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Introduction

1. LA FAMILLE DES CALICIVIRIDAE

1.1. Taxonomie

1.1.1. L’historique de la famille

Les plus anciens membres de cette famille sont le Vesicular Exanthema of Swine Virus
(VESV), le Feline CaliciVirus (FCV) et le San Miguel Sea lion Virus (SMSV).

Le VESV, virus prototype de la famille des Caliciviridae (Burroughs et al., 1978), fut
responsable d'exanthemes vésiculaires épizootiques chez le porc de 1932 a 1959 (Smith and
Akers 1976). D'abord limité a la Californie, en 1952, il atteignit la majorité des élevages de
porcs des Etats Unis. Il fut éradiqué en 1959.

Le Feline CaliciVirus (FCV) est isolé dés 1957 (Fastier 1957). Il s'agit d'un virus ubiquitaire qui
est la cause majeure des maladies respiratoires et des stomatites aigués du chat (Gaskell
1985). Malgré une vaccination largement utilisée contre le FCV, de nombreux cas de
pathologie liée & FCV sont relevés parmi les chats vaccinés et le taux d'infections par FCV
demeure constant dans la population féline (Dawson et al., 1993, Harbour et al., 1991). Il
semblerait que les vaccins accessibles sur le marché efficaces contre les souches de FCV de
laboratoire, soient peu voire pas efficaces contre les souches sauvages (Hohdatsu et al., 1999,
Norsworthy 1999).

En 1972, le SMSV fut isolé & partir d'un prélévement rectal réalisé sur une otarie en Californie
(Smith et al., 1973). Par la suite, plusieurs sérotypes ont été isolés sur divers mammiferes
marins et terrestres de la cote pacifique du continent Nord américain (Smith and Boyt 1990).
Les calicivirus ont tout d'abord été considérés comme un genre dans la famille des
Picornaviridae (Fenner 1976). En effet, le VESV se rapprochait des genres Enterovirus et
Rhinovirus par la relative petite taille de sa capside, son ARN simple brin non segmenté et sa
réplication localisée dans le cytoplasme. Par ailleurs, les animaux atteints par le VESV
montraient des signes cliniques identiques a ceux atteints par la fievre aphteuse (FMDV). Par
la suite, I'accumulation des connaissances sur ces virus a conduit a ériger les calicivirus en une
famille a part entiere (Cooper et al., 1978). Depuis, d'autres virus, physico-chimiquement et
morphologiqguement apparentés au VESV, isolés de divers mammiféres, ont été intégrés ou
associés a la famille des Caliciviridae (tableau 1).
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1.1.2. Phylogénie et classification

Pour qu'un virus soit intégré dans la famille des Caliciviridae, il doit impérativement répondre a
4 critéres :
- Avoir un génome constitué d'un ARN simple brin de polarité positive, polyadénylé
- Présenter une petite protéine (VPg pour Viral Protein linked to the genome)
covalemment liée a I'extrémité 5' de son génome
- Présenter une capside de symétrie icosaédrique composée d'une seule protéine, la
protéine structurale majeure
- En analyse phylogénétique, former un groupe monophylétique ayant un ancétre
commun
La famille autrefois constituée d'un seul genre est maintenant subdivisée en 4 genres (Pringle
1999). Le genre Vesivirus comprend VESV, SMSV et FCV. Le genre Lagovirus comprend
RHDV et EBHSV. Les 2 derniers genres qui ont temporairement pour nom "Norwalk-like virus"
et "Sapporo-like virus" comprennent les calicivirus isolés chez 'homme.
A part ces virus qui sont les plus connus, de nombreux autres calicivirus ont été répertoriés. A
ce jour, tous n'ont pas été rattachés a un genre de la famille (tableau 1). Trois calicivirus ont un
statut particulier. Il s'agit du Canine CaliciVirus (CaCV), du Bovine Enteric Calicivirus (BEV) et
du Porcine Enteric Calicivirus (PEC). Ces 3 virus ont toutes les caractéristiques requises pour
étre rattachés a la famille des Caliviriridae et par analyse génétique ont pu étre inclus dans un
genre de la famille. Ainsi, le CaCV, isolé de chien présentant une diarrhée mortelle (Mochizuki
et al., 1993), a été pressenti pour appartenir au genre Vesivirus au sein duquel il formerait un
génogroupe différent des génogroupes SMSV et FCV (Hashimoto et al., 1999). Le BEV,
associé aux diarrhées dans les troupeaux de vaches laitiéres, forme une nouvelle branche au
sein du genre Norwalk-like virus (Liu et al., 1999). Le PEC, associé aux diarrhées chez le porc
(Flynn et al., 1988), permet de définir un nouveau génogroupe au sein du genre Sapporo-like
virus (Guo et al., 1999). Il faut noter que le BEC et le PEC sont les premiers calicivirus animaux
a s'insérer parmi les calicivirus humains que ce soit parmi les Human CaliciVirus (HUCV) ou les
Small Round Structured Virus (SRSV).



Tableau 1 : Famille des Caliciviridae
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GENRE NOM HOTE PATHOLOGIE REFERENCES
Vesivirus  VESV Porc Exanthemes vésiculaires (Neill et d., 1995, Smith and
Vesicular Exanthema of Swine Virus Akers 1976)
FCV Chat Pneumonies et (Berke et d., 1997, Hoover and
Felin CdliciVirus Stomatites aigués Kahn 1975)
SMSsV Pinnipedes  Exanthémes vésiculaires (Burroughset al., 1978, Neill et
San Migudl Sealion Virus al., 1995)
BCV Bovins Maladie respiratoire (Neill and Seal 1995)
Bovine CdliciVirus
PCV Primates Maladie vésiculaire (Berkeet d., 1997, Smith et al.,
Primate CdliciVirus 1983)
ccv Cétacés Maladie vésiculaire (Matson et al., 1996, Smith et al.,
Cetecean CdiciVirus 1983)
SCV Mouffette Asymptomatique (Neill et al., 1995, Seal et dl.,
Skunk CaliciVirus 1995)
RCV Reptiles Asymptomatique (Matson et a., 1996, Smith et al.,
Reptile CdliciVirus 1986)
Lagovirus RHDV Lapin Hépatites aigués (Berke et d., 1997, Ohlinger and
Rabbit Haemorrhagic Disease Virus fulminantes associéesa  Thiel 1991)
EBHSV Lievre une coagulation (Berkeet al., 1997, Wirblichet al.,
European Brown Hare Syndrom Virus |r_1tra,va.50l,JIa|re 1994)
disséminée
Norwalk- SRSV Homme Gastro-entérites (Matson et al., 1995)
likevirus  Small Round Structured Virus
SRSV1 Norwalk virus
SRSV2 Snow Mountain Virus
Sapporo- HuCv Homme Gastro-entérites (Berkeeta., 1997, Liuetd.,
like virus Human CaliciVirus 1995)
Sapporo Virus
Manchester Virus
Non Chicken cdlicivirus Poulet Rachitisme (Cubitt and Barrett 1985)
assignés Whitetern Sterne Maladie vésiculaire (Poet et al., 1996)
Lion cdicivirus Lion Maladie vésiculaire (Kadoi et al., 1997)
Mink calicivirus Vison Asymptomatique (Long et a., 1980)

1.1.3. Le cas particulier du virus de I'hépatite E (HEV)

Le virus HEV est la cause majeure d'hépatites virales aigués non-A non-B a transmission oro-
fécale chez I'homme. Il est endémique dans de nombreuses régions du monde (Wattre 1994).

Sur la base des caractéristiques morphologiques et des propriétés physico-chimiques des

particules virales, il a été fait I'hypothése que le virus HEV pouvait appartenir a la famille des
Caliciviridae (Bradley 1990). Il faut noter que I'organisation génomique du HEV est similaire a
celle des calicivirus (Tam et al., 1991). Cependant, le génome du HEV semble étre coiffé et

non lié covalemment a une VPg. Or, il s'agit d'une caractéristique fondamentale de la famille
des Caliciviridae (Pringle 1999). De plus, la polyprotéine du HEV posséde un motif conservé

caractéristique des protéases papaine-like et non d'une protéase trypsine-like comme tous les

calicivirus.
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Par ailleurs, l'analyse comparative des séquences de la polymérase et de I'hélicase a
rapproché le virus HEV du RubV (Rubella Virus) et du BNYVV (Beet Necrotic Yellow Vein
Virus), 2 virus appartenant a la super famille des alpha-like virus (Koonin et al., 1992).
Cependant, I'organisation génomique du HEV est différente de I'organisation génomique des
alpha-like virus et, par ailleurs, le génome du HEV montre une différence majeure qui est
I'absence des génes codant pour les glycoprotéines (Koonin et al., 1992).

