
actually influence the folding of glycoprotein substrates. A
recent report suggests that calnexin, at least, could act exclu-
sively as a lectin (66).

In this study, we investigated the interactions of ER chap-
erones with HCV glycoproteins. We showed that BiP, calnexin,
and calreticulin interact with E1 and E2, whereas no interac-
tion could be identified between GRP94 and HCV glycopro-
teins. The kinetics of association of HCV glycoproteins with
calnexin, calreticulin, and BiP were determined. The effect of
glycosylation inhibitors such as tunicamycin and castanosper-
mine (CST) on chaperone binding and folding was also stud-
ied. In addition, vaccinia virus recombinants expressing calnex-
in, calreticulin, or BiP were constructed and used to coexpress
them with E1 and E2 and to analyze the effects of the overex-
pression of each chaperone on the folding of HCV glycopro-
teins.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture. The HepG2, CV-1, BHK-21, and 143B (thymidine kinase-defi-
cient) cell lines were obtained from the American Type Culture Collection,
Rockville, Md. Cell monolayers were grown in alpha Eagle’s minimal essential
medium (alpha MEM; BHK-21) or Dulbecco’s modified MEM (HepG2, CV-1,
and 143B), both supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS).

Plasmid constructs. Plasmids expressing ER chaperones were constructed by
standard methods (57). Sequences encoding calnexin (52), calreticulin (14), and
BiP (32) were amplified by PCR to position a 5’ Neol (calnexin and calreticulin)
or AfIIII (BiP) site and a 3’ Xhol site. The PCR products were digested with Ncol
and Xhol or with AfIIII and Xhol and cloned into pTM1 (44) to obtain plasmids
pTM1/CNX (calnexin), pTM1/CRT (calreticulin), and pTM1/BiP. BiP expressed
from pTM1/BiP contains two additional amino acids (Met and Leu) at the N
terminus of its signal sequence. The regions of these plasmids amplified by PCR
were verified by sequencing.

Generation and growth of viruses. Vaccinia virus recombinants were gener-
ated by homologous recombination essentially as described previously (29) and
plaque purified twice on thymidine kinase-deficient 143B cells under bromode-
oxyuridine selection (50 pg/mi). Stocks of vIF7-3 (a vaccinia virus recombinant
expressing the T7 DNA-dependent RNA polymerase) (17), the wild-type vac-
cinia virus Copenhagen strain and its thermosensitive #7 derivative (9), and
vaccinia virus recombinants were grown and subjected to titer determination on
CV-1 monolayers.

Vaccinia virus-HCV recombinants vHCV1-1488 (expressing C-E1-E2-p7-
NS2-NS3;4,), VHCV170-809 (expressing E1-E2-p7), vHCV371-809 (expressing
E2-p7), and vHCV1-383 (expressing C-E1) (15, 20, 42) and a vaccimia virus
recombinant generated by recombination with pTM1 lacking a foreign sequence
(vpTM1 [38]) have been described previously.

Antibodies. Anti-HCV E1 (A4) and E2 (All and H2) MAbs have been
described previously (6, 10) and were produced in vitro by using a MiniPerm
apparatus (Heraeus) as recommended by the manufacturer. Anti-BiP antibodies
were purchased from Stress Gen (MAb 10C3; SPA-827) and Affinity Bioreagents
(PA1-014) or kindly provided by M.-G. Gething (University of Texas, Dallas,
Tex.). Anti-calreticulin antibodies were supplied by Affinity Bioreagents (PA3-
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900) or kindly provided by M. Michalak (University of Alberta, Edmonton,
Canada). Anti-GRP94 rat MAb (SPA-850) and anti-calnexin antibodies (SPA-
860) were supplied by Stress Gen.

Metabolic labeling and i precipitation. Subconfluent monolayers in
35-mm dishes were infected with the appropriate recombinant at a multiplicity of
infection of 5 to 10 PFU per cell. After 1 h at room temperature, medium
containing 5% FBS was added. Between 4 and 4.5 h postinfection, monolayers
were washed once with prewarmed medium lacking methionine and cysteine and
incubated in the same medium for an additional 30 min. Infected cells were then
pulse-labeled for 5 or 15 min with 100 nCi of **S-protein labeling mix (Dupont,
NEN) per mi. The cells were washed twice with prewarmed medium containing
a 10-fold excess of both methionine and cysteine and then subjected to a chase
for various times. The cells were then lysed with 0.5% Triton X-100 in 20 mM
Tris-Cl (pH 7.5)-150 mM NaCl-2 mM EDTA (TBS). Iodoacetamide (20 mM)
was included in the lysis buffer for experiments in which disulfide bond formation
was being investigated. Cell lysates were clarified by centrifugation in an Eppen-
dorf centrifuge for 5 min at 4°C. In steady-state labeling, the cells were labeled,
at 4 h postinfection, with 50 uCi of 3*S-protein labeling mix per ml in medium
containing 1/40 the normal concentration of methionine and 2% FBS.

Immunoprecipitations were carried out as described previously (12). A 6-ul
portion of rabbit anti-mouse immunoglobulin G IgG (Dako) was incubated with
protein A-Sepharose (Pharmacia-LKB) for 1 h at 4°C in TBS containing 0.2%
Triton X-100 (TBS-T). This step was omitted when polyclonal antibodies were
used. The beads were then incubated with 10 ul of MAb or polyclonal antibody,
followed by the antigen (each step was performed for 1 h at 4°C). Between each
step, the beads were washed once with TBS-T. After the last step, they were
washed three times with TBS-T and once with TBS. The precipitates were then
boiled for 5 min in sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) sample buffer (under nonreducing conditions, B-mercaptoethanol
was omitted) and run on a 10 or 12% polyacrylamide gel (33). After electro-
phoresis, the gels were treated with sodium salicylate (3), dried, and exposed at
—70°C to preflashed Hyperfilm-MP (Amersham). **C-methylated protein mo-
lecular mass markers were purchased from Amersham. For quantitative exper-
iments, the gels were analyzed with a PhosphorImager (Molecular Dynamics).
3-{(Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS) and
digitonin (1%; Bochringer Mannheim Biochemicals) were used instead of Triton
X-100 to solubilize the cells in some experiments. For detection of interactions
between BiP and HCV glycoproteins, lysis buffer lacking EDTA was supple-
mented with apyrase (20 U/ml; Sigma) to deplete the medium of ATP. In some
experiments, the cells were treated with tunicamycin (Boehringer Mannheim) or
CST (Boehringer Mannheim). Tunicamycin (5 pg/ml) or CST (1 mM) was
present during the methionine and cysteine deprivation, the pulse, and the chase.

Western blotting. Analysis of proteins bound to nitrocellulose membranes
(Hybond-ECL; Amersham) was performed by using enhanced chemilumines-
cence detection (Amersham) as recommended by the manufacturer. Briefly,
after separation by SDS-PAGE, proteins were transferred to nitrocellulose mem-
branes by using a Trans-Blot apparatus (Bio-Rad) and revealed with specific
antibodies (dilution, 1/1,000) followed by goat anti-mouse or swine anti-rabbit
immunoglobulin conjugated to horseradish peroxidase (dilution, 1/1,000; Dako).

RESULTS

Identification of ER chaperones interacting with HCV gly-
coproteins. Recently, we reported that calnexin transiently as-
sociates with HCV glycoproteins (12). To analyze the potential
role of other ER chaperones in early steps of HCV glycopro-
tein folding, cells infected with a vaccinia virus recombinant
expressing a truncated form of HCV polyprotein ending after
the serine protease domain of NS3 were pulse-labeled for 15
min, lysed, and immunoprecipitated with anti-BiP, anti-calnex-
in, anti-calreticulin, or anti-GRP94 antibodies. In addition to
other unidentified proteins also present in the control, two
HCYV proteins, E1 and a precursor of E2 (E2-NS2), coprecipi-
tated with BiP, calnexin, and calreticulin but not with GRP9%
(Fig. 1). The absence of coprecipitation of HCV glycoproteins
with GRP94 was confirmed by immunoprecipitation with an-
ti-E1 or anti-E2 MAbs followed by Western blotting with a
GRP%4-specific antibody (data not shown). The stability of
potential interactions between HCV glycoproteins and GRP%4
could be influenced by the detergent used, and, in addition to
Triton X-100, other mild detergents (CHAPS and digitonin)
were tested to lyse the cells. However, none of these detergents
allowed us to detect interactions between GRP94 and HCV
glycoproteins (data not shown), suggesting that GRP94 is not
involved in the folding of HCV glycoproteins or that the
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FIG. 1. Coprecipitation of HCV glycoproteins with ER chaperones. BHK-21
cells were coinfected with vIF7-3 and vHCV1-1488 (lanes V) or vIF7-3 and
vpTM1 (M). At 4.5 h postinfection, infected cells were labeled for 15 min with
[**SImethionine and lysed with Triton X-100. Cell lysates were used for immu-
noprecipitation with anti-E1 (control A4), anti-calnexin (CNX), anti-calreticulin
(CRT), anti-BiP, or anti-GRP94 antibodies. Inmunoprecipitates were analyzed
by SDS-PAGE (10% polyacrylamide). The sizes (in kilodaltons) of molecular
mass markers are indicated on the left.

GRP94-E1 and GRP94-E2 complexes are labile in our exper-
imental conditions.

Interactions between HCV glycoproteins and BiP were also
studied by immunoprecipitation with anti-HCV glycoprotein
MADs followed by Western blotting with an anti-BiP antibody.
As shown in Fig. 2, interactions between BiP and HCV glyco-
proteins were confirmed when HCV glycoproteins were pre-
cipitated with conformation-insensitive MAbs A4 (anti-E1)
and All (anti-E2) but not with our conformation-sensitive
MADb H2. This was expected since MAb H2 recognizes prop-
erly folded E2 and precipitates native HCV glycoprotein com-
plexes but not misfolded aggregates (6). Cell lysis was also
performed in the presence of excess ATP (Fig. 2). In this case,
coprecipitation of BiP with HCV glycoproteins was dramati-
cally reduced. This latter result is in agreement with previous
data showing that the addition of ATP to cell extracts causes
the disruption of BiP-substrate complexes (45).

Interactions between HCV glycoproteins and calreticulin
were studied as above by immunoprecipitation with anti-HCV
glycoprotein MAbs followed by Western blotting with an anti-
calreticulin antibody. However, since this chaperone migrates
close to the immunoglobulin heavy chain, the two bands could
not be resolved (data not shown).

Kinetics of HCV glycoprotein association with calnexin, cal-
reticulin, or BiP. To determine the rate of HCV glycoprotein
interactions with calnexin, calreticulin, or BiP, pulse-chase ex-
periments were performed, cell lysates were immunoprecipi-
tated with anti-calnexin, anti-calreticulin, or anti-BiP antibod-
ies, and the coprecipitated HCV glycoproteins were quantified
(Fig. 3). The maximum amounts of E1 and E2 that coprecipi-
tated with anti-calnexin or anti-calreticulin antibodies were
reproducibly observed during the pulse-labeling, suggesting
that HCV glycoproteins associate rapidly with these chaper-

A4 All H2 A4 All H2 BiP
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FIG. 2. Westemn blotting analysis of the interaction between BiP and HCV
glycoproteins. BHK-21 cells were coinfected with VIF7-3 and vHCV1-1488 (V)
or VIF7-3 and pTM1 (M). At 5 h postinfection, infected cells were lysed with
Triton X-100 in buffer containing or lacking 1 mM ATP. Cell lysates were used
for immunoprecipitation with anti-E1 (MAb A4), anti-E2 (MAb A1l and H2) or
anti-BiP antibodies. Immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE (10%
polyacrylamide) and revealed by Western blotting with an anti-BiP MAb.
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FIG. 3. Kinetics of HCV glycoprotein association with calnexin, calreticulin,
and BiP. BHK-21 cells coinfected with vHCV170-809 and vIF7-3 were pulse-
labeled for 5 min with [**S}methionine and chased for the indicated times. Cell
lysates were used for immunoprecipitation with anti-BiP, anti-calnexin, or anti-
calreticulin antibodies. Proteins were separated by SDS-PAGE, and quantifica-
tions of HCV glycoproteins coprecipitated with chaperones were performed with
a PhosphorImager.

ones. The intensity of labeled HCV glycoproteins associated
with calnexin and calreticulin decreased rapidly during the first
30 min of the chase and then decreased slowly until the end of
the chase (Fig. 3). Although the kinetics of association between
HCYV glycoproteins and calnexin or calreticulin were very sim-
ilar, the maximum amounts of HCV glycoproteins that copre-
cipitated after 2 h of chase were smaller for calreticulin. In-
deed, only about 20% (E1) and 30% (E2) of the maximum
amounts of HCV glycoproteins that coprecipitated with anti-
calreticulin antibody were still detected after 2 h of the chase,
compared to about 30% (E1) or 50% (E2) of the amounts that
coprecipitated with anti-calnexin antibody at the same time.
The maximum amount of E2 that coprecipitated with anti-BiP
antibody was reproducibly observed after a 10-min chase (Fig.
3), suggesting that E2 associates more slowly with BiP than
with calreticulin or calnexin. The intensity of labeled E2 asso-
ciated with BiP decreased very slowly until the end of the
chase. The amount of E1 associated with BiP was small and
remained rather constant until the end of the chase. The max-
imum amounts of E2 that coprecipitated with the chaperones
reached about 75% of the total labeled protein for calnexin
and calreticulin and 70% for BiP. The maximum amounts of
E1 that coprecipitated with calnexin, calreticulin, and BiP were
about 40, 20, and 10%, respectively.