Aucune des 2 possibilités n'étant satisfaisante, HEV, anciennement rattaché a la famille des
Caliciviridae, est actuellement transféré dans un genre non assigné a une famille, nommé
provisoirement Hepatitis E-like virus (Pringle 1999).

1.2. Virion et composants

-
1

Figure 1 : Micrographie de particules virales du RHDV.

Les calicivirus doivent leur nom aux dépressions en forme de calices observées en
microscopie électronique (Fig. 1) a la surface de certains virus de la famille (Liu et al., 1997,
Parra and Prieto 1990). Ce sont des virus non enveloppés et leur taille est comprise entre 30 et
40 nm (Thiel and Kdnig 1999). Les calicivirus sont instables a des pH inférieurs a 3, ils ont une
stabilité variable a des pH compris entre 3 et 5, et ils sont stables a des pH supérieurs a 5. lls
sont inactivés par chauffage a 50°C pendant 30 min. Leur densité en gradient de CsCl varie
entre 1,36 et 1,41 g/cm? et leur coefficient de sédimentation en gradient de sucrose entre 170
et 183S (Schaffer et al., 1980, Studdert 1978).
Les virus de la famille des Caliciviridae sont particuliers dans le monde des virus animaux du
fait que leur capside n'est composée que d'une seule protéine structurale. Cette simplicité de
structure est plus habituelle chez les virus de plantes.
L'analyse structurale des pseudoparticules du Norwalk virus (NV) a été effectuée par
2 approches successives complémentaires : la cryomicroscopie électronique et traitement
d'image par ordinateur & 22 A de résolution (Prasad et al., 1994) et la cristallographie a 3,4 A
de résolution (Prasad et al., 1999).

-4 -
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Ces études ont permis de montrer que les capsides de calicivirus sont des icosaedres de
symétrie T=3 formés de 180 molécules de la protéine de structure majeure organisées en 90
diméres. La structure de l'icosaédre montre des protubérances sur les axes 2 et des
dépressions sur les axes 5 et 3. La protéine de capside présente un domaine globulaire (P)
relié au domaine S par une charniere flexible. Le domaine S, constitué de 8 feuillets b, est
impliqué dans la formation du squelette de la capside. Le domaine P entre dans la formation
des protubérances. Une partie du domaine P montre une structure similaire au domaine 2 du
facteur d'élongation eucaryote EF-Tu. Ce sous-domaine, situé a I'extérieur de la capside, est
variable parmi les virus du genre Norwalk-like virus et pourrait étre un déterminant de la
spécificité de souche et de la fixation a la cellule hote.

Les particules des calicivirus sont composées de la protéine structurale majeure, d'une
protéine codée par I'ORF (Open Reading Frame) de I'extrémité 3' du génome, de la VPg et de
I'ARN génomique.

Le génome viral est un ARN simple brin, de polarité positive, polyadénylé en 5' avec une taille
d'environ 7,5 kb. En plus de 'ARN génomique, il a été décrit chez différents calicivirus animaux
I'existence d'un ARN subgénomique (Fig. 2) de 2,2 a 2,7 kb (Dunham et al., 1998, Ehresmann
and Schaffer 1979, Herbert et al., 1996, Meyers et al., 1991, Wirblich et al., 1994). Il a été
démontré chez RHDV que cet ARN subgénomique était présent dans les particules virales
(Meyers et al., 1991). Un rapport préliminaire, faisant référence a des tests d'hybridation in situ
réalisés sur de I'ARN viral ou sur des échantillons de féces humains infectés, suggere
I'existence d'un ARN subgénomique de plus de 2 kb chez NV (Jiang et al., 1993).

En plus de la protéine structurale majeure, 2 autres protéines ont été décrites dans les
particules, la VPg et une protéine codée par I'ORF de I'extrémité 3' du génome des calicivirus.
La VPg est liée covalemment a l'extrémité 5 des ARN génomique et subgénomique
(Burroughs and Brown 1978, Dunham et al., 1998, Herbert et al., 1997, Meyers et al., 1991).
L'ORF située a l'extrémité 3' du génome des calicivirus coderait pour une protéine structurale
mineure nommée VP10 dans le cas du FCV et du RHDV (Guo et al., 1999, Herbert et al., 1996,
Seah et al., 1999). La présence effective de cette protéine dans les particules virales n'a été
démontrée que dans le cas du RHDV (Wirblich et al., 1996). Aucune recherche a ce propos n'a
été publiée pour les autres espéces de calicivirus.
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1.3. Structure et organisation génomigue

ARN génomique

Vesivirus ORF1 03
VPg- Hé VPg Prot Pol | ORF2 A
[ ] Capside [ (A)n
Lagovirus ORE1
VPg-I Hél VPg Prot Pol [ Capside |\|wﬂ| (A)n
ORF2
Norwalk-like virus ORE1 ORF3
VPg-l Hd VPg_Prot Pol | ORF2 A
Capside ( )n
Sapporo-like virus ORF2
ORF1 . A
VPg-I Hé VPg Prot Pol [ Capside | ( )n
LT
ORF3
ARN subgénomique
VPg-l Capside Lml (A)n

Figure 2 : Organisation génomique des calicivirus. Hél=Hélicase, Prot=Protéase, Pol=Polymérase.

Les séquences complétes des virus des 4 genres de la famille sont disponibles et, notamment,
les séquences du FCV (Sosnovtsev and Green 1995), du PCV (Rinehart-Kim et al., 1999), du
RHDV (Rasschaert et al., 1995), du NV (Lambden et al., 1993), du Manchester virus (Liu et al.,
1997, Liu et al., 1995) et du BEC (Liu et al., 1999).

Les membres de la famille des Caliciviridae possedent un génome dont la taille varie entre 7,3
et 8,3 kb avec un arrangement spécifigue des différentes ORF (Fig. 2). Plus précisément,
l'organisation génomique des calicivirus se caractérise par un large cadre de lecture (ORF1)
codant pour une polyprotéine de plus de 190 kDa. Cette ORF débute en 5' du génome apres
une courte séquence non codante d'environ 15 nucléotides. La polyprotéine contient entre
autre une hélicase, la VPg, une protéase 3C-like et une ARN polymérase ARN dépendante.
Dans le cas des Lagovirus et des Sapporo-like virus le gene de la protéine majeure de capside
est en 3' de 'ORF1 contrairement aux Vesivirus et Norwalk-like virus ou la protéine de capside
est codée par une ORF spécifique, I'ORF2. A I'extrémité 3' du génome de tous les calicivirus se
trouve une petite ORF (317-806 nucléotides), codant pour la VP10 dans le cas du RHDV et du
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FCV. Les Sapporo-like virus ont la particularité de présenter une ORF supplémentaire
chevauchant I'extrémité 5' du gene de la capside.

Il est important de noter qu'il existe une réelle corrélation entre I'analyse phylogénétique a partir
des séquences nucléotidiques et les différents types d'organisation génomique que l'on trouve
au sein de cette famille (Berke et al., 1997, Clarke and Lambden 1997).

1.4. Le cycle viral

Les progres lents dans I'étude du développement des calicivirus dans la cellule eucaryote vient
du fait qu'il existe peu de systéme de culture simple et approprié pour la plupart des calicivirus.
En fait, seuls les calicivirus du genre vésivirus semblent se multiplier dans des cellules en
culture (Dunham et al., 1998, Carter et al., 1990, Burroughs et al., 1978, Matson et al., 1996).

1.4.1. Les phases précoces de l'infection

Trois grands travaux majeurs menés parallelement chez NV, FCV et RHDV ont permis
d'obtenir de premiers renseignements sur les étapes de fixation et d'internalisation des
calicivirus (White et al., 1996, Ruvoen-Clouet et al., 1995, Kreutz et al., 1995, Kreutz et al.,
1994). Il est important de noter que les études menées sur le virus FCV sont les plus
représentatives du fait de sa capacité a se répliquer en culture de cellules.

Une premiére étude sur les caractéristiques de fixation du FCV sur des cellules de reins de
chat (CRFK) a permis de mieux cerner la nature du récepteur au FCV. Il s'agit d'un récepteur
carbohydraté saturable dont la reconnaissance par le virus est dépendante d'ions divalents. En
effet, le traitement des cellules aux neuramidases suivi d'un traitement aux O-glycanases
induisent une nette diminution du taux de fixation. Par ailleurs, la non réplication du FCV dans
les cellules non permissives est essentiellement due a I'absence d'un récepteur approprié, en
effet, ces cellules transfectées par I'ARN viral permettent la production de virions. (Kreutz et al.,
1994). Une deuxiéme étude montre que l'ajout au milieu de culture de chloroquine, qui permet
de prévenir l'acidification intracellulaire, n'a d'effet sur la production de virus infectieux que
dans les 3 a 4 premieres heures pi. Ces résultats ont conduit les auteurs a proposer un
mécanisme d'endocytose nécessitant une acidification intracellulaire pour I'entrée du FCV dans
les cellules cibles (Kreutz and Seal 1995).

Une étude visant, de maniére indirecte, a identifier le récepteur du RHDV, a montré que
comme dans le cas du FCV, le RHDV se fixerait sur des molécules carbohydratées (Ruvoen-
Clouet et al., 1995).

La possibilité de purifier une grande quantité de pseudoparticules de NV a permis d'étudier leur
fixation sur différentes lignées cellulaires et leur internalisation. La nature du récepteur au NV
semble étre la méme quelle que soit la lignée cellulaire et le taux de fixation du virus semble
plutét dépendant du nombre de molécules a la surface cellulaire. Les pseudoparticules se
fixent de fagon spécifique a un récepteur saturable. La constante d'affinité est la méme quelle
que soit la lignée cellulaire étudiée. Les Caco-2 (cellules différenciées originaires
d'adénocarcinomes de colon humain) sont les cellules qui fixent le mieux le virus, cependant, le
pourcentage de fixation reste faible (18%). De plus, aux maximum 6,8% des pseudoparticules
virales seraient internalisées. Par ailleurs, les expériences d'inhibition de fixation par I'utilisation

-7 -
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d'Ac monoclonaux et polyclonaux dirigés contre les pseudoparticules du NV ont établi que la
région C-terminale, située entre les résidus 300 et 384 de la protéine majeure de capside, est
impliquée dans l'interaction des pseudoparticules avec les cellules (White et al., 1996).

1.4.2. Réplication du génome

Les calicivirus sont des virus non enveloppés a ARN dont le cycle de réplication relativement
court (8h) semble avoir une localisation uniguement cytoplasmique (Studdert 1978). Tous les
calicivirus présentent un ARN génomique d'environ 7,5 kb et un ARN subgénomique d'environ
2,2 kb (Dunham et al., 1998, Herbert et al., 1996, Jiang et al., 1993, Meyers et al., 1991,
Wirblich et al., 1994). Cependant, les travaux sur les calicivirus adaptés a la culture de cellule
(FCV, SMSV) font état en plus des ARN génomique et subgénomique de la présence de
plusieurs populations de molécules d'ARN exprimées par les cellules infectées. En effet, il a
été décrit dans les cellules infectées par SMSV 4 ARN différents : I'ARN génomique 36S,
I'ARN subgénomique 22S et 2 autres correspondant aux formes double brin des ARN
génomique et subgénomique (Ehresmann and Schaffer 1977, Ehresmann and Schaffer 1979).
Des analyses plus fines chez FCV ont pu mettre en évidence la présence d'ARN anti-sens des
ARN génomique et subgénomique (Carter 1990).

La famille des Caliciviridae a pour autre caractéristique d'avoir une séquence répétée non
codante d'environ 15 nucléotides en 5' des ARN génomique et subgénomique (Lambden et al.,
1995). Cette structure conservée est probablement impliguée dans un mécanisme de
régulation (encapsidation, réplication, transcription des ARN...).
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1.4.3. Synthése protéigue et maturation

Vesivirus
960 1071 1345 124
EA ES ET 1762 1 EA 668 1 106
Hélicase e Prot I Povmérase 1 [ I Capside | FCV
ORF1 ORF2
lagovirus
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Figure 3 : Représentation schématique du processus de maturation chez les calicivirus. Les ORF sont
représentées par des rectangles bleus (ORF1), rose (ORF2) ou verts (ORF3). Les sites de clivage sont
indiqués par une rupture de I'ORF. Les acides aminés impliqués dans le clivage sont indiqués au-dessus
des ORF. Le nom des protéines correspond a leur fonction lorsqu'elle est déterminée. Les protéines p1l6,
p26, p29 et 3A-like sont des protéines dont la fonction n'a pas encore été déterminée.

Les ARN génomique et subgénomique sont des ARN messagers. L'ARN génomique code pour
la polyprotéine et les protéines des ORF supplémentaires et, 'ARN subgénomique code pour

la protéine de capside et les protéines correspondant aux ORF supplémentaires.

- La polyprotéine

Quel que soit le calicivirus, la polyprotéine, dont la taille peut varier de 190 a 260 kDa (Carter et
al., 1992, Jiang et al., 1993, Liu et al., 1997, Meyers et al., 1991), est codée par I'ORF1 du
génome (Fig. 3). L'alignement des séquences génomiques des calicivirus avec les séquences
génomiques des picornavirus a permis de constater la remarquable similarité dans
l'agencement des protéines virales au sein de la polyprotéine. Le génome des picornavirus
code pour une polyprotéine présentant en sa partie N-terminale les protéines de capside et en
sa partie C-terminale les protéines non structurales et la VPg. Cependant, 'organisation des
protéines au sein de la polyprotéine chez les calicivirus (Fig. 2) est voisine de celle décrite chez
les picornavirus. Notamment, l'ordre des 3 protéines non structurales homologues entre les 2
familles ; une hélicase (2C), une protéase a cystéine (3C) et une ARN polymérase ARN
dépendante (3D). Par contre, aucune autre homologie n'a pu étre trouvée pour les autres
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protéines non structurales (Jiang et al., 1993, Meyers et al., 1991, Wirblich et al., 1996). La
libération de ces protéines se fait par maturation de la polyprotéine. Le processus de
maturation a essentiellement été étudié chez FCV (Sosnovtseva et al., 1999), RHDV (Boniotti
et al., 1994, Konig et al., 1998, Wirblich et al., 1995, Wirblich et al., 1996), Southampton virus
(Liu et al., 1996, Liu et al., 1999) et Camberwell virus (Seah et al., 1999) (Fig. 3).

Il faut noter que peu de données sont disponibles sur la fonction des protéines portées par la
polyprotéine.

L'hélicase : l'analyse de séquences a permis de trouver un domaine fonctionnel de la
polyprotéine homologue a la protéine 2C des picornavirus, notamment, le motif GxxGxGKT/S,
consensus chez les hélicases, impliqué dans la fixation aux acides nucléiques. Chez les
calicivirus, ce motif est trés conservé puisque seul un acide aminé varie, GXPGIGKT (Dingle et
al., 1995, Guo et al., 1999, Meyers et al., 1991). Par ailleurs, grace aux études sur la
maturation de la polyprotéine menée chez RHDV et Southampton virus, la taille de I'hélicase a
pu étre estimée a 40 kDa (Konig et al., 1998, Liu et al., 1996).

La VPg : Les ARN génomique et subgénomique présentent une petite protéine liée
covalemment a leur extrémité 5' (Herbert et al., 1997, Meyers et al., 1991, Schaffer et al.,
1980). La taille apparente de cette protéine varie entre 14 et 22 kDa et semble toujours
supérieure a la taille déduite a partir de la séquence en acides aminés (12 a 16 kDa) (Herbert
et al.,, 1997, Konig et al., 1998, Liu et al., 1999). Quoiqu'il en soit, comparée a la VPg des
picornavirus (dont la taille est inférieure a 8kDa), la VPg des calicivirus est de grande taille
(Falk et al., 1992, Nomoto et al., 1977). Par ailleurs, cette protéine montre une extrémité N-
terminale trés hydrophile avec 2 motifs conservés parmi les calicivirus : KGKN/TK et
D/EEYD/EE (Dunham et al., 1998). La VPg est indispensable a l'infectivité de I'ARN génomique
des calicivirus (Dunham et al., 1998, Herbert et al., 1997). Le fait qu'en culture cellulaire la VPg
puisse étre remplacée dans sa fonction par un analogue de coiffe (Sosnovtsev and Green
1995) et le fait qu'il y ait une similarité de séquence entre la VPg et le facteur d'initiation
eucaryote elF1A (Sosnovtseva et al., 1999) tendraient a montrer un possible réle de la VPg
dans l'initiation de la traduction.