Since a large portion of HCV glycoproteins is involved in
nonproductive interactions leading to the formation of large
aggregates, we analyzed whether some of these ER chaperones
would preferentially bind to such aggregates. However, to re-
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FIG. 4. Analysis of HCV glycoproteins associated with BiP, calnexin (CNX),
and calreticulin (CRT) under nonreducing conditions. BHK-21 cells coinfected
with vTF7-3 and vFHICV1-1488 were pulse-labeled for 15 min with [*S]methi-
onine, chased for 10 min, and lysed with Triton X-100. Cell lysates were used for
immunoprecipitation with anti-chaperone antibodies, and proteins associated
with these chaperones were released by heating for 5 min at 37°C in 0.5%
Nonidet P-40 and reprecipitated with MAb A4 (anti-E1). Immunoprecipitates
were analyzed by SDS-PAGE (10% polyacrylamide) under reducing (R) or
nonreducing (NR) conditions. Agg, aggregates.

duce the background due to the coprecipitation of other la-
beled proteins, proteins associated with ER chaperones were
released by a mild treatment as previously described (12) and
HCV proteins were reprecipitated with anti-E1 or anti-E2 an-
tibodies. Under nonreducing conditions, HCV glycoproteins
associated with calnexin were revealed as monomeric bands
corresponding to E1 and E2 whereas those associated with
calreticulin and BiP antibodies were aggregates (Fig. 4 and
data not shown). Similar results were observed at different
times of the chase (data not shown). This suggests that proteins
recognized by these three chaperones are not in the same state
of folding.

Both E1 and E2 interact with ER chaperones. Since the
HCV glycoproteins E1 and E2 interact to form E1-E2 com-
plexes (10), coprecipitation of E1 or E2 with anti-chaperone
antibodies could reflect an interaction with either or both gly-
coproteins (or an unlabeled cell component). The ability of
each glycoprotein to interact with calnexin, calreticulin, or BiP
was analyzed by immunoprecipitation of cells infected by vac-
cinia virus recombinants expressing E1 or E2 alone. As shown
in Fig. 5, E1 expressed in the absence of E2 coprecipitated with
anti-calnexin, anti-calreticulin, or anti-BiP antibodies. Simi-
larly, E2 expressed in the absence of E1 coprecipitated with the
same anti-chaperone antibodies. These results suggest that
each of the HCV glycoproteins can interact with these three
chaperones. However, when E1 and E2 were coexpressed, BiP
and calreticulin interacted with disulfide-bond complexes com-
posed of E1 plus E2 (Fig. 4, NR). Monomeric forms of E1 or
E2 can interact with calnexin early after their synthesis,
whereas E1-E2 complexes are observed later during the chase
(12). E1-E2 complexes associated with calnexin are detected
after 10 or 15 min of the chase (Fig. 4; data not shown),
whereas complexes recognized by MAb H2 start to be detected
after 45 or 60 min of the chase (reference 6 and data not
shown), indicating that noncovalent E1-E2 complexes can be
formed before the proteins acquire their final state of folding.

Folding of HCV glycoproteins and association with ER
chaperones in the presence of tunicamycin and CST. Although
‘protein-protein interactions cannot be excluded (30, 35, 62),
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FIG. 5. Interaction of calnexin (CNX), BiP, or calreticulin (CRT) with HCV
glycoprotein E1 (A) or E2 (B) expressed alone. BHK-21 cells were coinfected
with vIF7-3 and vHCV1-383 (V, panel A) or VHCV371-809 (V, panel B) or
vpTM1 (M). At 4 h postinfection, the cells were labeled for 15 min with [**S]me-
thionine and Iysed with Triton X-100. Cell lysates were used for immunoprecipi-
tation with anti-chaperone (CNX, BiP, and CRT), anti-E1 (MAb A4), or anti-E2
(MAD Al1) antibodies. The immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE.
The sizes (in kilodaltons) of molecular mass markers are indicated on the left.

recent studies have confirmed that calnexin and calreticulin
bind monoglucosylated N-linked oligosaccharides (55, 64). Tu-
nicamycin blocks core glycosylation of nascent glycoprotein
precursors. Therefore, we studied the effect of tunicamycin on
the interactions of HCV glycoproteins with calnexin and cal-
reticulin. In the presence of tunicamycin, E1 and E2 had an
increased mobility due to the absence of N glycosylation, as
previously described (15), and coprecipitation of HCV glyco-
proteins with calnexin or calreticulin was blocked (Fig. 6).
When analyzed under nonreducing conditions, HCV glycopro-
teins from tunicamycin-treated cells formed large aggregates
(data not shown). In addition, when our conformation-sensi-

[A] [ENX] [CRT]

FIG. 6. Effect of CST and tunicamycin (Tun) on the interaction of HCV
glycoproteins with calnexin and calreticulin. BHK-21 cells were coinfected with
vTF7-3 and vHCV170-809 (V) or vpTM1 (M). Infected cells were incubated in
the presence or absence of 1 mM CST or 5 pg of tunicamycin per ml, labeled for
30 min with [**S}methionine in the presence of the same concentrations of drugs,
and lysed with Triton X-100. Cell lysates were used for immunoprecipitation with
anti-E1 (MAb A4), anti-calnexin (CNX), or anti-calreticulin (CRT) antibodies.
Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE (10% polyacrylamide). De-
glycosylated proteins are indicated by asterisks. The sizes (in kilodaltons) of
molecular mass markers are indicated on the right.
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FIG. 7. Formation of native E1-E2 complexes after castanospermine (CST)
or tunicamycin treatment, analyzed with the conformation-sensitive MAb H2.
BHK-21 cells were coinfected with vIF7-3 and vHCV170-809 (V) or vIF7-3 and
vpTM1 (M). Infected cells were incubated in the presence or absence of 1 mM
CST or § pg of tunicamycin per ml, labeled for 2.h with [**S]methionine in the
presence of the same concentrations of drugs, and lysed with Triton X-100. Cell
lysates were used for immunoprecipitation with a conformation-sensitive (FH2) or
-insensitive (A4) MADb and analyzed by SDS-PAGE (10% polyacrylamide). Agg,
aggregates. The sizes (in kilodaltons) of molecular mass markers are indicated on
the right.

tive MAb H2 was used, HCV glycoproteins from tunicamycin-

- treated cells were no longer detected by immunoprecipitation
(Fig. 7). These results suggest that in the absence of their
N-linked oligosaccharides, HCV glycoproteins are unable to
fold properly.

The effect of CST on the interactions of HCV glycoproteins
with calnexin and calreticulin was also studied. CST is an
a-glucosidase inhibitor that prevents glucose trimming. As
such, it inhibits glycoprotein binding to calnexin (22, 26). The
mobility of HCV glycoproteins was slightly reduced in CST-
treated cells (Fig. 6 and 7), indicating that the trimming of
N-linked sugars was inhibited. However, in contrast to what is
usually observed for other viral glycoproteins (18, 22, 49, 65),
the amount of HCV glycoproteins coprecipitated with calnexin
and calreticulin was reproducibly reduced for calnexin and
increased for calreticulin (Fig. 6) (see Discussion). For quan-
titative data, only E1 was analyzed because of the presence of
background close to the E2 band. The amounts of E1 copre-
cipitated with calnexin and calreticulin were approximately 66
and 232%, respectively, of those coprecipitated in the absence
of the drug. In addition, the amount of E1 precipitated by
MADb A4 was 175% of that precipitated in the absence of the
drug, suggesting that the epitope was better exposed in the
absence of trimming of the oligosaccharides. In the presence of
CST, the formation of HCV glycoprotein aggregates was
slightly increased (data not shown). In addition, the amounts of
E1 and E2 precipitated by our conformation-sensitive MAb H2
(Fig. 7) were about 80% of those precipitated in the absence of
the drug, indicating that the absence of oligosaccharide trim-
ming slightly reduces the formation of native E1-E2 com-
plexes.

Co-overexpression of HCV glycoproteins with ER chaper-
ones does not improve the assembly of native E1-E2 com-
plexes. To further investigate the role of ER chaperones in
HCV glycoprotein folding, vaccinia virus recombinants ex-
pressing calnexin, calreticulin, or BiP were constructed to co-
express these chaperones with HCV glycoproteins. Since the
efficiency of folding of HCV glycoproteins is low, we suspected
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FIG. 8. Expression of the ER chaperones calnexin (CNX), BiP, or calreticu-
lin (CRT) by vaccinia virus recombinants. (A) Analysis of chaperone expression
by immunoprecipitation. BHK-21 cells were coinfected with vIF7-3 and the
appropriate vaccinia virus-chaperone recombinant (V) or with vIF7-3 and
vpTM1 (M). At 4.5 h postinfection, infected cells were labeled for 2 h with
[**S}methionine and lysed with Triton X-100. Cell lysates were immunoprecipi-
tated with anti-chaperone antibodies (CNX, BiP, or CRT) and analyzed by
SDS-PAGE. Arrows correspond to the migration level of each chaperone. (B)
Analysis of chaperone expression by Western blotting. BHK-21 cells were coin-
fected with vIF7-3 and the appropriate vaccinia virus-chaperone recombinant.
At 0, 4, or 8 h postinfection, infected cells were lysed with Triton X-100. Cell
lysates were separated by SDS-PAGE and revealed by Western blotting with
specific anti-chaperone antibodies.

that the coexpression of these glycoproteins with ER chaper-
ones could improve their folding. The expression of calnexin,
calreticulin, or BiP by vaccinia virus recombinants was ana-
lyzed by immunoprecipitation with specific antibodies. As
shown in Fig. 8A, proteins of the expected molecular size were
detected when cells were coinfected with vIF7-3 and the re-
combinants expressing ER chaperones whereas no specific
band was detected in control cells infected with vIF7-3 plus
vpTML1. Because vaccinia virus infection stops host cell protein
synthesis (43), metabolically labeled calreticulin, calnexin, or
BiP was not detected in control cells infected with vIF7-3 plus
vpTMI. The expression of vaccinia virus-chaperone recombi-
nants was confirmed by Western blotting (Fig. 8B). After 8 h of
infection, the intensity of the bands corresponding to the chap-
erones was approximately seven times higher for BiP and four
times higher for calnexin and calreticulin.

The formation of HCV glycoprotein complexes in cells co-
overexpressing either ER chaperone was analyzed by immu-
noprecipitation with MAb H2. As shown in Fig. 9, the amounts
of E1 coprecipitated with MAb H2 did not increase when
calnexin, calreticulin, or BiP was co-overexpressed with HCV
glycoproteins; when calnexin was overexpressed, a reduction in
the assembly of native E1-E2 complexes was observed in a
reproducible fashion. The effects of chaperone overexpression
on the assembly of native E1-E2 complexes were also analyzed
in pulse-chase experiments, and the results were very similar
(data not shown). In addition, simultaneous co-overexpression
of calnexin, calreticulin, and BiP with HCV glycoproteins did
not improve the folding of these glycoproteins (data not
shown).

DISCUSSION

Molecular chaperones are proteins that associate specifically
with incompletely folded or unassembled proteins and increase
the efficiency with which they acquire their correct three-di-
mensional structure. In this report, we showed that the ER
chaperones calnexin, calreticulin, and BiP interact with HCV
glycoproteins. Calreticulin and BiP interacted preferentially
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FIG. 9. Effect of the co-overexpression of calnexin (CNX), BiP, or calretic-
ulin (CRT) with HCV glycoproteins on the formation of native E1-E2 com-
plexes. BHK-21 cells were coinfected with vIF7-3, vHHCV170-809, and the ap-
propriate vaccinia virus-chaperone recombinant or vpTM1 (control). At 45 h
postinfection, infected cells were labeled for 2 h with [>*S]methionine and lysed
with Triton X-100. Cell lysates were used for immunoprecipitation with the
conformation-sensitive MAb H2. Immunoprecipitates were analyzed by SDS-
PAGE, and the intensity of coprecipitated E1 was quantified with a Phosphor-
Imager.

with aggregates, whereas calnexin was shown to associate
mainly with noncovalent complexes. This suggests that calnexin
plays a role in the productive folding of HCV glycoproteins
whereas calreticulin and BiP are probably involved in a non-
productive pathway of HCV glycoprotein folding.

HCV glycoproteins interact with calnexin and calreticulin.
Interactions with calnexin and/or calreticulin have been shown
for several viral (18, 22, 49, 51, 65) and nonviral (47, 50-52, 63)
glycoproteins. Their preference for interaction with glycopro-
teins is based on a lectin-like affinity for monoglucosylated
N-linked oligosaccharides (22, 26, 51, 64). Binding of substrate
glycoproteins to and release from calnexin and calreticulin
depend on trimming and reglucosylation of the N-linked gly-
cans (22, 26). The absence of interaction between HCV glyco-
proteins and calreticulin or calnexin after tunicamycin treat-
ment is consistent with the view that these chaperones act as
lectins. However, treatment with CST did not abolish the in-
teraction between HCV glycoproteins and calnexin or calretic-
ulin. Indeed, the binding of HCV glycoproteins to calnexin was
reduced whereas their binding to calreticulin was increased.
This suggests that binding of HCV glycoproteins to and release
from calnexin or calreticulin could be independent of trimming
and reglucosylation of the N-linked glycans. In some cases,
calnexin associates with nonglycosylated proteins (2). How-
ever, this is not the case for HCV glycoproteins. Alternatively,
the coprecipitation of HCV glycoproteins with these chaper-
ones, especially calreticulin, observed after CST treatment
could be indirect. Indeed, a substantial fraction of HCV gly-
coproteins remain associated with calnexin and calreticulin for
a long time and treatment with CST increases the formation of
HCV glycoprotein aggregates. It is therefore very likely that in
the presence of CST, neosynthesized glycoproteins form ag-
gregates with preformed complexes composed of HCV glyco-
proteins trapped with calreticulin. This hypothesis is reinforced
by the observation that CST can prevent the disassembly of
preformed complexes between calnexin or calreticulin and a
glycoprotein (25).

Calreticulin interacts preferentially with aggregates of HCV
glycoproteins, whereas calnexin associates preferentially with
noncovalent E1-E2 complexes. This suggests that these chap-
erones recognize HCV proteins which are in different states of
folding. Our previous studies suggest that HCV glycoproteins
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can follow two different pathways: a productive pathway lead-
ing to the formation of noncovalent native E1-E2 complexes or

* a nonproductive pathway leading to the formation of large

aggregates (6, 10, 12). Since the kinetics of association of HCV
glycoproteins with calnexin and calreticulin were parallel, it is
likely that instead of interacting sequentially with these glyco-
proteins, calreticulin is involved in one of these two pathways
(the nonproductive pathway) and calnexin is involved in the
other (the productive pathway). During their folding, proteins
composing the native complex have probably been in contact
with calnexin. Indeed, this chaperone was shown to interact
with noncovalent complexes, and it has been shown previously
to associate with the oxidized form of HCV glycoproteins (12).
This suggests that calnexin plays an active role in HCV glyco-
protein folding. On the other hand, the aggregates observed in
the dead-end pathway have probably preferentially interacted
with calreticulin. However, these aggregates are stable in cells
expressing HCV glycoproteins (6) whereas the complexes
formed between HCV glycoproteins and calreticulin are tran-
sient. Dissociation of such aggregates from calreticulin could
be due to partial folding of the proteins involved in the aggre-
gates. Indeed, it has been shown that a subdomain of E2 can be
folded in such aggregates (21) and that the kinetics of forma-
tion of this subdomain are parallel to those of dissociation
from calreticulin.