La protéase a cystéine: la protéase 3C-like des calicivirus a été définie par analogie de

séquence avec la protéase trypsine-like a cystéine (3C) que I'on retrouve chez les membres de
la famille des Picornaviridae (Dougherty and Semler 1993). Sa taille, plus petite que chez les
picornavirus, varie entre 15 et 19 kDa. Deux histidines, un acide aspartique/glutamique et une
cystéine conservés forment le domaine fonctionnel. La cystéine est présente dans un motif
conservé GDCG et est, certainement, le site catalytique nucléophile qui confere l'activité
protéolytique a la protéine (Boniotti et al., 1994, Liu et al., 1996, Seah et al., 1999, Sosnovtseva
et al.,, 1999). A ce jour, la protéase 3C-like semble étre la seule protéine des calicivirus
présentant une activité protéolytique.

L'activité de cette protéase a été étudiée dans différents systemes artificiels eucaryotes ou
bactériens. Cette activité se manifeste en cis et en trans. Les sites cibles exacts de cette
protéase ont été déterminés par mutagenése dirigée ou par séquencage des extrémités N-
terminales des produits de clivage. Par convention, pour décrire les interactions entre la
protéase et son substrat, nous avons adopté la nomenclature Schechter et Berger (Schechter
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and Berger 1967). Brievement, les acides aminés situés du cdté N-terminal de la liaison
peptidique cible sont nommés P3, P2, P1 et du coté C-terminal P1', P2', P3'. Ces différentes
analyses ont montré que la protéase 3C-like des calicivirus tolere un nombre limité d'acides
aminés en position P1 et P1' du site de clivage. En position P1, seuls I'acide glutamique (E) et
la glutamine (Q) ont permis jusqu'alors une activité protéolytique. En position P1', la nature de
I'acide aminé est moins restreinte, il semble qu'il faille un acide aminé avec un encombrement
stérique faible tels que la glycine (G), l'alanine (A), la sérine (S) ou la thréonine (T) (Boniotti et
al., 1994, Liu et al., 1996, Liu et al., 1999, Martin Alonso et al., 1996, Seah et al., 1999, Wirblich
et al., 1995).

Il est important de noter que le clivage entre la protéase 3C-like et la polymérase est souvent
décrit comme faiblement efficace. Par ailleurs, la molécule intermédiaire 3CD semble étre une
molécule stable que I'on retrouve dans les cellules infectées (Konig et al., 1998, Sosnovtsev et
al., 1998). Ces 2 résultats suggerent un mécanisme de régulation lors de la maturation des
protéines.

Par ailleurs, dans le cas des vésivirus, il a été rapporté que la protéase 3C-like était
responsable du clivage par une activité trans de la molécule précurseur de capside issue de
I'ORF2 et permettait, ainsi, la production de la protéine de capside mature (Matsuura et al.,
2000, Sosnovtsev et al., 1998).

L'ARN polymérase ARN dépendante : l'analyse de séquence a permis de retrouver sur la

polyprotéine de tous les calicivirus les motifs GLPSG et YGDD caractéristiques des ARN
polymérases ARN dépendante des virus a ARN de polarité positive (Jiang et al., 1993, Liu et
al., 1995). L'ARN polymérase des calicivirus présente une taille d'environ 57 kDa (Konig et al.,
1998, Liu et al., 1999, Seah et al., 1999). La fonctionnalité de la polymérase sous sa forme 3D
a été démontrée dans un systéme hétérologue uniquement chez RHDV (Vazquez et al., 1998).
Cette protéine est capable de synthétiser a partir d'/ARN synthétique polyadénylé un ARN
complémentaire de polarité négative en présence d'oligonucléotides U.

- La protéine majeure de capside :

La production de la protéine de capside est certainement réalisée a partir de I'ARN
subgénomique des calicivirus. Cela dit, pour les Sapporo-like virus et pour les lagovirus, la
guestion de la provenance de la protéine de capside par traduction a partir de I'ARN
subgénomique ou par maturation de la polyprotéine peut se poser (Fig. 2 et 3). Chez RHDV,
I'étude de la maturation de la polyprotéine a montré clairement I'existence d'un site de clivage
entre I'ARN polymérase et la protéine de capside (Boniotti et al., 1994, Wirblich et al., 1995,
Wirblich et al., 1996). Par ailleurs, la production de la protéine majeure de capside par I'une ou
l'autre des voies conduit a I'assemblage de pseudoparticules (Sibilia et al., 1995). D'autre part,
le séquencage de l'extrémité N-terminale de la protéine majeure de capside provenant de
virions purifiés a partir de foie de lapin infecté montre que la protéine majeure de capside
provient principalement de la traduction de 'ARN subgénomique (Parra et al., 1993).

Par ailleurs, les vésivirus ont la particularité de produire un précurseur de la protéine de
capside (Fretz and Schaffer 1978, Matsuura et al., 2000, Sosnovtsev et al., 1998). Le clivage
de la protéine précurseur permettant I'obtention de la protéine majeure de capside est essentiel
au cycle productif du virus et est réalisé a un site spécifique par la protéase 3C-like.
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La protéine de capside dont la taille varie entre 57 et 62 kDa est le constituant majeur de la
capside des calicivirus. Cette protéine a la propriété de s'auto-assembler en pseudoparticules
qui ont les mémes caractéristiques morphologiques et antigéniques que les virions infectieux
(Geissler et al., 1999, Jiang et al., 1997, Jiang et al., 1995, Laurent et al., 1997, Laurent et al.,
1994).

Cette propriété a été utilisée dans des essais de vaccination contre NV chez I'homme et contre
RHDV chez le lapin. L'administration de pseudoparticules du NV par voie orale chez 'homme
adulte est immunogéne et n'entraine aucun effet secondaire. La réponse immunitaire humorale
induite par l'administration orale de pseudoparticules est similaire a la réponse a l'infection
naturelle par NV. Que ce soit dans le cas de linfection induite ou dans le cas de linfection
naturelle, on constate une augmentation des IgG1 et des IgA. Cependant, la protection induite
par les pseudoparticules n'a pas été testée (Ball et al., 1999). Chez le lapin, la vaccination
intramusculaire par des pseudoparticules du RHDV confere une protection totale. Cette
protection est effective dés le 5°™ jour pi et est accompagnée d'une forte réponse humorale
(Laurent et al., 1994).

La protéine issue de I'ORF située en 3' du génome :

A l'extrémité 3' du génome de tous les calicivirus se trouve une petite ORF. Cette ORF
présente une taille (317-806 nucléotides) et une séquence qui varient énormément entre les
membres des calicivirus. Cependant, chez tous les calicivirus, la protéine codée par cette ORF
est une protéine extrémement hydrophile riche en acides aminés basiques. Cette
caractéristique suggéere que la fonction de cette protéine implique une interaction protéine-
protéine et/ou protéine-acide nucléique. Elle est exprimée a partir de I'ARN subgénomique
avec un taux de 10% par rapport a I'expression de la protéine majeure de capside dans les
cellules infectées (Herbert et al.,, 1996). Contrairement a ce qu'il avait été suggéré, cette
protéine n'est pas indispensable a la formation de la capside (Laurent et al., 1994). Cependant,
la présence de cette protéine dans les virions, démontrée chez RHDV, suggére qu'elle puisse
jouer un réle dans la reconnaissance et I'encapsidation de I'ARN viral (Wirblich et al., 1996).

- L'ORF supplémentaire des Sapporo-like virus :

Cette ORF déduite par analyse de séquence est une caractéristique des Sapporo-like virus. Il
s'agit d'une ORF de 483 nucléotides qui coderait pour une petite protéine basique de 161
acides aminés. Il faut noter que le codon d'initiation de cette ORF est dans un contexte trés
favorable a l'initiation d'une traduction (Liu et al., 1995).