HCYV glycoproteins interact with BiP. In pulse-chase exper-
iments, the maximum amount of HCV glycoproteins interact-
ing with calnexin or calreticulin was detected during the pulse
whereas the binding of HCV glycoproteins (mainly E2) to BiP
rose substantially during the first 10 min of the chase. This
suggests that HCV glycoproteins could interact sequentially
with calnexin (or calreticulin) and BiP. However, analysis un-
der nonreducing conditions indicated that HCV glycoproteins
in association with BiP formed aggregates whereas calnexin
interacted essentially with noncovalent E1-E2 complexes.
Since BiP associates with HCV glycoprotein aggregates, it is
more likely that this chaperone plays a role in trapping some
aggregates released from calreticulin. Together with calreticu-
lin, BiP could therefore play a role in the nonproductive as-
sembly pathway of HCV glycoproteins.

Co-overexpression of HCV glycoproteins with ER chaper-
ones does not improve the formation of native E1-E2 com-
plexes. Although molecular chaperones are abundant in the
ER (37, 56), a majority of these molecules could already be
involved in protein-protein interactions, leaving only a fraction
of them free to interact with newly synthesized proteins. Since
a large portion of HCV glycoproteins is involved in nonpro-
ductive interactions, it is possible that, due to the slow folding
of HCV glycoproteins, the ER chaperones cannot fully play
their role at physiological concentrations. However, overex-
pression of calnexin, calreticulin, or BiP did not lead to any
improvement in the assembly of native HCV glycoprotein com-
plexes, suggesting that some element might be missing in our
system. Modulating the expression of ER chaperones has been
tried previously. A reduction in the level of the chaperone BiP
increases the secretion of proteins associated with BiP (7),
whereas overexpression of this chaperone can lead to a reduc-
tion of secretion of several proteins (8). Since several chaper-
ones can be involved in assisted folding of proteins in the ER,
it is likely that a proper balance of chaperone activities is
required for optimal folding. It is also likely that another chap-
erone(s) and/or foldase(s), which has not been identified in this
work, is necessary to assist in HCV glycoprotein folding.

No interaction between HCV glycoproteins and GRP94 has
been detected. It is possible that the association of GRP94 and
folding intermediates is weak and that cross-linking is required
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to detect such an interaction, as it is the case during the folding
of the immunoglobulin light chain (41). Alternatively, GRP94 .
may play no rolé in the folding and assembly of HCV glyco-
proteins. -

During their folding, HCV glycoproteins interact to form
intermediate complexes. Our data suggest that calnexin plays
an active role in the folding of HCV glycoproteins. Immedi-
ately after their synthesis, monomeric forms of E1 and E2
interact with calnexin. After 10 or 15 min, E1-E2 complexes
are detected in association with calnexin, indicating that E1-E2
complexes can be formed before the proteins are extensively
folded. Recently, it has been shown that coexpression of E2 is
necessary for proper folding of E1 (42), and it is very likely that
E2 plays this “chaperone-like” role by interacting directly with
E1. This chaperone-like role of E2 could explain the early
formation of E1-E2 complexes, which are probably intermedi-
ates in the folding of HCV glycoproteins.

Identifying different steps of protein folding in the context of
their natural environment is important for our understanding
of the mechanisms developed by the cell to help proteins fold
properly in subcellular compartments. In addition, a good
knowledge of these mechanisms will be helpful to modulate
the folding of proteins of interest. In the case of HCV glyco-
proteins, some folding steps can now be described, but if we
want to improve the productive folding of these proteins, ad-
ditional work is necessary to identify other crucial steps.
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Discussion de [D’article « Involvement of Endoplasmic Reticulum

Chaperones in the folding of Hepatitis C Virus Glycoproteins ».

I. Introduction

Notre objectif, en initiant ce travail, était de mettre en évidence les chaperons du RE qui
interviennent dans le repliement des glycoprotéines du VHC, et de surexprimer ces chaperons
afin d’obtenir une amélioration dans I'efficacité d’assemblage du complexe E1E2 natif. Les
premiers résultats obtenus dans le laboratoire indiquaient que le chaperon CNX interagit avec les
glycoprotéines E1 et E2 (Dubuisson and Rice 1996). Par conséquent, nous voulions savoir si
d’autres chaperons pouvaient interagir avec ces protéines et étre potentiellement impliquées dans

leur repliement.

II. Identification des chaperons qui interagissent avec les

glycoprotéines du VHC

1. Les chaperons BiP, CNX et CRT interagissent avec les
glycoprotéines du VHC

Il avait déja ét€é montré dans notre laboratoire que la CNX interagissait avec les
glycoprotéines du VHC (Dubuisson and Rice 1996). Nos expériences de marquage
métabolique, suivi d’une immunoprécipitation par 1’anticorps anti-CNX nous ont permis de
confirmer ce résultat (Figure 1 de l'article). Dans ces conditions, nous avons aussi mis en
évidence une interaction des chaperons BiP et CRT avec les glycoprotéines du VHC. Nous '
n’avons cependant pas observé de coprécipitation des glycoprotéines E1 et E2 avec le chaperon
grp94, et I’absence de coprécipitation de ce chaperon a aussi été¢ confirmée en Western-blotting
(résultats non montrés). Ces résultats suggerent que le chaperon grp94 ne serait pas impliqué
dans le repliement des glycoprotéines E1 et E2. Nous ne pouvons cependant pas exclure que
cette interaction soit labile dans nos conditions d’expérience.

De la méme maniére que pour la grp94, nous avons vérifié I'interaction des glycoprotéines du
VHC avec les chaperons BiP, CNX et CRT par immunoprécipitation avec des anticorps anti-E1
ou anti-E2 suivie d’une révélation en Western-blotting (Figure 2 de l'article, Dubuisson and
Rice 1996). La révélation s’est avérée €tre positive dans le cas de la BiP et de la CNX,

néanmoins, la comigration des chailnes lourdes d’immunoglobulines et de la CRT n’ont pas
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permis de visualiser I'interaction de ce chaperon avec les glycoprotéines virales par cette

technique.

2. Chacune des glycoprotéines du VHC interagit avec les
chaperons BiP, CNX et CRT

Etant donné que les glycoprotéines du VHC s’assemblent sous forme de complexes
(Deleersnyder, et al. 1997), leur interaction avec les chaperons pouvait avoir lieu dans le
contexte de ces complexes. Dans ce cas, Iinteraction entre les chaperons et les complexes E1E2
pouvait se faire par I’intermédiaire d’une seule des deux glycoprotéines. Nous nous sommes
donc intéressés & savoir si chacune de ces glycoprotéines était capable d’interagir avec les
chaperons BiP, CNX et CRT. Pour Cela, les glycoprotéines virales ont été exprimées
individuellement et leur capacité a interagir avec les chaperons a ét¢ analysée par
immunoprécipitation. Ainsi, I'immunoprécipitation des glycoprotéines E1 et E2 exprimées
seules par les anticorps anti-chaperons a montré que chacune des glycoprotéines E1 et E2 du
VHC interagit avec les chaperons BiP, CNX et CRT (Figure 5 de I'article).

III. Modalités d’interaction des chaperons BiP, CNX et CRT avec
les glycoprotéines du VHC

1. L’interaction du chaperon BiP est modulée par ATP

La protéine BiP posséde un site de fixation a ’ATP, qui apparait primordial pour sa
fonction de chaperon (voir chapitre IT). Nous avons voulu voir si ce site était important pour
I'interaction de BiP avec les glycoprotéines du VHC. Ainsi, la déplétion en ATP du lysat
cellulaire, préalablement & son immunoprécipitation par les anticorps anti-E1 (A4) et anti-E2
(Al1) a permis une révélation du chaperon BiP en Western-blotting (Figure 2 de l'article). A
I'inverse, I’ajout d’ ATP dans le milieu de lyse induit la disparition de la coprécipitation de BiP
avec les glycoprotéines du VHC. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par d’autres
équipes qui ont montré un relargage de la protéine associée a BiP suite a la fixation d’ATP sur
son site ATPasique, indépendamment de son hydrolyse (Palleros, et al. 1993, Wei, et al.
1995a, Wei and Hendershot 1995b).
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2. Les interactions avec les chaperons CNX et CRT sont
dépendantes des glycannes

Bien qu’une interaction protéine-protéine ne puisse pas étre exclue lors de 1’association de
la CNX et de la CRT avec leur substrat glycoprotéique, il a ét€ montré que ces deux chaperons
lient spécifiquement ces dernieres via leurs N-glycannes monoglucosylés (Trombetta and
Helenius 1998). Dans le but de confirmer que ce mode d’interaction existe aussi pour les
glycoprotéines du VHC, nous avons traité les cellules infectées par la tunicamycine ou la
castanospermine, préalablement a leur immunoprécipitation par les anticorps anti-CNX et anti-
CRT (Figure 6 de l'article).

- En présence de tunicamycine, qui bloque la glycosylation des protéines néosynthétisées,
on observe une absence de coprécipitation des glycoprotéines du VHC avec les chaperons CNX
et CRT. De plus, I’absence de reconnaissance de ces protéines non glycosylées par un anticorps
qui est dépendant de la conformation (H2) suggere que ces protéines n’ont pas atteint leur état
natif (Figure 7 de l'article). Ces résultats suggerent d’une part, que la CNX et la CRT ont une
interaction de type lectinique avec leur substrat, et d’autre part, que les glycoprotéines du VHC
sont incapables de se replier correctement en [’absence de leur glycannes. En effet, en présence
de tunicamycine les glycoprotéines du VHC forment de larges agrégats (résultat non montré).

- La castanospermine (CST) est un inhibiteur des o-glucosidases I et II qui est
communément utilisé pour montrer la spécificité d’interaction des lectines CNX et CRT avec les
glycoprotéines monoglucosylées (voir chapitre II). En présence de cet inhibiteur, il est en
effet possible d’empécher I'interaction des glycoprotéines, alors majoritairement triglucosylées,
avec ces chaperons. Nous avons cependant pu observer la coprécipitation des glycoprotéines du
VHC par les anticorps anti CNX et anti-CRT, apres traitement des cellules a la CST (Figure 6
de l'article). A la lumiere de ces observations et contrairement a ce qui a déja été montré pour de
nombreuses glycoprotéines, 1’association des glycoprotéines du VHC avec les chaperons
lectiniques ne semble pas dépendre de la monoglucosylation de leurs glycannes. Néanmoins, il
pourrait s’agir d’un artéfact dont I’origine s’expliquerait par les données suivantes:

* Des complexes glycoprotéines du VHC-CNX (ou CRT) peuvent se former avant le
marquage métabolique et le traitement a la CST.

* Le traitement par la CST semble induire une augmentation de I'agrégation des
glycoprotéines du VHC (résultats non montrés).

* La CST stabilise les complexes glycoprotéine-CNX formés (ou -CRT) avant le
traitement (Hebert, et al. 1996).
L’ensemble de ces observations laissent a penser qu’une interaction indirecte des glycoprotéines
marquées, via leur association avec des complexes glycoproprotéines froides-CNX (ou CRT),
pourrait &tre & I’origine du signal détecté aprés immunoprécipitation par les anticorps anti-

chaperons.
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Comme nous le verrons dans le paragraphe suivant, la CRT s’associe préférentiellement aux
agrégats formés par les glycoprotéines du VHC. Par conséquent, 1’augmentation de I’intensité
des bandes, correspondant aux glycoprotéines virales immunoprécipitées par 1’anticorps anti-
CRT, lors du traitement par la CST pourrait étre due a une agrégation préférentielle des
glycoprotéines marquées avec les complexes préformés entre la CRT et des agrégats froids
(Figure 6 de 'article).

IV. Implication des chaperons BiP, CNX et CRT dans les deux
voies d’assemblage des glycoprotéines du VHC

En présence d’inhibiteur de glucosidase, nous avons pu observer une diminution de 20%
de la reconnaissance des complexes E1E2 natifs par notre anticorps dépendant de la
conformation H2 (Figure 7 de I'article). Par conséquent, il semble que 1’absence de maturation
des glycannes des glycoprotéines du VHC soit a I’origine d’une réduction de la formation des
complexes natifs E1E2. Dans le but de déterminer si cette diminution de la formation des
complexes natifs était due a un défaut d’interaction des glycoprotéines du VHC avec la CNX ou
la CRT, nous nous sommes intéressés a I’étude de 1’état conformationnel des complexes E1E2

en interaction avec ces chaperons.

1. Analyse de I’état conformationnel des glycoprotéines du
VHC en interaction avec les chaperons BiP, CNX et CRT

Comme nous ’avons déja mentionné (voir paragraphe C., page 66), les glycoprotéines
du VHC s’assemblent selon deux voies, conduisant respectivement a la formation de complexes
natifs (voie productive) et d’agrégats (voie non productive). Nous nous sommes donc
demandés si chacun des chaperons BiP, CNX et CRT était effectivement impliqué dans la voie
productive d’assemblage des glycoprotéines du VHC en complexes natifs.