2. LE RHDV

2.1. Histoire

Le Rabbit Haemorrhagic Disease Virus (RHDV) est responsable d'une maladie hautement
contagieuse et fatale chez les lapins domestiques et sauvages. Cette maladie est apparue pour
la premiére fois en Chine en 1984 puis en Corée en 1985 (Liu et al., 1984, Park et al., 1987).
En 1986, une épizootie a touché le continent européen a partir de 2 foyers, I'ltalie (Cancellotti
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and Renzi 1991) et I'Europe de I'Est (Rodak et al., 1991). Depuis, cette maladie a atteint de
nombreux pays européens tels que I'Espagne (Villafuerte et al., 1994), la France (Morisse et
al., 1991), la Grande Bretagne (Fuller et al., 1993), I'lrlande (Collery et al., 1995) entrainant
d'importantes pertes économiques liées a la décimation des élevages de lapins fermiers mais
aussi une mise en danger des lapins sauvages. Aussi, dés 1989, I'Office International des
Epizooties déclara la maladie hémorragique du lapin comme faisant partie de la liste B des
maladies contagieuses (Morisse et al., 1991). Une étude épidémiologique réalisée en France,
ou la maladie est endémique, sur la période de 1988 a 1995 a montré que le panel des isolats
francais était issu d'une épizootie (1988-1989) causé par I'entrée en France de 2 génotypes
différents, un par le sud (ltalie) et un par I'est (Allemagne) (Le Gall et al., 1998).

Cette maladie a aussi affecté d'autres continents. En 1988, elle a été introduite au Mexique par
I'intermédiaire de carcasses infectées provenant de Chine. La mise en place d'un programme
d'éradication établit en 1989 par le National System for Animal Health Emergencies a permis
I'élimination compléte de la maladie des 1992 (Heneidi Zeckua et al., 1997). Plusieurs pays
africains ont également rapporté des épizooties dans les élevages de lapin (Abu Elzein and al-
Afaleq 1999, Bouslama et al., 1996, Kpodekon and Alogninouwa 1998). En Australie, le RHDV
a été étudié comme un moyen de lutte biologique pour limiter la population de lapins, ceux ci
étant considérés comme une nuisance pour l'environnement. En 1995, le RHDV a été
"malencontreusement” introduit en Australie a partir de I'lle de Wardang ou il était étudié sur
des enclos expérimentaux de lapins (Holden 1995) puis de facon illégale en Nouvelle Zélande
en 1997 (O'Keefe et al., 1999).

Parallelement, il a été rapporté une maladie ayant les mémes caractéristiques que la maladie
hémorragique du lapin mais hautement mortelle chez le liévre brun sauvage et domestique
(Poli et al., 1991). Cette maladie est en fait due au European Brown Hare Syndrome Virus
(EBHSV). Le EBHSYV et le RHDV sont en fait 2 virus hautement affiliés (Laurent et al., 1997, Le
Gall et al., 1996, Nowotny et al., 1997) qui forment le genre lagovirus de la famille des
Caliciviridae (Tab. 1). De plus, il a été montré que ces 2 virus étaient 2 sérotypes d'un méme
sérogroupe viral (Laurent et al., 1997).

2.2. Pathologie

2.2.1. Tableau clinigue/cytopathologie

Les signes cliniques et les lésions décrits lors de la maladie hémorragique du lapin sont
étonnamment séveéres et trés différents des autres calicivirus humains ou du genre vésivirus.
Les symptbmes de cette maladie sont peu évocateurs, d'apparition brutale et ils évoluent
rapidement. Les lapins infectés peuvent présenter des signes d'anorexie, de difficultés
respiratoires, d'opisthotonos et un saignement du nez avec une progression rapide (72h) vers
la mort (Fuller et al., 1993, Liu et al., 1984, Ramiro-lbanez et al., 1999). L'autopsie révele une
obstruction thrombotique sévére des vaisseaux principaux tels que les artéres pulmonaire,
supra hépatique et aortique. Il s'agit d'une coagulation intravasculaire disséminée,
caractéristique des fievres hémorragiques virales. Elle est aussi la cause majeure de la
pathogenése et donc de l'atteinte sévére hépatique et pulmonaire (Alonso et al., 1998, Ramiro-
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Ibanez et al., 1999). Des observations histopathologiques ont permis de détecter chez les
lapins infectés une atteinte du foie et de la rate 30h pi, du thymus et des amygdales 36h pi et,
des poumons, des ganglions lymphatiques et des reins 48h pi (Guittre et al., 1996). La
détection de I'ARN viral par RT-PCR dans les différents tissus atteints montre la présence des
18h pi du RHDV dans le foie et la rate (Guittre et al., 1996). Il est important de noter que les
lapins de moins de 2 mois ne sont pas sensibles au RHDV (Mikami et al., 1999).

Les lésions hépatiques sévéres sont la conséquence d'un tropisme du virus pour les
hépatocytes (Park et al., 1992). Les cellules infectées par le RHDV dans les autres organes
atteints ont pu étre identifiées par une méthode de double marquage (Ramiro-lbanez et al.,
1999). Il s'agit majoritairement de cellules phagocytaires mononucléaires telles que les
macrophages des tissus hépatiques, pulmonaires ou spléniques mais aussi des monocytes
circulants et des cellules de Kupffer. L'implication d'un mécanisme de nécrose cellulaire
conduisant a la destruction tissulaire du foie lors de l'infection virale a été longtemps admise
(Park et al., 1992). En fait, RHDV induit la mort des cellules par apoptose. Plus précisément,
I'apoptose est détectée au niveau des hépatocytes infectés 40h pi (Alonso et al., 1998). Par
ailleurs, il est admis que les cellules apoptotiques sont le siége d'une augmentation de l'activité
pro coagulante (Casciola-Rosen et al., 1996, Greeno et al., 1996), ce qui pourrait expliquer
I'observation du syndrome de coagulation intravasculaire disséminée associé a l'infection par le
RHDV.

2.2.2. Transmission

La maladie hémorragique du lapin peut détruire un élevage de lapins en quelques jours. Cette
capacité vient du fait qu'il s'agit d'une maladie hautement contagieuse de transmission
horizontale par contact direct ou indirect et par diverses voies (Xu 1991). Plusieurs auteurs
suggérent la possibilité de lintervention de vecteurs biologiques dans la transmission
horizontale de la maladie tels que les mouches, les moustiques ou les puces (Asgari et al.,
1998, Lugton 1999). Par ailleurs, il a été détecté chez le renard sauvage la présence dans le
sérum d'Ac anti-RHDV (Frolich et al., 1998) et l'injection parentérale du RHDV chez le chien
domestique a entrainé I'excrétion dans les féces de virus infectieux (Simon et al., 1994). De
plus, cette maladie étant hautement mortelle, il s'est posé la question de la possibilité du
passage du RHDV aux autres especes animales. Lors des études menées chez le renard et le
chien aucun signe clinique lié¢ au RHDV n'a pu étre relevé. De méme, le lapin infecté par le
EBHSV et, réciproquement, le liévre infecté par le RHDV ne montrent aucun signe clinique.
Dans les 2 cas, aucune protection croisée n'est observée (Laurent et al., 1997, Lavazza et al.,
1996). Par allleurs, il a été suggéré la possibilité de la transmission du RHDV a I'homme (Smith
et al., 1998). Mais une étude, menée aupres d'une population australienne exposée au RHDV,
n'a montré aucune réponse Ac anti-RHDV dans les sérums et aucune incidence sur la santé de
cette population (Carman et al., 1998).

-14 -



Introduction

2.2.3. Variabilité génétigue/pathogénicité

Deux études épidémiologiques basées sur l'analyse de séquences nucléotidiques du géne de
la capside ont été réalisées (Le Gall et al., 1998, Nowotny et al., 1997). Ces 2 analyses portent
sur des isolats du RHDV provenant d'épizooties survenues entre 1987 et 1995. Elles révelent
la répartition des différents isolats en 3 génogroupes avec une homologie de séquence allant
de 92 a 100%. La divergence entre les séquences analysées est due a une majorité de
substitutions silencieuses. En terme de séquences en acides aminés, ces isolats montrent plus
de 98% d'homologie. Cependant, depuis 1996, on a pu constater I'apparition de nouvelles
souches RHDV présentant une variabilité génétique et pathogénique plus importante (Capucci
et al., 1998, Capucci et al., 1996, Schirrmeier et al., 1999). En effet, 4 isolats (2 italiens et 2
allemands), dont 2 sont issus d'épidémies dans des élevages de lapins vaccinés, sont les
représentants de nouveaux variants antigéniques du RHDV. Ces isolats montrent 98%
d'homologie entre eux au niveau de la séquence peptidique de la protéine de capside mais
seulement 95% d'homologie avec les isolats antérieurs a 1996 (Capucci et al., 1998,
Schirrmeier et al., 1999). Enfin, un 3°™ calicivirus nommé RCV (Rabbit CaliciVirus) a été isolé
chez le lapin. Il s'agit d'un calicivirus qui montre 91,5% d'homologie avec les souches RHDV
antérieures a 1996 mais qui est non pathogéne et présente un tropisme essentiellement
intestinal chez le lapin. Un challenge par ce virus conféere au lapin une protection efficace
contre le RHDV (Capucci et al., 1996).