L’absence de coprécipitation du chaperon BiP avec les glycoprotéines du VHC natives a
€t€ mise en évidence en Western-blotting, aprés immunoprécipitation du lysat par notre
anticorps H2 dépendant de la conformation (Figure 2 de l'article). De plus, l’analyse en
conditions non réductrices des glycoprotéines immunoprécipitées par 1’anticorps anti-BiP a
montré que ce chaperon interagit essentiellement avec les agrégats des glycoprotéines du VHC
(Figure 4 NR de l'article). Ces observations suggerent que la protéine BiP s’associe plutdt avec
les glycoprotéines du VHC engagées dans la voie non productive d’assemblage (agrégats). Le
méme résultat a pu €tre observé pour la CRT, cependant, les glycoprotéines du VHC
immunoprécipitées par ’anticorps anti-CNX présentent un profil de migration différent en

milieu non réducteur. En effet, les glycoprotéines El et E2 (E2-NS2) migrent sous leur forme
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monomeérique, ce qui indique qu’elles sont probablement associées a la CNX sous forme de
complexes non-covalents E1E2, ceci apres 10 a 15 minutes de chasse (Figure 4 NR de l'article
et résultat non montré). De plus, des résultats antérieurs obtenus dans le laboratoire indiquent
que la glycoprotéine E1 acquiert son état oxydé lorsqu’elle est en interaction avec la CNX
(Dubuisson and Rice 1996). L’ensemble de ces données suggere que la CNX est impliquée

dans la voie de repliement productive des glycoprotéines du VHC (complexes natifs).

2. Cinétique d’association-dissociation des glycoprotéines
du VHC avec les chaperons BiP, CNX et CRT

Afin d’étudier la cinétique d’association-dissociation des glycoprotéines du VHC avec les
chaperons BiP, CNX et CRT, nous avons entrepris des expériences de marquage-chasse,
suivies d’immunoprécipitations par les anticorps anti-chaperons. Puis, nous avons quantifié les
molécules du VHC associées a ces chaperons (Figure 3 de I'article).

La CNX et la CRT présentent un profil d’interaction similaire avec les glycoprotéines E1 et E2.
Ce profil est caractérisé par une association trés rapide (des le début de la chasse), suivi d’une
dissociation en deux phases (la premiére étant rapide et la seconde plus lente). Comme nous
avons vu que chacun de ces chaperons est engagé dans une voie différente de formation des
complexes E1E2, il est trés probable que la CNX et la CRT n’agissent pas de facon
séquentielle.

De la méme facon que la CRT, la BiP s’associe aussi avec les agrégats des glycoprotéines du
VHC. Cependant, son profil d’interaction montre que le maximum de glycoprotéines
coprécipitées est observé aprés 10 minutes de chasse, suggérant une action séquentielle de ce
chaperon avec la CRT. De plus, la dissociation de 1a BiP se fait en deux phases pour E2 (I’'une
rapide, I’ autre lente), alors qu’elle apparait quasi nulle pour E1 (Figure 3 de l'article). Ainsi, la
glycoprotéine E1 semble présenter une association stable avec la BiP, suggérant que la majorité
des glycoprotéines E1 en interaction avec ce chaperon sont irréversiblement engagées dans la
voie non productive. Dans le cas de la glycoprotéine E2, la phase de dissociation plus rapide
indique qu’une partie du « pool» de cette glycoprotéine a acquis une structure
conformationnelle qui ne permet plus la reconnaissance par le chaperon BiP. Il est alors possible
que parmi les glycoprotéines E2 qui s’associent initialement a BiP, certaines d’entre elles
acquicrent leur forme oxydée (T,,=15 min) et soient ainsi orientées vers la voie productive de
repliement correct. Alternativement, ces glycoprotéines pourraient former des agrégats qui ne
seraient plus reconnus par BiP. En effet, comme nous le verrons dans l'article II, les agrégats

formés par les glycoprotéines du VHC sont trés stables dans le temps.
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V. La surexpression des chaperons BiP, CNX et CRT ne permet
pas d’augmenter le rendement de formation des complexes natifs

L’inefficacité de repliement et d’assemblage des glycoprotéines du VHC en complexes
natifs pourrait étre due a la présence en quantité limit€e des chaperons du RE. Cette hypothése
est renforcée par le fait que I'infection des cellules HepG2 par le virus vaccine recombinant
exprimant les glycoprotéines virales provoque:

- un apport « massif » de protéines exogeénes (les glycoprotéines El et E2, et les autres
protéines du VHC), synthétisées et mises en conformation grace a la machinerie cellulaire.

- un arrét de la synthese des protéines cellulaires endogenes, dont les chaperons BiP,
CNX et CRT. Le « pool » préexistant de ces protéines chaperons (avant infection) doit donc
étre capable d’assurer a lui seul I’aide au repliement et a I’assemblage des glycoprotéines virales.
Par conséquent, nous avons voulu évaluer si ’apport de chaperons exogeénes pouvait améliorer
Defficacité de repliement et d’assemblage des glycoprotéines du VHC. Nous avons donc
coinfecté les cellules avec des virus vaccine recombinants exprimant les chaperons BiP, CNX
ou CRT (Figure 8 de Il'article). Nous avons ensuite quantifié I’efficacité de repliement des
glycoprotéines El et E2, a I’aide de notre anticorps H2, spécifique des complexes non-covalents
de la voie productive (Figure 9 de ['article). Contrairement & nos attentes, aucune amélioration
n’a été observée dans le repliement et I’assemblage de ce complexe, quelque soit le chaperon
coexprimé. La surexpression simultannée des trois chaperons BiP, CNX et CRT a conduit aux
mémes observations (résultat non montré).

Les causes de ces résultats peuvent étre multiples. Parmi elles, citons:

- La modification de I’équilibre physiologique des protéines réticulaires tels que les
chaperons peut conduire & une perturbation de leur fonction. Ceci expliquerait pourquoi la
quantité d’hétérodimeres natifs se trouve diminué de 50%, lors de la surexpression de la CNX,
dont le role supposé serait normalement d’optimiser la formation des complexes natifs.

- L’intervention éventuelle, directe ou indirecte, d’autres protéines du RE dont nous ne

tenons pas compte dans notre systéme de surexpression.

Parmi les chaperons du RE, la modulation de I’expression de BiP/grp78 a déja été étudiée
par plusieurs équipes. Ainsi, la diminution de la quantité endogéne de la BiP par introduction de
genes grp78 antisens dans des cellules CHO a permis d’augmenter la sécrétion d’un variant de
I'activateur du plasminogéne, sous sa forme fonctionnelle (Dorner, et al. 1988). A I’inverse, la
surexpression stable de BiP, dans ces mémes cellules, a conduit & la diminution de la secrétion
de protéines hétérologues (Dorner, et al. 1992). Ces résultats suggerent que dans le cas des
protéines secrétées qui présentent une interaction avec la BiP, ce chaperon est impliqué dans la
modulation de la sécrétion et n’apparait pas avoir de rdle majeur dans I’amélioration du

repliement.
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VI. Conclusion

Les glycoprotéines du VHC interagissent avec les chaperons BiP, CNX et CRT. Alors
que les protéines BiP et CRT semblent s’associer préférentiellement avec les glycoprotéines El
et E2 engagées dans la voie non productive de formation des agrégats, la CNX interagit de
facon précoce avec les complexes non-covalents E1E2 (incompletement repliés) jusqu’a ce
qu’ils aient atteint leur forme native. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence le mode de
fonctionnement ainsi que le role potentiel de chacun de ces chaperons dans la maturation des
glycoprotéines du VHC. Néanmoins, il reste encore a définir certaines €étapes cruciales du
repliement de ces glycoprotéines, afin de favoriser la formation des hétérodimeéres non-covalents

dont I'étude apparait essentielle pour 1'étude du cycle viral.
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4. L’agrégation des glycoprotéines du VHC: une propriété intrinseque du virus?

Comme nous I’avons déja mentionné dans ce mémoire (paragraphe C.3., page 68), la tendance
des glycoprotéines du VHC a former des agrégats ne semble résulter ni du clone infectieux
utilisé, ni du systtme d’expression employé. Par conséquent, nous nous sommes plus
particulierement intéressés a I’étude de ces agrégats, dans le but d’éclaicir leur rdle éventuel dans
le cycle viral du VHC.

Ainsi, nous avons tenté de caractériser les agrégats formés par les glycoprotéines E1 et
E2, gréce a la production d’un anticorps spécifique obtenu dans notre laboratoire. Ce travail a
fait I’objet d’un article, actuellement soumis pour publication dans Journal of General Virology,
et intitulé « Characterization of Aggregates of Hepatitis C virus Glycoproteins »
(1999).
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SUMMARY

Hepatitis C virus (HCV) encodes two glycoproteins, E1 and E2, which assemble
in oligomeric structures. Studies of HCV glycoprotein assembly using
heterologous expression systems have shown that these glycoproteins can follow
two pathways: a productive pathway leading to the formation of a noncovalent
heterodimer and a nonproductive pathway leading to the formation of large
disulfide-linked aggregates. The noncovalent HCV glycoprotein complex is
probably the functional complex which will play an active role in the entry
process in host cells. The aggregates are believed to be waste products;
however, one can imagine that, in infected cells, they could provide HCV
glycoproteins with additional functions. To further understand the potential role
played by HCV glycoprotein aggregates in HCV infection, we produced a MAb
(H14) which specifically recognizes these aggregates but not the noncovalent
E1E2 heterodimer. The H14 epitope was shown to be present on both HCV
glycoproteins and was sensitive to deglycosylation. HCV glycoprotein
aggregates were detected in a small proportion of the infected cells, suggesting
that their formation is influenced by the physiological state of the cells. An
additional characterization of HCV glycoprotein aggregates with the help of MAb
H14, indicates that they share an epitope with a cellular protein called Mac-2
binding protein. The presence of such an epitope on HCV glycoprotein
aggregates could potentially lead to the production of autoantibodies recognizing

Mac-2 binding protein in HCV-infected patients.
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INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) encodes two glycoproteins, E1 and E2, which assemble in
oligomeric structures (Dubuisson et al., 1994, Grakoui ef al., 1993, Lanford et al., 1993,
Ralston et al., 1993). Purified HCV glycoprotein complexes expressed by using vaccinia virus
recombinants have been shown to be noncovalently associated (Ralston ef al., 1993). In contrast,
a fraction of E1 and E2 present in lysates of cells infected with vaccinia-HCV recombinants has
been reported to be associated via disulfide linkages (Grakoui et al., 1993). Other studies on the
formation of intracellular complexes have shown that, in the presence of nonionic detergents, two
forms of E1E2 complexes are detected: a heterodimer of E1 and E2 stabilized by noncovalent
interactions, and disulfide-linked aggregates (Dubuisson et al., 1994, Dubuisson & Rice, 1996).
Additional studies indicate that the noncovalent heterodimer is composed of native HCV
glycoproteins whereas the disulfide-linked aggregates are formed by misfolded proteins
(Deleersnyder et al., 1997). The formation of stable noncovalent E1IE2 complexes is slow (t,, =
2h) and it is due to the slow folding of these proteins. Indeed, formation of intramolecular
disulfide bonds is slow for E1 (Dubuisson & Rice, 1996) and unidentified events following the
acquisition of intramolecular disulfide bonds limit the folding of E2 (Deleersnyder et al., 1997,
Dubuisson & Rice, 1996, Habersetzer et al., 1998, Michalak er al., 1997). In addition, El
expressed in the absence of E2 does not fold properly suggesting that E2 plays a chaperone-like
role in the folding of E1 (Michalak et al., 1997). The noncovalent heterodimeric complex is
believed to be the prebudding form of HCV glycoprotein oligomer and accumulates in the
endoplasmic reticulum (ER) (Deleersnyder et al., 1997). The transmembrane domains of E1 and
E2 have been shown to be major determinants for ER localization of these proteins (Cocquerel et
al., 1999, Cocquerel et al., 1998, Duvet et al., 1998).

There are several possible fates for newly synthesized proteins inside cells. The major
distinction between these fates is whether a protein succeeds in folding correctly, or whether it
aggregates. Aggregation has been commonly regarded as a nuisance which affects in vitro protein
refolding studies. It is now apparent that aggregation is also a problem within cells (Dobson &

Ellis, 1998, Thomas et al., 1995). In the intracellular environment, the competition between
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folding, aggregation and degradation determines whether a polypeptide can achieve its functional
state with the efficiency required for successful cell growth, or whether it aggregates into a state
that causes cellular damage. Evidence is accumulating that many disease-causing mutations and
modifications exert their effects by altering protein folding. Cystic fibrosis is an exemple of a
genetic disease where a variant protein is unable to fold correctly to a stable state in the ER and
fails to reach the plasma membrane, eventually being degraded (Cheng et al., 1990, Denning et
al., 1992, Thomas et al., 1992). Interestingly, even the wild-type chains do not fold with high
efficiency; only about 30% of wild-type chains survive the quality-control mechanisms of the ER.
Aggregation is currently seen as a specific process, which may be amplified by the high
concentration of identical nascent chains emerging from polysomes (Dobson & Ellis, 1998).
Studies of reactivity with conformation-sensitive monoclonal antibodies (MAbs) and
analysis of protease sensitivity indicate that the production of properly assembled E1E2 oligomers
is inefficient (Deleersnyder et al., 1997). This does not seem to be due to mutations introduced
during cDNA synthesis or PCR amplification of the original clone used in these studies. Indeed,
similar results are obtained with a vaccinia recombinant expressing the sequence of the structural
proteins of a recently characterized infectious cDNA clone (Kolykhalov et al., 1997) (Dubuisson
and Rice, unpublished data). Aggregates of HCV glycoproteins were first observed when
expressed by viral vectors such as vaccinia virus and Sindbis virus which can induce a high level
of protein synthesis (Dubuisson et al., 1994, Grakoui et al., 1993). However, such aggregates
have also been reported when HCV proteins are expressed in a non-viral vector which drives a
lower level of protein synthesis (Duvet et al., 1998). This tendency to aggregate is therefore
probably an intrinsic property of HCV glycoproteins. Indeed, slow folding of HCV
glycoproteins may increase the fraction of these proteins shunted into a competing nonproductive
pathway, such as aggregation (Fischer & Schmid, 1990). In this study, we produced a MAb
which specifically reacts with HCV glycoprotein aggregates but not with noncovalently
associated glycoproteins. A characterization of these aggregates indicates that they share a
common epitope with a cellular protein and they are expressed in a small proportion of the

infected cells.
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METHODS

Cell culture. HepG2 and CV-1 cell lines were obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC). Cell monolayers were grown in Dulbecco’s modified MEM (DMEM)

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS).

Viruses. vIF7-3 (a vaccinia virus recombinant expressing the T7 DNA-dependent RNA
polymerase) (Fuerst et al., 1986), Vaccinia virus-HCV recombinants vHCV1-1488 (expressing
CE1E2p7NS2NS3, ..), VHCV170-809 (E1E2p7), vHCV371-809 (E2p7) and vHCV1-383
(CE1) (Fournillier-Jacob et al., 1996, Grakoui et al., 1993, Michalak et al., 1997), and vaccinia
virus recombinants expressing truncated forms of HCV glycoproteins [VHCV170-311 (E1l,,)),
vHCV170-361 (El,,), VHCV371-715 (E2,;) and VHCV371-661 (E2,)] (Michalak et al.,
1997) were used in this work. The Sindbis virus recombinant expressing a truncated form of
HCV polyprotein (amino acid residues 1 to 1207: SINrep/HCV-H1-1207) has been described
(Dubuisson et al., 1994).

Antibodies. Anti-HCV El (A4) and E2 (H2 and H47) MAbs have been described previously
(Deleersnyder et al., 1997, Dubuisson et al., 1994) (Pillez and Dubuisson, unpublished data) and
were produced in vitro by using a MiniPerm apparatus (Heraeus) as recommended by the
manufacturer. To produce other MAbs, HepG2 cells coinfected with vTF7-3 and vHCV1-1488
were lysed with 0.5% NP-40 in Tris buffered saline (TBS: 20 mM Tris-Cl, pH 7.4; 137 mM
NaCl). HCV glycoproteins were purified by immunoaffinity on Protein A-Sepharose (Amersham
Pharmacia Biotech) with anti-E1 MAb A4. HCV glycoprotein complexes bound to the
immunobeads were injected into BALB/c mice to produce HCV-specific, antibody-secreting
hybridomas as described (Harlow & Lane, 1988). Screening was performed in 96-well plates
containing HepG2 cells that had been coinfected with vTF7-3 and vHCV1-1488, and fixed with
isopropanol as described (Dubuisson et al., 1994). Anti-Mac-2 binding protein (M2BP) antibody

was kindly provided by R. Timpl (Max Planck Institute fiir Biochemie, Martinsried, Germany).
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Metabolic labeling and immunoprecipitation. Subconfluent monolayers in 35-mm dishes
were infected with the appropriate recombinant at a multiplicity of infection of 5 PFU per cell.
After 1 h, medium containing 5% FBS was added. Between 4 and 4.5 h postinfection,
monolayers were washed once with prewarmed medium lacking methionine and cysteine, and
incubated in the same medium for an additional half hour. Infected cells were then pulse-labeled
for 5 min with 100 uCi of 35S-Protein Labeling Mix (NEN Life Science Products) per ml. Cells
were washed twice with prewarmed medium containing 10-fold excess methionine and cysteine,
followed by a chase for various times. Cells were then lysed with 0.5% TBS. lodoacetamide (20
mM) was included in the lysis buffer for experiments in which disulfide bond formation were
determined. Cell lysates were clarified by centrifugation in an Eppendorf centrifuge for 5 min at
4°C. In steady-state labeling, cells were labeled at 4 h postinfection with 50 puCi of 358-Protein
Labeling Mix (NEN Life Science Products) per ml in medium lacking methionine and cysteine.
Immunoprecipitations were carried out as described (Dubuisson & Rice, 1996). The precipitates
were boiled for 5 min in SDS-PAGE sample buffer (under nonreducing conditions, -
mercaptoethanol was omitted) and run on a 10% polyacrylamide gel (Laemmli, 1970). After
electrophoresis, gels were treated with sodium salicylate (Chamberlain, 1979), dried and exposed
at -70°C to preflashed Hyperfilm-MP (Amersham Pharmacia Biotech). 14C-methylated protein

molecular mass markers were purchased from Amersham Pharmacia Biotech.

Western blotting. For Western blotting studies, proteins were separated by SDS-PAGE,
transfered to nitrocellulose membranes (Hybond-ECL; Amersham Pharmacia Biotech) by using a
Trans-Blot apparatus (Bio-Rad). After transfer, nitrocellulose membranes were incubated with
specific antibodies (MADb or polyclonal antibody) followed by goat anti-mouse or swine anti-
rabbit immunoglobulin conjugated to horseradish peroxidase or alkaline phosphatatse (DAKO) as
described (Harlow & Lane, 1988). The presence of proteins specifically recognized by the
primary antibody was revealed by chemiluminescence (ECL; Amersham Pharmacia Biotech) as
recommended by the manufacturer or with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl Phosphate/nitro blue

tetrazolium alkaline phosphatase substrate (Sigma).
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Immunofluorescence and alkaline phosphatase detection. Cells grown on coverslips
were infected with the appropriate recombinant virus expressing HCV glycoproteins. At 8 h
postinfection, cells were fixed for 10 min at 4°C with isopropanol. For immunofluorescence
detection, cells were stained for 2 h at room temperature with MAb H14 (diluted 1/200), followed
by incubation for 1 h at room temperature with donkey anti-mouse (Rhodamine)
immunoglobulins (diluted 1/100; Jackson Immunoresearch). For alkaline phosphatase detection,
cells were stained for 2 h at room temperature with MAb H14 (diluted 1/200) or A4 (diluted
1/400), followed by incubation for 1 h at room temperature with rabbit anti-mouse (alkaline
phosphatase) immunoglobulins (diluted 1/200; DAKO) and revealed with 5-bromo-4-Chloro-3-

indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium alkaline phosphatase substrate (Sigma).

Amino acid sequencing. Internal amino acid sequences were determined as described
(Rosenfeld er al., 1992). Briefly, the cellular protein recognized by MAb H14 was purified by
immunoprecipitation as described (Harlow & Lane, 1988) and separated by SDS-PAGE. After
Coomassie Blue staining, the band of interest was cut and treated with acetonitrile and ammonium
carbonate to clear the sample of impurity. After a Speedvac dehydration, the protein was digested
with endoproteinase Lys-C (Boehringer-Mannheim) at 37°C for 18h. Peptides of interest were
purified by reversed-phase HPLC, eluted with acetonitrile in 0.1% trifluoroacetic acid,

lyophilized, and sequenced in an automated microsequencer.
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RESULTS

Identification of a MADb which specifically recognizes aggregates of HCV
glycoproteins.

HCV glycoproteins have a tendency to aggregate and recent data suggest that this
tendency to form aggregates is probably an intrinsic property (Dubuisson, 1999, Duvet et al.,
1998). To better characterize HCV aggregates, we produced a MAb which specifically recognizes
disulfide linked HCV glycoproteins but not the noncovalently associated proteins. For this
purpose, MAbs were screened by immunoprecipitation followed by SDS-PAGE analysis under
nonreducing conditions to select those which only precipitate large aggregates. One MAb (H14)
showed the expected pattern (Fig. 1). When analyzed under nonreducing conditions, proteins
precipitated by H14 migrated as large aggregates. Under reducing conditions, MAb H14
precipitated both E1 and E2 similarly to what was observed with conformation-sensitive (H2)
(Deleersnyder et al., 1997) or -insensitve (A4) (Dubuisson et al., 1994) MAbs. For MAb H2, the
pattern was similar under nonreducing and reducing conditions. For MAb A4, bands
corresponding to E1 and E2 as well as heterogeneous aggregates were observed under
nonreducing conditions. It is worth noting that MAb H2 precipitates the oxidized forms of E1 and
E2 only (Deleersnyder et al., 1997) whereas MAb A4 precipitates both the reduced and oxidized
forms of at least E1 (Dubuisson & Rice, 1996) (Fig. 1). Together these data indicate that MAb

H14 is a new tool to characterize HCV glycoprotein aggregates.

MAb H14 recognizes a cellular protein as well as HCV glycoprotein aggregates.
We have previously shown that ER chaperones BiP and calreticulin interact with
aggregates of HCV glycoproteins (Choukhi et al., 1998). Based on these data, we wanted to
know whether the epitope recognized by MAb H14 is present on HCV glycoprotein aggregates or
whether it recognizes an ER chaperone interacting with them. To determine whether this MAb
recognizes a cellular protein, uninfected HepG2 cells were radiolabeled and cell lysates were used
for immunoprecipitation studies with MAb H14. As shown in Fig. 2, MAb H14 recognized a

cellular protein of approximatly 70kDa suggesting that HCV glycoprotein aggregates might
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Fig. 1: MAb H14 precipitates aggregates of HCV glycoproteins. HepG2 cells were coinfected with vIF7-3 and
vHCV170-809. At 4.5 hours post-infection, cells were labeled for 2 hours with [°S ] methionine and lysed with
Triton X-100. Cell lysates were used for inmunoprecipitation with a conformation-insensitive (A4, anti-El) or -
sensitive (H2; anti-E2) MAb, or with MAb H14. Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE (10%
polyacrylamide) under reducing (R) or nonreducing (NR) conditions. Agg, aggregates; Elred, reduced form of
El; E2red, reduced form of E2; Elox, oxidized form of E1; E20x, oxidized form of E2; EIE2, uncleaved form of
HCYV glycoproteins. HCV-specific proteins are indicated on the left and the sizes (in kilodaltons) of molecular
mass markers are indicated on the right
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Fig. 2: MAb HI14 precipitates a cellular protein (*). HepG2 cells were coinfected with vIF7-3 and vHCV170-
809 (V), vTF7-3 alone (M), or left uninfected (U). At 4.5 h postinfection, cells were labeled for 2 h with [ *S ]
methionine and lysed with Triton X-100. Cell lysates were used for immunoprecipitation with MAb H14.
Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE (12% polyacrylamide) under reducing condition. HCV-
specific proteins are indicated on the left and the sizes (in kilodaltons) of molecular mass markers are indicated
on the right.
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interact with this protein. To identify the cellular protein recognized by MAb H14, internal amino
acid sequences of this protein were determined. For this purpose, the 70kDa protein was purified
by immunoaffinity and digested with endoproteinase Lys-C to generate peptides. Two internal
peptides were purified and sequenced (KSLGWLK and KAAIPSALDT) and they matched with
the sequence of a protein called Mac-2 binding protein (M2BP) (Koths et al., 1993, Ulrich et al.,
1994).

Recognition of M2BP by MAb H14 was confirmed by immunoprecipitation of cell lysates
with MAb H14, followed by Western blotting detection with a polyclonal antibody raised against
M2BP (Fig 3A). Similarly M2BP precipitated by the polyclonal antibody was recognized by
MADb H14 when analyzed by Western blotting (Fig 3B).

Contrary to our expectations, the protein recognized by MAb H14 is not an ER
chaperone. M2BP is a large oligomeric protein composed of 90kDa glycosylated subunits which
is secreted as a ring-like structure (Sasaki er al., 1998). When analyzed in pulse-chase
experiments with the polyclonal antibody, M2BP appeared as a 70kDa band which increased in
intensity during the first hour of chase (Fig. 4A). The intensity of this 70kDa protein started to
decrease after 2 h of chase and a band of approximatly 90kDa appeared, suggesting that some
modifications had occured. The intensity of the 90kDa band was low and this is probably due to
the secretion of M2BP since a similar band was precipitated from the supernatant after a 4-hour
chase (Fig. 4A). When analyzed in pulse-chase experiments with MAb H14, the profile of
detection of M2BP was very similar for the 70kDa form (Fig. 4A). However, neither the
intracellular 90kDa protein nor its secreted form were precipitated by MAb H14, suggesting that
the epitope recognized by this MAb is masked by some modification occuring in the secretory
pathway. This modification is probably occuring in the Golgi apparatus since the 70kDa form of
M2BP was endo H sensitive whereas the 90kDa form was endo H resistant (Fig. 4B). Together,
these data indicate that MAb H14 recognizes an immature form of M2BP.

After confirming that MAb H14 recognizes an epitope present on a cellular protein, we
wanted to know whether the precipitation of HCV glycoprotein aggregates is due to their
interaction with M2BP or whether they share an epitope with this cellular protein. Surprisingly,

Western blotting analyses indicated that H14 recognizes both HCV glycoproteins E1 and E2 (Fig.
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Fig. 3: Western blotting analysis of the cellular protein (M2BP) recognized by MAb H14. (A) HepG2 cell lysates
were immunoprecipitated with MAb H14 or an isotype-matched control MAb. Immunoprecipitates were
separated by SDS-PAGE and revealed by Western blotting with a polyclonal antibody to M2BP. (B) HepG?2 cell
lysates were immunoprecipitated with an anti-M2BP polyclonal antibody or a species-matched control antibody.
Immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE and revealed by Western blotting with MAb HI14.
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Fig. 4: MAb HI4 recognizes the intracellular form of M2BP but not its secreted form. (A) HepG2 cells were
pulse-labeled for 5 min with [ **S ] methionine and chased for the indicated times. Cell lysates and supernatants
(S, for the 240 min chase only) were used for immunoprecipitation with MAb H14 or an anti-M2BP polyclonal
antibody. Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE (10% polyacrylamide) under reducing condition.
(B) Analysis of the endo H sensitivity of the intra- and extra-cellular forms of M2BP. Lysates and supernatants
of [ S ] methionine-labeled HepG?2 cells were immunoprecipitated by an anti-M2BP polyclonal antibody and
then treated or not with endo H. Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE (10% polyacrylamide) under
reducing condition. iM2BP, intracellular form of M2BP; sM2BP, secreted form of M2BP.
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Fig. 5: HCV glycoproteins but not their deglycosylated form are recognized by MAb HI14 in Western blotting
analysis. Hep G2 cells were coinfected with vIF7-3 and vHCV170-809 (V) or vIF7-3 alone (M) and lysed with
Triton X-100. Cell lysates were immunoprecipitated with MAb A4 and then treated or not with PNGase F.
Immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE (10% polyacrylamide) and revealed by Western blotting
with MAb H14. HCV-specific proteins are indicated on the left and the sizes (in kilodaltons) of molecular mass
markers are indicated on the right.
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5); however, the affinity for E1 was lower. It is worth noting that the deglycosylated forms of
HCV glycoproteins were not recognized by H14 (Fig. 5), suggesting that H14 recognizes a
glycan structure or that the H14 epitope is stabilized by a glycan. The absence of sequence
identity between E1, E2 and M2BP suggests that the H14 epitope might involve, at least, partially
a glycan structure which is not accessible on HCV glycoproteins when they are folded.