2.2.4. Vaccination

Deés l'apparition de la maladie en Europe, des recherches intensives visant I'obtention d'un
vaccin ont été menées (Arguello Villares 1991, Huang 1991, Rodak et al., 1991). Ces
recherches ont abouti au développement d'un vaccin commercialisé. Le vaccin est préparé a
partir de broyats de foies de lapins expérimentalement infectés inactivés par du b-propiolactone
pendant 24h a 37°C et adjuvés par de I'hydroxyde d'alumine. Ce vaccin permet une protection
effective en 3 a 7 jours et son efficacité semble persister pendant 6 a 15 mois. Depuis, la mise
en place d'une vaccination systématique a permis un controle de la maladie en Europe dans
les élevages industriels malgré les quelques rares cas d'échappement décrits précédemment.
Actuellement, un vaccin, basé sur la production de pseudoparticules du virus RHDV en
systeme baculovirus/cellules d'insecte, serait en développement.

2.3. Le cycle viral

2.3.1. Levirion

Les virions purifiés a partir de foie de lapin infecté par le RHDV ont un diameétre de 35 nm et ils
présentent a leur surface des dépressions en forme de calice (Laurent et al., 1994). L'analyse
en cryomicroscopie électronique et le traitement d'image par ordinateur des pseudoparticules
du RHDV a montré la remarquable similarité entre les structures du RHDV et du NV. En effet,
les pseudoparticules du RHDV sont des icosaédres de symétrie T=3 formés de 180 molécules
de la protéine majeure de capside organisées en 90 diméres. La structure de l'icosaédre
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montre des protubérances sur les axes 2 et des dépressions sur les axes 5 et 3 (Thouvenin et
al., 1997).

2.3.2. Le récepteur cellulaire

Peu d'études ont été menées sur le récepteur du RHDV. En fait, une seule approche indirecte
fondée sur la capacité du RHDV a agglutiner les érythrocytes humains a été réalisée (Ruvoen-
Clouet et al., 1995). Dans cette approche, les auteurs ont montré que les érythrocytes d'origine
humaine sont agglutinés par le virus RHDV quel que soit le groupe A, B ou O et I'agglutination
n'est pas modifiée par leur traitement aux protéases ou glycosidases. Aucune agglutination
n'est obtenue avec des érythrocytes d'origine ombilicale ou fcetale et la capacité d'agglutination
est inhibée par des extraits de lipides hautement glycosylés. Ces résultats semblent indiquer
que le récepteur au RHDV, présent sur les cellules matures, serait de nature glycolipidique.

2.3.3. Réplication virale

Les connaissances sur la réplication du génome viral sont limitées du fait de I'absence d'un
systeme de culture cellulaire efficace pour la réplication du virus RHDV. Cependant, il a été
développé un test de fonctionnalité pour vérifier l'activitt de I'ARN polymérase ARN
dépendante (Vazquez et al., 1998). La région codant pour 'ARN polymérase ARN dépendante
du RHDV située entre les nucléotides 3763 et 5310 exprimée dans un systéeme bactérien a
permis la purification de I'enzyme de 58 kDa. Cette ARN polymérase purifi€e montre une
activité poly (U) polymérase poly (A) dépendante résistante a la rifampicine et a l'actinomycine
D. Cette enzyme montre aussi une activitt ARN polymérase in vitro en présence d'un ARN
subgénomique synthétique avec ou sans une amorce poly (U). Cependant, en présence de
I'amorce, il a été obtenu un ARN de méme taille et de polarité négative alors qu'en absence
d'amorce, il a été obtenu un ARN double brin dont les brins étaient liés covalemment a une de
leur extrémité. Comme ce dernier résultat prévaut quelle que soit la nature de I'extrémité 3' de
I'ARN matrice, il semble que ce phénoméne soit di a une aptitude intrinséque a la polymérase.

2.3.4. Structure et organisation génomique

1 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 7437
L L L 1 L 1 1 1 J
1 ] ] 1| ]
VPg ple  p26 Helicase p29  VPg Prot Polymerase Capside I(A)
ORF1 i
ORF2
1
V Capside
Pg VP10 (A)n

ORF2

Figure 4 : Représentation schématique des ARN génomique et subgénomique du RHDV. La taille du
génome en nucléotides est indiquée en haut du schéma.

Les virions du RHDV isolés de foies de lapins contaminés puis purifiés contiennent un ARN
génomique de 7437 nucléotides et un ARN subgénomique de 2142 nucléotides. L'ARN
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génomique contient 2 ORF (I'ORF1 et 'ORF2) et 'ARN subgénomique recouvre la fin de 'ARN
génomique a partir du nucléotide 5296 et contient, ainsi, la fin de I'ORF1 codant pour la
protéine de capside et I'ORF2 (Fig. 4). L'ORF1 s'étend du nucléotide 10 au nucléotide 7044 et
I'ORF2 du nucléotide 7025 au nucléotide 7378 (Meyers et al., 1991, Rasschaert et al., 1995).
Les 2 ARN génomique et subgénomique sont liés covalemment a une VPg de 15kDa par leur
extrémité 5'. Deux régions non codantes sont conservées aux extrémités 5' et 3' des 2 ARN.
Les longueurs de ces régions non codantes sont respectivement de 9 et 59 nucléotides
(Meyers et al., 1991). L'ORF1 code pour une polyprotéine de 257 kDa au sein de laquelle il a
été identifié des protéines non structurales, une hélicase, la protéase 3C-like et I'ARN
polymérase ARN dépendante, et des protéines structurales, la VPg et la protéine de capside
(VP60). Cette polyprotéine porte 3 autres protéines dont les fonctions n'ont pas encore été
identifiées.

2.3.5. Synthése protéique et maturation

- Lapolyprotéine :

718719 1108 1109 1767 1768
EC EC EC

257 kDa

Lpie-l I—nge—l I—Hel;ese—l I—pzi‘ge—l Lo;;g-l I-Pret-l I—Pol-ymerase—l I Eepside

16 15 58 62 kDa

Figure 5 : Maturation de la polyprotéine du RHDV. En haut, représentation de la polyprotéine. En
dessous, schématisation des événements de maturation décrits par Konig et al. (1998). Les sites de
coupures identifiés et la masse moléculaire des produits de maturation sont indiqués sur le schéma.

Etant donné la difficulté de multiplier le virus RHDV en culture cellulaire, la plupart des études
menées sur la maturation de la polyprotéine ont été réalisées en systemes bactériens ou
eucaryotes acellulaires. La maturation de la polyprotéine semble se dérouler selon un
processus auto-catalytique impliquant la protéase 3C-like (Boniotti et al., 1994). Il s'agit d'une
protéase trypsine-like a cystéine dont la triade catalytique est définie par I'His-1135, I'Asp-1152
et la Cys-1212, la cystéine représentant le site nucléophile. En effet, sa substitution par une
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sérine qui définit le site nucléophile des protéases trypsine-like n'abolit pas ['activité
enzymatique. Différentes études, menées en systéme bactérien et/ou eucaryote acellulaire, ont
permis de définir 4 sites de clivage spécifiques de la protéase 3C-like : E-G (718-719), E-G
(1108-1109), E-T (1251-1252) et E-G (1767-1768) (Boniotti et al., 1994, Martin Alonso et al.,
1996, Wirblich et al., 1995). Il est important de noter que le clivage par la protéase 3C-like du
site ET n'a pu étre démontré dans un systéme eucaryote acellulaire (Wirblich et al., 1996).