Together, these data indicate that misfolded HCV glycoproteins, which are aggregated,

share an epitope with the immature form of a cellular protein called M2BP.

Characterization of HCV glycoprotein aggregates.

HCV glycoproteins expressed in different cell lines (chick cells, insect cells, BHK-21,
CV-1 and HepG2) were precipitated by MAb H14 suggesting that aggregates are formed in these
different cell lines (data not shown). In addition, MAb H14 precipitated HCV glycoproteins
expressed by viral (vaccinia and Sindbis viruses) or non-viral vectors (data not shown),
indicating that the formation of HCV glycoprotein aggregates is not influenced by the expression
system.

Since MAb H14 recognizes an epitope on both E1 and E2 (Fig. 5), we wanted to know
whether the H14 epitope would be accessible on these proteins expressed alone, in the absence of
any denaturation. For this purpose, HCV glycoproteins were analyzed by immunoprecipitation
under nondenaturing conditions. As shown in Fig.6, MAb H14 precipitated E1 or E2 when
expressed alone, suggesting the H14 epitope is not buried in these glycoproteins. It is worth
noting that these proteins were no longer recognized by MAb H14 when deleted at their C-
terminus, suggesting that the H14 epitope might be present in close proximity of their
transmembrane domain. However, the same truncated forms of E2 were recognized by MAb H14
in Western blotting experiments (data not shown), indicating that the H14 epitope is present on
these truncated proteins but is not accessible unless the proteins are denatured. These data suggest
that the transmembrane domains of HCV glycoproteins might be indirectly involved in the
formation of aggregates.

The kinetics of formation of HCV glycoprotein aggregates were analyzed in pulse-chase

experiments. As shown in Fig. 7, HCV glycoprotein aggregates recognized by MAb H14 were
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Fig. 6: Immunoprecipitation of full-length and truncated forms of HCV glycoproteins expressed alone. HepG2
cells were coinfected with vIF7-3 and the appropriate vaccinia virus recombinant. At 3 h p ostinfection, cells
were labeled for 2 h with [ S ] methionine and lysed with Triton X-100. Cell lysates were immunoprecipitated

with MAb A4 (detection of El), H47 (detection of E2) or MAb HI4, and then analyzed by SDS-PAGE under
reducing condition.
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Fig. 7: K inetics of the detection of HCV glycoproteins by MAb H14. HepG2 cells infected with vTF7-3 and
vHCV170-809 (V) or vIF7-3 alone (M) were pulse-labeled for 5 min withf *°S ] methionine and chased for the
indicated times. Cell lysates were immunoprecipitated with MAb H14 and immunoprecipitates were analyzed by
SDS-PAGE (10% polyacrylamide) under reducing condition. HCV-specific proteins are indicated on the left
and the sizes (in kilodaltons) of molecular mass markers are indicated on the right.
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already formed during the pulse and the intensity of HCV glycoproteins precipitated by H14
remained rather stable during the chase. It is worth noting that MAb H14 can precipitate different
glycoforms of E1 (Fig. 7). These data suggest that HCV glycoprotein aggregates are formed very
rapidly but are very slowly degraded.

To further characterize HCV glycoprotein aggregates recognized by MAb H14, we
analyzed their expression by immunofluorescence. As shown in Fig. 8A, aggregates of HCV
glycoproteins were localized in ER-like structures as usually observed for HCV glycoproteins
(Dubuisson et al., 1994). However, when compared to the detection with other anti-E1 or anti-E2
MAbs, a smaller number of cells showed a strong ER-like signal with MAb H14 (Fig. 8B). We
observed that only approximately 20% of the cells expressing HCV glycoproteins exhibited a
strong ER-like signal with MAb H14, suggesting that HCV glycoprotein aggregation occurs in a
small proportion of the infected cells. Similar results were observed in HepG2 cells infected by
vaccinia virus-HCV recombinants (data not shown). It is worth noting that some fluorescence
was also detected in control cells which did not express HCV glycoproteins (Fig. 8A). In these
cells, the fluorescence accumulated in some spots which likely represent the subcellular
localization of the immature form of M2BP recognized by MAb H14. Since the endo H resistant
form of M2BP is not recognized by MAb H14, the compartment stained by immunofluorescence

in the control cells is probably a pre-medial Golgi compartment.
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Fig. 8: Immunodetection, by MAb H14, of cells infected by recombinant viruses expressing HCV glycoproteins.
(A) CV-1 cells were infected with vIF7-3 and vHCV170-809 (E1E2p7) or vIF7-3 alone. At 8 h postinfection,
cells were fixed with isopropanol and labeled with MAb H14 (secondary donkey anti-mouse 1gG-Rhodamine).
(B) CV-1 cells were infected with a Sindbis virus recombinant expressing a truncated form of HCV polyprotein
(SINrep/HCV-HI-1207) at a multiplicity of infection of 0.5. At 8 h postinfection, cells were fixed with
isopropanol and labeled with MAb Hi14 or A4 (secondary rabbit anti-mouse IgG-Alkaline Phosphatase).
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DISCUSSION

HCV glycoproteins have a tendency to aggregate and recent data suggest that this
tendency to form aggregates is probably an intrinsic property of these proteins (Dubuisson,
1999). To further understand the potential role played by HCV glycoprotein aggregates in HCV
infection, we produced a MAb (H14) which specifically recognizes these aggregates but not the
noncovalent E1E2 heterodimer. Characterization of HCV glycoprotein aggregates with the help of
MAD H14, indicates that these aggregates share an epitope with a cellular protein (M2BP) and are
expressed in a small proportion of the infected cells.

Aggregates of HCV glycoproteins share an epitope with M2BP. Viruses are major
candidates for the induction of autoimmune diseases. Autoimmunity, in the form of
autoantibodies, is common after many viral infections and may well result from the mimicking of
host proteins by viral antigens. Hepatitis C virus induces a number of diseases of presumed
autoimmune background, like mixed cryoglobulinaemia, glomerulonephritis, panarthritis,
arthritis, thyroiditis and skin lesions (Houghton, 1996). On the other hand a number of
autoantibodies are observed during the course of hepatitis C (Manns & Obermayer-Straub,
1997). Of particular interest are liver/kidney microsomal (LKM) antibodies. LKM antibodies in
chronic hepatitis C recognize several autoepitopes differing from those of autoimmune hepatitis.
Hepatitis C-associated LLKM antibodies are more heterogeneous. They recognize -either
conformational or several distinct linear epitopes on cytochrome P450 2D6 (Manns &
Obermayer-Straub, 1997). They may also react with other microsomal proteins. Apart from their
molecular masses of 59 and 70 kDa these microsomal antigens are not yet identified (Durrazzo et
al., 1995). The identification of a common epitope between HCV glycoprotein aggregates and
M2BP suggests that M2BP might be a target for autoantibodies. This suggestion is reinforced by
the fact that the microsomal form of M2BP is a protein of about 70 kDa and by the observation
that among 14 HCV-positive sera tested, one reacted against M2BP (Dubuisson, unpublished
data). Future studies should help us to evaluate the prevalence of such autoantibodies in HCV-

infected patients.
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The epitope recognized by MAb H14 is only present on the immature form of M2BP.
Modifications of some glycans seem to abolish the recognition of the epitope suggesting that the
secreted form of M2BP is not recognizable by potential autoantibodies directed against the epitope
shared with HCV glycoprotein aggregates. Nevertheless, it is conceivable that this modification
does not occur in some cell types in vivo and therefore that some mature form of M2BP could be
recognized by an antibody directed against HCV glycoprotein aggregates. This reactivity could
lead to an alteration in M2BP functions. In addition, it could also induce an inflammatory
response in the tissue recognized by the antibody. M2BP is a large oligomeric protein composed
of 90kDa glycosylated subunits which is secreted as a ring-like structure (Sasaki et al., 1998). It
is a cell-adhesive protein of the extracellular matrix which binds to B1 integrins, collagens and
fibronectin. However, additional functions have been proposed for M2BP. It has been shown to
induce lipopolysaccharide-dependent binding to CD14 (Yu & Wright, 1995), enhance the activity
of killer cells and interleukin production (Ulrich et al., 1994), suppress some tumor (Jallal ef al.,
1995) and promote cell aggregation by cross-linking surface-bound galectin-3 (Inohara et al.,
1996). M2BP is present in several biological fluids where it may exert its functions. In addition,
elevated levels of M2BP can be observed in some cancers as well as some viral infections,
including hepatitis C (Artini et al., 1996, Iacobelli et al., 1994, Longo et al., 1993).

HCV glycoprotein aggregates recognized by MAb H14 are expressed in a small
proportion of the infected cells. Indeed, a large portion of cells expressing HCV glycoproteins
did not show a signal above background when analyzed by immunofluorescence with MAb H14.
These data suggest that, in some physiological conditions, aggregates of HCV glycoproteins are
less likely to be formed. We can expect that an appropriate concentration of the chaperones and/or
foldases involved in HCV glycoprotein folding could reduce the formation of aggregates.
Recently, we have identified ER chaperones potentially involved in the folding and assembly of
HCYV glycoproteins (Choukhi et al., 1998). However overexpression of these chaperones did not
improve the folding of these glycoproteins. Since several chaperones can be involved in assisted
folding of proteins in the ER, it is likely that a proper balance of chaperone activities is required
for optimal folding. It is also likely that other chaperone(s) and/or foldase(s), which have not

been identified yet, are necessary to assist in HCV glycoprotein folding. The use of MAb H14
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should help us to determine the conditions in which cells produce these aggregates at a lower
level.

Why do some protein aggregate in vivo? Since protein folding in the cell is so complex,
there is a significant likelihood of defects arising in the process. Potentially, thermodynamic
destabilization of the native or an intermediate state, alteration of the folding kinetics, prolonged
or inappropriate associations with chaperones or foldases, preferential formation of off-pathway
or toxic conformations, could all lead to loss of functional protein. Inability of an essential protein
to form its native structure under physiological conditions may be the basis of a variety of human
diseases (for review: (Thomas et al., 1995)). In the case of HCV glycoproteins, it is hard to
prove that, in the course of an HCV infection, aggregates such as those characterized in this work
can be formed. This is due to the absence of a tissue culture system which allows an efficient
replication of HCV. However, the use of different expression systems (viral or none) to study the
assembly of HCV glycoproteins allows us to conclude that aggregation of HCV glycoproteins is
not an artifact linked to the expression system. In the context of HCV infection, inefficient
folding of the HCV glycoproteins might downregulate particle formation and virus replication to
minimize exposure of viral antigens to the immune system and/or reduce pathogenicity.
Alternatively, the production of HCV glycoprotein aggregates could provide these glycoproteins
with additional functions in infected cells or on the particle. The noncovalent HCV glycoprotein
complex previously characterized (Deleersnyder et al., 1997) is most likely the prebudding form
of the functional complex which will play an active role in the entry process in infected cells.
However, it cannot be excluded that a portion of HCV glycoprotein aggregates are composing the
envelope of the mature particle, providing the viral particle with additional functions. More likely,
in infected cells, aggregates of HCV glycoproteins could interact with host proteins in the ER
compartment whose transport or function could be altered as a consequence of these interactions.
Further work will be necessary to evaluate the potential role of HCV glycoprotein aggregates in

the physiopathology of HCV infection.
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Discussion de D’article « Characterization of Aggregates of

Hepatitis C virus Glycoproteins »

I. Introduction

Comme nous I’avons précédemment décrit, I’assemblage des glycoprotéines E1 et E2 du
VHC apparait inefficace et conduit majoritairement a la formation d’agrégats (Deleersnyder, et
al. 1997). Ces protéines associées par des ponts disulfures sont probablement des « déchets »
pour le virus, car il est peu probable qu’elles entrent dans la composition de ’enveloppe virale.
Néanmoins, le fait que 1’agrégation des ces glycoprotéines puisse étre une propriét€ intrinséque
du virus, laisse a penser qu’elles pourraient jouer un role dans une étape du cycle viral ou dans
I’interaction avec la cellule hote (Dubuisson, 1999, sous presse). Afin de mieux caractériser les
agrégats formés par les glycoprotéines du VHC, nous avons produit un anticorps monoclonal

(Ac Mn) qui reconnait de maniére spécifique ces agrégats.
I1. Spécificité de reconnaissance par I’Ac Mn H14

A. L’Ac Mn H14 précipite les agrégats formés par les
glycoprotéines du VHC

Nous avons immunisé des souris a I’aide de complexes E1E2 préalablement précipités par
un Ac Mn anti-E1, indépendant de la conformation. Parmi les différents hybridomes obtenus,
nous avons sélectionné ceux qui produisaient un anticorps capable d’immunoprécipiter
spécifiquement les agrégats des glycoprotéines du VHC. En effet, apres séparation sur gel SDS-
PAGE en conditions non réductrices, les agrégats formés par des protéines li€es entre elles par
des ponts disulfures ne pénétrent pas ou peu dans le geln de polyacrylamide. Dans ces
conditions, nous avons pu montrer que les glycoprotéines précipitées par 'AC Mn H14
présentaient ce profil de migration caractéristique (Figure 1 de l'article). Ainsi, en absence
d’agent réducteur, aucune protéine E1 et/ou E2 sous forme monomérique n’a pu étre détecté par
I’Ac Mn H14, contrairement aux anticoprs monoclonaux H2 (conformationnel-dépendant) et A4
(conformationnel-indépendant). En effet, 1'anticorps A4 précipitait également des agrégats en
plus des formes monomériques alors que I'anticorps H2 ne précipitait que le complexe E1E2

non-covalent, comme nous l'avons déja décrit (Deleersnyder, et al. 1997). Ainsi, I'anticorps
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H14 semblait donc suffisamment spécifique pour étre utilisé dans la caractérisation des agrégats
formés par E1 et E2.

B. L’Ac Mn H14 reconnait une protéine cellulaire

La détection d’une protéine par immunoprécipitation ne veut pas nécéssairement dire que
cette protéine porte 1’épitope reconnu par I’anticorps utilisé. En effet, I’épitope peut étre porté
par une autre protéine, avec laquelle elle interagit. Dans le but d’évaluer si I’anticorps H14
pouvait reconnaitre ou non une protéine cellulaire, du lysat de cellules non infectées a été utilisé
dans des expériences d’immunoprécipitation par I’Ac Mn H14. Comme le montre la figure 2 de
l'article, I’ immunoprécipitation d’une protéine d’environ 70 kDa par I’Ac Mn H14 suggere que
la reconnaissance des agrégats pourrait se faire via une protéine cellulaire.

Comme nous I’avons déja mentionné dans le paragraphe E. (page 71), les glycoprotéines E1 et
E2 interagissent avec des chaperons du RE. Certains chaperons du RE ont une masse
moléculaire proche de 70 kDa et pouvaient donc étre des candidats potentiels, néanmoins, nos
expériences ne nous ont pas permis de mettre en évidence la coprécipitation de 1'un d’entre eux
par 'Ac Mn H14 (résultats non montrés). Le séquencage de la protéine s’est donc avéré
indispensable a son identification, et nous a permis de montrer qu’il s’agissait de la protéine
"Mac-2 binding protein" (M2BP), qui fait partie de la famille des protéines SRCR (scavenger
receptor cysteine rich) typiquement retrouvées a la surface de lymphocytes T, et impliquées dans
les fonctions de défense immunitaire (Ullrich, et al. 1994, Figure 23). Des preuves
supplémentaires ont ét€ apportées par des travaux complémentaires d’immunoprécipitation et de
Western-blotting a I’aide d’un anticorps polyclonal anti-M2BP (Figure 3 de l'article).

M2BP, encore appelée 90K, est une protéine sécrétée. qui a pu €tre observée dans la matrice
extracellulaire sous forme d’oligomeres en anneaux de 1000 a 1500 kDa (Sasaki, et al. 1998).

Les différentes fonctions de cette protéine seront décrites et discutés dans le paragraphe V.2.

(page 84).

ITII. Caractérisation de I’épitope reconnu par l’ahticorps H14

A. L’Ac Mn H14 reconnait un épitope accessible sur la forme
immature de M2BP

La comparaison des profils de détection de M2BP immunoprécipité par I’Ac Mn H14 et le
sérum anti-M2BP dans des expériences de marquage-chasse, a permis de mettre en évidence
deux formes de masses moléculaires respectives 70 et 90kDa (Figure 4A de l'article). La forme



MTPPRLFWVYW LIVACTOGVN DGDMRIADGG ATNOGRVETIF YRGOWGTVED NLWDLTDASV
VCRALGFENA TOQALGRAAFG OGSGPIMIDE VQCTGTEASL ADCKSLGWLK SNCRHERDAG
VVCTNETRST HTLDLSRELS EALGQIFDSQ RGCDLSISVN VQGEDALGFC GHTVILTANL
EAQALWKEPG SNVTMSVDAE CVPMVRDLLR YFYSRRIDIT LSSVKCFHKL ASAYGARQLQ
GYCASLFAIL LPQDPSFQMP LDLYAYAVAT GDALLEKLCL QFLAWNFEAL TQAEAWPSVP
TDLLQLLLPR SDLAVPSELA LLKAVDTWSW GERASHEEVE GLVEKIRFPM MLPEELFELQ
FNLSLYWSHE ALFQKKTLQA LEFHTVPFQL LARYKGLNLT EDTYKPRIYT SPTWSAFVTD
SSWSARKSQL VYQSRRGPLV KYSSDYFQAP SDYRYYPYQS FQTPQHPSFL FQDKRVSWSL
VYLPTIQSCW NYGFSCSSDE LPVLGLTKSG GSDRTIAYEN KALMLCEGLF VADVTDFEGW
KAATPSALDT NSSKSTSSFP CPAGHFNGFR TVIRPFYLTN SSGVD

Figure 23: Séquence en acides aminés de Mac-2 binding protein, d'apres Ullrich ef al., 1994.

Le peptide signal putatif est en grisé; la région homologue au SRCR (scavenger receptor cystein rich) est soulignée et ses
cystéines sont en gras; les sites potentiels de N-glycosylation sont en gras; et les deux peptides internes que nous avons
séquencé sont en italique.
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de plus haut poids moléculaire ne semble pas immunoprécipitée par ’anticorps H14. De plus,
lors de I’'immunoprécipitation par 1’anticorps polyclonal M2BP, cette forme de 90kDa apparait
parallelement a la disparition progressive de la forme de 70 kDa (dés 2 heures de chasse), et se
retrouve ensuite dans le surnageant de culture cellulaire. Sa résistance a I’endo H indique qu’elle
a subi des modifications au niveau de ses glycannes par des enzymes golgiens, lors de la
traversée de la voie de secrétion (Fig.4B de l'article). Ainsi, ces résultats indiquent que
I'anticorps H14 reconnait uniquement la forme immature intracellulaire de M2BP dont la

localisation ne dépasse probablement pas le cis-Golgi.

B. L’épitope reconnu par I’Ac Mn H14 est présent sur les
agrégats des glycoprotéines du VHC

1. Nature de I’épitope reconnu sur les agrégats

Dans un premier temps, nous avons supposé€ que les glycoprotéines du VHC pouvaient

étre associées a la protéine cellulaire M2BP reconnue par ['anticorps H14. Cependant, nous
avons montré par la suite que l'anticorps H14 reconnait également les glycoprotéines E1 et E2
en Western-blotting (Figure 5 de l'article), suggérant la présence d’un épitope partagé entre
M?2BP et ces deux protéines.
L’analyse des séquences en acides aminés des protéines E1, E2 et M2BP n’a pas permis de
mettre en évidence de séquence peptidique commune entre ces trois prot€ines. Cependant,
I’absence de détection suite au traitement par la PNGase F suggere que la structure de I’épitope
dépend de la présence d’un glycanne ou bien que I’anticorps H14 reconnait un glycanne (Figure
5 de I'article).

2. Role des domaines transmembranaires des glycoprotéines
du VHC dans la formation de I’épitope H14

Dans le but de localiser 1’épitope reconnu par I’Ac Mn H14 sur les glycoprotéines El et
E2, nous avons entrepris de les exprimer seules, en totalité ou sous forme tronquée (Figure 6 de
l'article). En conditions non dénaturantes, I’anticorps H14 ne semble pas précipiter les formes
tronquées de El et de E2, suggérant que les domaines transmembranaires de ces protéines sont
impliqués dans 1'épitope reconnu par l'anticorps H14, ou encore que I’état repliement de ces
formes tronquées ne permettrait pas I’exposition de cet épitope a la surface de ces prot€ines.
Cependant, la reconnaissance de ces protéines tronquées en Western-blotting (résultat non

montré) semble indiquer que 1’épitope se situe au niveau des ectodomaines des glycoprot€ines
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du VHC, et que les domaines transmembranaires auraient plutdt un role dans la stabilisation de
I’épitope.

Nous avions déja montré dans notre laboratoire que la glycoprotéine E1 ou sa forme tronquée
El;,, exprimée seule est incapable de se replier correctement (Michalak, et al. 1997). Par
conséquent, le fait que I’anticorps H14 ne précipite pas nos formes tronquées de El (El,, et
El,,)), indique que I’état conformationnel de ces protéines est différent de celui qui existe dans
les agrégats formés par les glycoprotéines E1 et E2 liées par des ponts disulfures.

De plus, ces mémes travaux ont aussi mis en évidence que la forme tronquée E2., est
correctement repliée, car elle est reconnue par I’anticorps H2 dépendant de la conformation. Ce
résultat expliquerait pourquoi cette protéine E2, alors proche de I’état natif n’est pas reconnue
par Mab H14. Comme la forme E2,,; n’est précipitée ni par I’anticorps H2 ni par I’anticorps
H14, son repliement apparait donc différent de celui qui existe dans les agrégats ou les
complexes non-covalents formés par les glycoprotéines du VHC. Ces résultats suggérent un état
de repliement spécifique des glycoprotéines E1 et E2 engagées dans la formation d’agrégats, et
indique que les domaines transmembranaires de ces glycoprotéines jouent un rble important

dans la formation de ces agrégats.

3. Cinétique d’apparition et de dégradation des agrégats

Les agrégats se forment trés tot aprés la syntheése des glycoprotéines virales El et E2
(Figure 7 de l'article). Leur temps de demi-vie semble assez long (> 4h), suggérant qu’ils sont
soumis a une trés lente dégradation dans la cellule. La précocité d’apparition de ces
glycoprotéines mal repliées ainsi que leur résistance a la dégradation laisse a penser qu’elles

pourraient avoir une fonction dans le cycle infectieux du VHC.

IV. Localisation et répartition des agrégats dans les cellules

infectées

Comme cela a déja ét€ montré dans le laboratoire, les glycoprotéines du VHC exprimées a
I’aide de systemes hétérologues résident au niveau du RE (Dubuisson, et al. 1994, Duvet, et al.
1998). Nous avons pu mettre en évidence une localisation identique des agrégats formés par les
glycoprotéines E1 et E2 a I’aide de I’AC Mn H14, révélé en immunofluorescence (Figure 8A de
l'article). Cependant, il apparait que seulement 20% des cellules infectées étaient clairement
détectées dans ces conditions d’expérience, ce qui suggere que certaines cellules produisent
beaucoup plus d’agrégats que d’autres (Figure 8B de 'article). Ceci pourrait s’expliquer par des
différences dans I’état physiologique des cellules infectées. Nous avons montré que certains

chaperons moléculaires sont impliqués dans le repliement et I’assemblage des glycoprotéines du
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VHC (article I). Ainsi, il se peut que la présence d’une quantité appropriée de ces chaperons
(ainsi que d’autres non encore identifi€s) suffise & limiter la formation d’agrégats. L’utilisation
de I’anticorps H14 nous permettra, par la suite, de déterminer les conditions dans lesquelles les
cellules produisent de faibles taux d’agrégats.

Enfin, il est a noter qu’un signal faible et localisé est détecté au niveau des cellules contrdles qui
n’expriment pas des glycoprotéines du VHC (Figure 8A de l'article, vIF7.3). 1l s’agit trés
probablement de la détection de la forme immature de M2BP, présente au niveau du

compartiment pré-médian du Golgi.

V. Le role potentiel des agrégats lors de V’infection par le VHC

1. Role potentiel des agrégats dans les maladies

autoimmunes associées au VHC

Certaines maladies autoimmunes ont été décrites en association avec une infection par le
VHC, telles que la cryoglobulinémie, I’arthrite, ou encore le dysfonctionnement de la glande
thyroide (Houghton 1996). Tout au long de I'infection chronique par le VHC, il a aussi été
observé ’apparition d’un certain nombre d’auto-anticorps hétérogenes dirigés contre diverses
protéines cellulaires. Parmi eux, des anticorps dirigés contre les protéines microsomales de rein
et de foie (LKM antibodies= liver/kidney microsomal antibodies) sont particulicrement
intéressants (Manns and Obermayer-Straub 1997). En effet, 'une des protéines reconnue par
I’'un de ces anticorps posseéde une masse moléculaire de 70kDa (Durazzo, et al. 1995) et pourrait
correspondre a la forme microsomale de M2BP. Il s’avere de plus que parmi 14 séra provenant
de patients infectés par le VHC, un sérum a permis la détection de M2BP en

immunoprécipitation (Dubuisson, résultat non montrg).

2. Role potentiel d’anticorps anti-agrégats dans I’inhibition
fonctionnelle de M2BP

En plus d’une réponse inflammatoire des tissus, la présence d’anticorps dirigés contre
M2BP pourrait avoir une incidence sur les différentes fonctions biologiques de cette protéine, a
condition que certaines formes sécrétées de cette protéine soient reconnues par des auto-
anticorps. Nos résultats montrent que 1’épitope partagé entre M2BP et les agrégats formés par
les glycoprotéines E1 et E2 n’est présent que sur la forme intracellulaire de M2BP (I1I.A.,
page 81). De plus, la reconnaissance de cet épitope semble liée a la présence d’une structure

glycanique (IIL.B.1., page 82), qui devrait étre de nature oligomannosidigue, comme il a ét€
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montré pour les glycoprotéines du VHC (Duvet, et al. 1998). Il est cependant possible que
certains glycannes de M2BP (de type complexes sur la forme mature) ne soient pas modifiés
dans certains types cellulaires, et que des anticorps dirigées contre |'épitope H14 puissent
moduler la fonction de cette protéine.

Plusieurs roles ont été proposés pour la protéine M2BP. De nombreux travaux ont montré
que M2BP intervient d’une part, au niveau de 1’adhésion cellulaire, et d’autre part, au niveau de
la stimulation de la réponse immune. Cette protéine qui a aussi €t€ détectée dans de nombreux
fluides biologiques apparait posséder un large champ d’action.

M2BP a ét¢ mise en évidence en association aux intégrines B,, aux collagénes et a la
fibronectine de la matrice extracellulaire (Sasaki, et al. 1998). De plus, il a été montré que
I’adhésion des cellules tumorales a la laminine se faisait par 1’intermédiaire de la lectine B-
galactoside-spécifique  MAC-2 (encore appelée galectin-3). II s’avere que MAC-2 lie
spécifiquement les glycannes complexes de M2BP qui possédent donc un motif lactose ou
galactose (Inohara, et al. 1996). A la lumiere de ces données, il apparait donc évident qu’un
dysfonctionnement de M2BP, dii & sa reconnaissance par I’anticorps H14, pourrait conduire a
une perturbation de I’adhérence cellulaire.

Les travaux de I'équipe de Iacobelli ont montré un rdle potentiel de M2BP dans la
stimulation de I’activité des cellules NK (natural killer) et LAK (lymphokine-activated killer) via
I'induction de la secrétion de I’interleukine-2 (Ullrich, et al. 1994). De fagon caractéristique, il a
été observé une augmentation de I’expression de M2BP en réponse a différents cancers ou suite
a ’intrusion d’un agent pathogéne (virus, bactérie) dans 1’organisme. Ainsi, par I’intermédiaire
d’un test ELISA, Tacobelli et coll. ont mis en évidence un taux élevé de cette protéine dans les
séra de patients atteints de cancer (Iacobelli, et al. 1993). Leurs observations ainsi que celles
d’autres laboratoires suggerent que le maintien d’une production élevée de cette protéine par une
tumeur cancéreuse est corrélé avec un diagnostic clinique plus favorable.