Par ailleurs, pour étudier la spécificité de clivage de la protéase 3C-like, une mutagenese
dirigée aux positions P2, P1 et P1' du site E-G (1108-1109) a été menée (Wirblich et al., 1995).
Cette analyse a montré que l'acide aminé situé en position P1 est le plus important pour le
processus de clivage. Seuls les acides aminés ; acide glutamique (E), glutamine (Q) et acide
aspartique (D) sont tolérés. A la position P1', de nombreux acides aminés sont tolérés mais
avec une préférence marquée pour les acides aminés ; glycine (G), sérine (S), alanine (A).
Pour la position P2, I'analyse indique une préférence pour les acides aminés hydrophobes ou
avec un encombrement stérique important tels qu'une tyrosine (YY), une phénylalanine (F) ou
une leucine (L). Plus récemment, pour vérifier les résultats obtenus in vitro, I'expression des
protéines du virus RHDV dans les hépatocytes primaires de lapin a été analysée par marquage
métabolique et immunoprécipitation (Kénig et al.,, 1998). Cette analyse a conduit a
I'établissement d'une carte de la polyprotéine du RHDV (fig. 5). Le processus de maturation de
la polyprotéine comprend au moins 2 étapes. Une 1°* étape permet la libération de la protéine
pl6, de la protéine de capside et de 3 intermédiaires de maturation (p65, p4l et p72). A cette
étape, les sites E-G (718-719) et E-G (1108-1109) permettent la libération du précurseur p41,
les sites E-G (1767-1768) et EG (1767-1768) la libération du précurseur p72. La deuxiéme
étape conduit a libération de 6 protéines supplémentaires. Les auteurs ont proposé que le site
ET (1251-1252), qui a été décrit dans un systeme d'étude bactérien comme faiblement clivé,
pourrait correspondre au site permettant le passage du précurseur p72 a la libération de la
protéase 3C-like et de I'ARN polymérase. En conclusion, la maturation de la polyprotéine méne
a la libération d'au moins 8 protéines qui implique donc 7 sites de clivage. Actuellement, 3 sites
de coupure restent encore non identifiés.

La protéine de capside :

La protéine de capside du RHDV a une taille de 62 kDa. La résolution de la structure
tridimensionnelle du RHDV a permis de montrer que les particules virales étaient constituées
d'un assemblage de 90 diméres (Thouvenin et al., 1997). Le travail de thése de Sylvie Laurent
(Laurent et al., 1997) a montré que les protéines de capside forment des dimeres maintenus
par un pont disulfure établi a partir de l'unique cystéine (cys-291). De plus, le fait que la
mutation de cette cystéine en arginine entraine la perte de la capacité d'auto-assemblage de la
capside du RHDV suggére que les particules virales s'assemblent a partir de dimeéres
préformés.

Par ailleurs, les analyses réalisées a l'aide de sérums polyclonaux anti-RHDV ont montré que
la protéine de capside était la cible majeure de la réponse humorale protectrice (Laurent et al.,
1994, Parra and Prieto 1990, Rodak et al., 1990). De plus, la protéine de capside exprimée en
systeme baculovirus/cellules d'insectes (sf9) permet d'obtenir une grande quantité de
pseudoparticules virales vides de tout acide nucléique et ayant les mémes caractéristiques
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morphologiques et immunologiques que les virions infectieux (Laurent et al., 1997, Laurent et
al., 1994, Thouvenin et al., 1997). Ces résultats ont suggéré le développement de vaccins
recombinants anti-RHDV qui permettraient une alternative aux vaccins actuels qui requiérent
l'utilisation d'animaux pour leur production. Un premier vaccin élaboré a partir de
pseudoparticules virales inertes s'est révélé aussi efficace que les vaccins commercialisés
(Laurent et al., 1994). Un deuxieme vaccin, constitué d'une souche virale de la myxomatose
non virulente dans laquelle le géne de la capside du RHDV a été introduit, administré par voie
intradermique au lapin, protege a la fois contre la myxomatose et le RHDV (Bertagnoli et al.,
1996). Récemment, il a été produit des plantes transgéniques exprimant la protéine de capside
du RHDV dans le but de vacciner les lapins sauvages et fermiers par l'intermédiaire de la
nourriture (Castafion et al., 1999). Bien que l'injection sous cutanée d'extraits de ces plantes
induise chez le lapin une protection efficace contre RHDV, il semble que le niveau d'expression
de la protéine de capside dans les plantes transgéniques soit insuffisant pour une vaccination
par voie orale.

VP10 :

La VP10 est codée par 'ORF2 chez le RHDV. Il s'agit d'une petite protéine structurale de 10
kDa qui est présente en trés faible quantité dans les particules virales (Wirblich et al., 1996).
De plus, le caractére basique de cette protéine suggére un réle dans I'encapsidation du
génome par une interaction avec la protéine de capside et I'ARN viral. Par ailleurs, des
recherches développées au laboratoire par Denis Rasschaert ont montré que la VP10 est
produite par un nouveau mécanisme de couplage traductionnel. Selon ce mécanisme, 20% des
ribosomes arrivant au codon stop de I'ORF1 ne se détacheraient pas et remonteraient jusqu'a
I'ATG de I'ORF2 pour initier la traduction de la VP10.

3. LES PROTEASES

3.1. Introduction

Précédemment, nous avons vu que les calicivirus sont des virus a ARN simple brin de polarité
positive qui montrent dans leur stratégie de développement un passage obligé par la
maturation d'une polyprotéine, celle-ci semblant étre mise en ceuvre par une seule et unique
protéase d'origine virale. Les protéases jouent un réle clé dans I'expression génomique de
nombreux virus spécifiques d'hdtes eucaryotes. Il est en fait exceptionnel que le cycle de
production d'un virus n'implique pas des événements de maturations protéolytiques. Une ou
plusieurs protéases d'origine cellulaire ou virale sont nécessaires. Les protéases de I'hote
eucaryote ne sont pas le propos ici, la courte revue bibliographique a plutdt été focalisée sur
les protéases virales qui prennent leur fonction dans le cytoplasme des cellules hétes lors de la
phase précoce du cycle productif mais aussi dans la phase tardive lors de la formation du
virion.

Etant donné la vaste étendue du sujet nous avons limité notre étude aux protéases virales
ayant pour réle la maturation de la polyprotéine de 2 familles, historiquement trés étudiées, de
virus a ARN simple brin de polarité positive ; les Picornaviridae et les Flaviviridae.
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3.2. Les différents types de protéase

Les protéases sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse de la liaison peptidique entre les
acides aminés. Elles ont des activités soit exoprotéasiques soit endoprotéasiques. Les
exoprotéases dégradent les protéines par élimination progressive des acides aminés a partir
de leur extrémité N-terminale ou C-terminale. Les endoprotéases, ou plus communément
protéases, hydrolysent les protéines au niveau de sites internes spécifiques. La spécificité de la
réaction est basée sur la nature des acides aminés de I'enzyme formant la poche catalytique
et, donc, interagissant avec les acides aminés du substrat. Cette interaction peut conduire a
une basse spécificité telle que pour la protéinase K ou les acides aminés ne sont pas
spécifigues mais doivent, en position P1l, étre de nature aliphatigue, aromatique ou
hydrophobe, ou a une trés haute spécificité. Ainsi, la classification des protéases est définie par
la nature des acides aminés qui forment la poche catalytique.
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Les protéases a sérine:

Catalytic mechanism of serine proteinases
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Figure 6 : Schéma explicatif du mécanisme moléculaire impliqué lors de I'hydrolyse protéique induite par
les protéases a sérine (site internet : http://delphi.phys.univ-tours.fr/Images/mecaser.gif).

La classe des protéases a sérine est composée des protéases dont la triade catalytique est
définie par les acides aminés histidine (H), acide glutamique (E) et sérine (S). Elle est divisée
en 2 sous groupes : le sous groupe des protéases similaires a la trypsine et le sous groupe des
protéases similaires a la subtilisine. La structure secondaire reflétée par la structure primaire
("trypsine"-H-E-S ; "subtilisine"-E-H-S) permet de différencier les 2 sous-groupes. Le
mécanisme catalytique est le méme dans les 2 cas (Fig. 6). Le groupement hydroxyl de la
sérine agit comme un site nucléophile en initiant la formation de l'intermédiaire enzymatique
acylé (Lesk and Fordham 1996, Steitz and Shulman 1982, Warshel et al., 1989).