Plus récemment, le groupe de Iacobelli a montré que dans le cas d’infections virales
chroniques par le VIH, le VHB ou le VHC, le taux sérique de M2BP pouvait étre corrélé avec
I’évolution clinique de la maladie. En effet, Tinari et coll. ont constaté un arr€t de la diminution
de la quantité de lymphocytes CD4 chez des personnes infectées par le VIH présentant un haut
taux de M2BP dans le sang (Tinari, et al. 1998). Dans le cas de I’hépatite C chronique, Artini et
coll. ont montré une corrélation entre le taux de M2BP et le degré de sévérité de la maladie, ainsi
que la durée de I’infection (Artini, et al. 1996). L’ensemble de ces travaux suggérent que M2BP
pourrait jouer un rble important dans la stimulation du systtme immunitaire, et que le
dysfonctionnement de cette protéine pourrait avoir des répercussions sur les défenses de

l'organisme vis a vis d'un agent infectieux comme le VHC.
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V1. Conclusion

Les agrégats formés par les glycoprotéines du VHC possedent un épitope commun avec la
protéine cellulaire M2BP, spécifiquement reconnu par notre anticorps monoclonal H14. Dans le
contexte du VHC, il apparait que les agrégats joueraient un rdle dans la physiopathologie de
l'infection par ce virus. Ceci reste encore a démontrer, méme si ’hypothése d’une minimisation
de l’exposition d’antigénes viraux au Systtme immunitaire et/ou d’une réduction de la
pathogénicité semble probable. En outre, on ne peut pas exclure qu'une portion de ces
complexes covalents soit retrouvée au niveau de 1’enveloppe de la particule virale miture. Dans
ce cas, les agrégats permettraient au virus d’exercer des fonctions particulieres. Avant d’évaluer
le r8le potentiel des agrégats des glycoprotéines du VHC dans le cycle viral, il serait cependant
nécessaire de définir en détails les étapes limitantes du repliement des glycoprotéines qui seraient

a l’origine de leur formation.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’étude de l’assemblage de protéines d’enveloppes virales dans des systémes
d’expression hétérologues a été¢ abondament développée pour un bon nombre de systémes
viraux. Ces études ont montré, dans de nombreux cas, des résultats similaires a ceux obtenus
dans des travaux réalisés avec le virus d’origine. Dans le cas du virus de I’hépatite C, cette étude
comparative est malheureusement impossible a réaliser car ce virus ne se multiplie pas de fagon
efficace en culture cellulaire. Nous sommes donc obligés de supposer que cette comparaison
peut également s’ appliquer potentiellement au VHC.

Dans des conditions d’expression hétérologue des glycoprotéines du VHC a l'aide de
vecteurs viraux, il a ét€ montré que la glycoprotéine E2 interagit avec la glycoprotéine E1 pour
former des complexes. Une caractérisation de 1’assemblage de ces protéines a montré qu’en
présence de détergents non-ioniques deux types de complexes sont formés: un hétérodimere de
E1 et E2 stabilisé par des interactions non covalentes et des agrégats hétérogénes contenant des
ponts disulfures intermoléculaires (Dubuisson, et al. 1994, Dubuisson and Rice 1996). Une
étude plus récente a montré que les hétérodimeres non covalents sont composés de protéines
bien repliées alors que les agrégats sont formés de protéines mal repliées (Deleersnyder, et al.
1997). Cependant, la présence d’agrégats ne semble pas due a des mutations introduites durant
la synthese de I’ADNc ou a des amplifications par PCR du clone d’origine utilis€ dans nos
expériences. En effet, la formation d’agrégats a également été observée pour des glycoprotéines
dont la séquence était identique a celle d’un clone infectieux récemment caractérisé (Kolykhalov,
et al. 1997, Dubuisson and Rice, résultats non publiés). Cette tendance a I’agrégation observée
pour les glycoprotéines du VHC pourrait aussi étre due aux trés hauts niveaux d’expression de
ces glycoprotéines dans nos systémes d’expression, ou a des effets indésirables du vecteur lui-
méme. Néanmoins, la présence d'agrégats a également été observée dans le cas ou les protéines
sont exprimées a partir d’un systtme d’expression non viral, pour lequel les niveaux
d’expression sont cependant plus faibles (Duvet, et al. 1998). Ces résultats suggerent que cette
tendance a 1’agrégation pourrait étre une propriété intrinseque des glycoprotéines du VHC. Le
lent repliement des glycoprotéines du VHC pourrait en effet accroitre la fraction protéique déviée
vers des voies non-productives de repliement telles que 1’ agrégation et la formation anormale de
ponts disulfures (Fischer and Schmid 1990). Enfin, nous émettons I'hypothése que cette
inefficacité de repliement pourrait avoir lieu au niveau des cellules de patients infectées par le
VHC.

Dans ce travail, nous avons identifié des chaperons moléculaires impliqués dans la
formation des complexes E1E2, et ce afin de comprendre I'inefficacité d’assemblage des
glycoprotéines du VHC. Nous avons également surexprimés ces chaperons dans le but

d’améliorer I’efficacité de repliement de ces protéines. Enfin, nous avons caractéris€ les agrégats
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formés par les glycoprotéines du VHC dans le but ultérieur de comprendre leur réle potentiel
dans la pathogenese liée du VHC.

L’étude de I'interaction entre les glycoprotéines du VHC et certains chaperons du RE
nous a permis de montrer une association prolongée entre ces glycoprotéines et les chaperons
CNX, CRT et BiP. La caractérisation de l'interaction des glycoprotéines du VHC avec les
protéines BiP et CRT a montré que ces chaperons s’associent essentiellement avec des agrégats
formés par les glycoprotéines El et E2. Ceci suggere que les glycoprotéines associées 2 ces
chaperons sont engagées dans une voie non productive de repliement (Figure 24). Nous avons
aussi pu montrer que la CNX interagit préférentiellement avec des complexes non covalents
(Figure 24). Durant leur repliement, les protéines qui composent le complexe natif ont donc
probablement €té en contact avec la CNX. En effet, ce chaperon interagit avec les glycoprotéines
El et E2 associées de fagcon non covalente, et ces derniéres acqui¢rent un état oxydé en sa
présence (Dubuisson and Rice 1996). Sur la base de nos résultats ainsi que d’autres données
obtenues dans notre laboratoires, nous proposons un premier modele expliquant certaines étapes
de la formation du complexe E1E2 natif (Figure 25). Ainsi, immédiatement apres leur synthese,
les formes monomériques de El1 et E2 interagissent avec la CNX. Les ponts disulfures
intramoléculaires se forment rapidement pour E2, ce qui conduit a la formation d'au moins un
sous-domaine. Cette forme partiellement repliée de E2 peut alors interagir avec la forme non
oxydée de E1, ce qui conduit a la formation de complexes glycoprotéiques intermédiaires qui
sont associ€s a la CNX. Le repliement de E1 se déroule alors dans le contexte de ces complexes
intermédiaires. Finalement, les glycoprotéines E1 et E2 atteignent leur stade final de repliement,
ce qui conduit a la formation d'un complexe E1E2 natif qui se détache de la CNX.

Le role majeur des chaperons est d’aider les protéines a atteindre leur conformation
native en limitant les interactions non productives. Etant donné qu'une fraction importante des
glycoprotéines du VHC forme des agrégats, il est possible que dans les conditions
physiologiques, du fait la lenteur de repliement, les chaperons du RE ne puissent jouer
pleinement leur fonction. Bien que les chaperons soient abondants dans le RE, une majorité de
ces molécules pourrait de plus étre impliquée dans des interactions protéine-protéine. Par
conséquent, seule une fraction de ces chaperons serait disponible pour engager des interactions
avec des protéines néosynthétisées. Afin de suppléer les cellules exprimant les chaperons
potentiellement impliqués dans le repliement des glycoprotéines du VHC, ceux-ci ont été
surexprimés. Cependant, la surexpression des chaperons CNX, CRT et BiP dans des cellules
exprimant les glycoprotéines du VHC n’a pas permis d'améliorer la formation de complexes
E1E2 natifs. Ces résultats suggérent qu’un équilibre entre Pactivité des différents chaperons
impliqués serait nécessaire pour un repliement optimal. Il est également probable que d’autres
chaperon(s) ou foldase(s) non encore identifiés dans ce travail soient nécessaires pour aider au
repliement correct de E1 et E2.

La caractérisation des agrégats formés par les glycoprotéines du VHC a pu se faire grice

a I’obtention d’un anticorps monoclonal dirigé spécifiquement contre ces agrégats. L utilisation



Figure 24: Les différentes étapes de repliement et d'assemblage des glycoprotéines
du VHC en complexes, (Dubuisson et al., 1994, Dubuisson et Rice, 1996, Deelersnyder
et al., 1997, Michalak et al., 1997, Choukhi et al., 1998).
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Figure 25: Modéele du repliement des glycoprotéines du VHC. Les glycoprotéines E1 et E2 interagissent individuellement avec la CNX.
La forme partiellement repliée de E2 s'associe avec la forme non oxydée de E1 en complexe glycoprotéique intermédiaire. Les glycoprotéines E1
et E2 atteingnent leur stade de repliement final (complexe natif) qui se détache de la CNX. D'apres Dubuisson, 1999.
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de ce nouvel outil nous a permis de montrer que ces agrégats se forment rapidement aprés la
synthése des glycoprotéines El et E2 et qu’ils ne se dégradent que trés lentement dans les
cellules qui les expriment. Nous avons également observé que toutes les cellules exprimant les
glycoprotéines E1 et E2 ne produisaient pas forcément des agrégats en quantité détectable. Ces
variations dans I’expression de ces agrégats pourraient €tre liées a 1’état physiologique des
cellules qui varie au cours du cycle cellulaire. Enfin, de fagon inattendue, nous avons observé la
reconnaissance d'un épitope commun entre les agrégats formés par les glycoprotéines du VHC
et la protéine cellulaire M2BP, par notre anticorps monoclonal. Ceci suggére que les agrégats
formés de E1 et E2 potentiellement produits chez des personnes infectées par le VHC pourraient
conduire a la production d’autoanticorps. Dans la poursuite de ce travail, il serait intéressant
d’évaluer la production d’anticorps anti-M2BP chez un grand nombre de patients infectés par le
VHC afin de confirmer la production d’autoanticorps contre cette protéine, et d’évaluer le role
potentiel de tels anticorps dans la pathogénese de 1’infection par le VHC.

L’hépatite C représente un probleme majeur de santé publique et il n’existe pas, a I’heure
actuelle, de vaccin pour lutter contre cette infection. Les thérapies utilisées actuellement ne sont
pas efficaces a 100%, et elle sont longues, coiiteuses et non dépourvues d’effets secondaires.
Le développement d’un vaccins préventif ou thérapeutique se justifie donc pleinement. Un des
buts, a long terme, de I’étude du repliement et de I’assemblage des glycoprotéines du VHC est
de pouvoir améliorer I’efficacité de repliement du complexe E1E2 natif qui est un candidat
vaccinal potentiel. En effet, Choo et coll. ont immunisé des chimpanzés a l'aide des
glycoprotéines E1 et E2 copurifiées a partir de cellules HeLa infectées par un recombinant du
virus de la vaccine, exprimant les glycoprotéines du VHC (Choo, et al. 1994). Parmi sept
animaux immunisés, cinq d'entre eux ont montré une protection humorale compléte contre la
souche homologue du VHC qui leur a ensuite été injectée. Cependant, 1'efficacité d’une réponse
immune humorale protectrice nécessite la prise en compte de la présentation des antigenes
(E1E2) dans une conformation native la plus proche de celle observée a la surface des virions.

Dans ce travail, nous avons progréssé dans nos connaissances sur ]’assemblage du
complexe E1E2 natif. La surexpression de chaperons ne nous a malheureurement pas permis
d’améliorer 1’efficacité d’assemblage de ce complexe. Cependant, I'utilisation d’anticorps
monoclonaux reconnaissant ces complexes natifs ou les agrégats devrait nous permettre de
trouver les conditions permettant d’obtenir une efficacité optimale dans le repliement et
I’assemblage des glycoprotéines en complexe mature. Différentes lignées cellulaires devront étre
utilisées pour cette étude, car des résultats préliminaires nous suggerent une influence du type
cellulaire utilisé sur la formation de ce complexe. Enfin, comme nous I'avons déja mentionné, il
faudra aussi tenir compte de 1'état physiologique des cellules, qui semble jouer un rdle non

négligeable sur le repliement des glycoprotéines du VHC.
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Le complexe natif identifié dans notre laboratoire représente probablement la forme de
"prébourgeonnement” viral du complexe glycoprotéique. Cependant, il est maintenant établi que
ce complexe glycoprotéique d'enveloppe est susceptible de subir des modifications au cours du
cycle viral. Ainsi, chez les flavivirus, les particules immatures présentes dans des vésicules
dérivées du RE ont une enveloppe contenant I'hétérodimere prME, analogue a E1E2 du VHC
(pour revue, Rice 1996). Lors de sa traversée de la voie de sécrétion, la protéine prM subit un
clivage par une furine localisée au niveau du trans-Golgi (Stadler, et al. 1997). Les particules
relarguées a l'extérieur de la cellule possedent alors a leur surface un homodimere de E. Enfin,
lorsque le virus pénetre dans sa cellule héte, 1'acidification de la vésicule d'endocytose
provoque la trimérisation de la protéine d'enveloppe (Allison, et al. 1995). Ce processus de
maturation du complexe glycoprotéique d'enveloppe pourait potentiellement exister chez le
VHC. Le complexe E1E2 qlie nous avons identifi€ n'offre donc qu'une image incompléte des
différentes conformations du complexe natif, présentes au cours du cycle viral. De la méme
maniere que pour les flavivirus, des études plus approfondies seront nécessaires pour
caractériser le complexe d'enveloppe du virus lors des différentes étapes de l'infection par le
VHC.
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