-21 -



Introduction

Les protéases a cystéine :

Les protéases a cystéine, nommeées aussi thiol protéases, sont des protéases dont le mode de
fonctionnement est analogue aux protéases a sérine. Leur triade catalytique est composée des
acides aminés asparagine (N), histidine (H) et cystéine (C). Lors de I'hydrolyse protéolytique, le
groupement soufré de la cystéine agit comme le site nucléophile en initiant I'attaque du
groupement carboxyl du substrat. L'intermédiaire enzymatique acylé est formé par liaison entre
les groupements carboxyl et soufré. Le groupement amide est protoné par le groupement
imidazole de ['histidine. Enfin, le groupement carboxyl du substrat est hydrolysé entrainant la
régénération du site actif de la protéase (Menard et al., 1995, Vernet et al., 1995).
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Les aspartyl protéases :

Cette classe est composée de protéases dont le site catalytique est formé de 2 acides
glutamiques (E). L'hydrolyse protéolytique procede d'une réaction acido-basique (Fig. 7).
Contrairement aux 2 classes précédentes, le mécanisme de coupure protéolytique ne
nécessite pas le passage par un intermédiaire enzymatique acylé (Pearl and Blundell 1984).

Catalytic mechanism of aspartic proteinases

Peptide substrate
‘\ "4

Rn—‘HC CH—R X
\C—NH/ "
I}
Hydrogen bond / 0
Ly el Jil 0w
H o/ H\V_
—OH |]/ H 0 HO —
c/ \E

~
" o? CH,
/CHZ Y

Asp Tl Asp

R —HC, CH—R
n 1
Ne—wn”’ ™

HO—
OH
H
~
—oH 0 0 HO—
c/ \\'3
cﬁz \\D d \E“z
~
As/p Asp

Rn—HC\ /CH— R..1

*- \l:l HO
—0OH /l] \\E
C
£ 7 Ncw
HO 2
/CHz 0 hY
Asp Asp
R,—HC CH—R,_ ,
\E—DH + NH/ "
Il
1]
H -
—OH e o HO —
e C
& P2
s Asp

Figure 7 : Schéma explicatif du mécanisme moléculaire impliqué lors de I'hydrolyse protéolytique induite
par les aspartyl protéases (site internet : http://delphi.phys.univ-tours.fr/images/mecaasp.gif).
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Les métallo-protéases :

Catalytic mechanism of metallo proteinases
Feptide substrate
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Figure 8 : Schéma explicatif du mécanisme moléculaire impliqué lors de I'hydrolyse protéolytique induite
par les métallo-protéases (site internet : http://delphi.phys.univ-tours.fr/Images/mecamet.gif).
Les métallo-protéases présentent un ion divalent, souvent Zn*, au niveau du site catalytique
(Fig. 8). Par ailleurs, au moins une histidine (H) et un acide glutamique (E) sont impliqués.
L'histidine permet la coordination de I'ion métallique qui conduit a l'attaque nucléophile pendant
laquelle I'acide glutamique a un réle de donneur d'électron (Becker and Roth 1992).
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3.3. Maturation de la polyprotéine des Picornaviridae
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Figure 9 : Représentation schématique des polyprotéines des Picornaviridae. Les protéines non
structurales sont représentées en bleu. Les sites identifiés et spécifiques de la protéase 3C sont indiqués
au-dessus de chaque polyprotéine.

La famille des Picornaviridae est composée de virus non enveloppés a ARN simple brin de
polarité positive. Le génome viral code pour une polyprotéine d'environ 230 kDa (Fig. 9). La
maturation par clivages co-traductionnels ou post-traductionnels de la polyprotéine permet la
libération des protéines virales indispensables au cycle productif des Picornaviridae. Le
processus de maturation est entierement réalisé par des protéases d'origine virale. Les
Picornaviridae présentent 3 types de protéases a cystéine nommeées protéase L, protéase 2A
et protéase 3C qui peuvent étre caractérisées par leur mécanisme protéolytique, leur spécificité
de substrat et leur structure tridimensionnelle (Ryan and Flint 1997, Seipelt et al., 1999).

Protéase L :

Les aphthovirus ont a I'extrémité N-terminale de leur polyprotéine une protéase (L) que I'on ne
retrouve pas chez les membres des autres genres. Cette protéase présente un site catalytique
composé de 2 acides aminés ; une cystéine et une histidine ou la cystéine a le role de site
nucléophile (Roberts and Belsham 1995). Par ailleurs, sa structure tertiaire a permis de
l'intégrer dans le groupe des protéases papaine-like a cystéine (Guarne et al.,, 1998). La
protéase L clive en cis la polyprotéine a la jonction L/1A dans un événement cotraductionnel
(Piccone et al., 1995). Le site spécifique de ce clivage semble se situer entre une lysine (K) et
une glycine (G) (Seipelt et al., 1999). Le génome des aphthovirus présente 2 codons AUG qui
sont séparés par 84 nucléotides et qui permettent l'initiation de la synthése de la polyprotéine.
De ce fait, 2 espéces de protéines L, Lab et Lb suivant l'initiation au premier ou second AUG,
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possédant la méme activité protéolytique, ont été décrites dans les cellules infectées (Medina
et al., 1993).

Protéase 2A :

La protéine 2A est présente sur toutes les polyprotéines des Picornaviridae mais differe de
facon importante suivant le genre.

Entero/rhinovirus. La protéase 2A des entéro/rhinovirus clive la polyprotéine, au niveau d'un
dipeptide Y-G, a la jonction 1D/2A, séparant le domaine P1 des protéines structurales des
domaines P2 et P3 des protéines non structurales (Toyoda et al., 1986). Cette protéase
présente une triade catalytique composée d'une histidine (H), un acide aspartique (D) et une
cystéine (C) avec la cystéine pour site nucléophile. L'étude de sa structure tertiaire a permis de
I'apparenter aux protéases chymotrypsine-like a sérine (Bazan and Fletterick 1988, Seipelt et
al., 1999, Sommergruber et al., 1997). Cependant, cette protéase présente comme originalité
une structure, composé de 3 cystéines et d'une histidine, fixant un ion Zn®* et permettant la
stabilité de la forme active de I'enzyme (Sommergruber et al., 1994, Sommergruber et al.,
1997).

Aphtho/cardiovirus. Chez les aphthovirus, la protéine 2A consiste en un domaine de 16 acides
aminés. Cette courte séquence est capable de promouvoir le clivage cotraductionnel a sa
propre extrémité C-terminale dissociant, ainsi, les précurseurs L-P1-2A et 2B-2C-P3 (Donnelly
etal., 1997, Ryan et al., 1991).

Chez les cardiovirus, la protéine 2A a une taille d'environ 140 acides aminés. Elle ne présente
aucune homologie de séquence avec la protéase 2A des entéro/rhinovirus. Cependant, elle est
aussi capable de promouvoir le clivage de la polyprotéine dans un événement cotraductionnel
a la jonction de 2A/2B au niveau d'un site G-P (Palmenberg et al., 1992). Le motif DXEXNPG
constituant la jonction 2A/2B est conservé pour les virus des 2 genres et est nécessaire au
clivage (Hahn and Palmenberg 1996).

Protéase 3C et maturation :

Comme nous venons de le voir, les protéases L et 2A participent ponctuellement a la
maturation des polyprotéines des Picornaviridae. En fait, la protéase 3C est responsable de la
majorité des événements de clivage. Les protéases 3C des 5 genres de la famille des
Picornaviridae partagent 60% de similarit¢é (Hall and Palmenberg 1996). L'alignement de
séquences avec des protéases cellulaires et I'étude de la structure tertiaire de ces protéases
3C a permis de les apparenter aux protéases chymotrypsine-like a sérine (Allaire et al., 1994,
Gorbalenya et al., 1989, Matthews et al., 1994, Mosimann et al., 1997). La triade catalytique
est formée d'une histidine (H), d'un acide aspartique (D) (hépato, cardio et aphthovirus) ou d'un
acide glutamique (E) (entéro et rhinovirus) et d'une cystéine (C), cette cystéine étant le site
nucléophile (Gosert et al., 1997, Grubman et al., 1995, Hall and Palmenberg 1996, Kean et al.,
1993).

La maturation de la polyprotéine chez les picornavirus se fait de facon séquentielle.
Précédemment, nous avons vu que les événements primaires de clivage font intervenir la
protéase L dans le cas des aphthovirus, la protéase 2A dans le cas des entéro et rhinovirus
mais aussi la protéine 2A dans le cas des cardio et aphthovirus. De méme, la protéase 3C
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intervient dans I'étape primaire de maturation. En effet, quel que soit le genre, la protéase 3C
permet par un processus cotraductionnel la libération du précurseur P3 mais aussi du
précurseur P2 dans le cas particulier des hépatovirus (Jia et al., 1993, Ryan and Flint 1997).
Elle est aussi responsable des événements de maturation secondaires impliquant un
processus post-traductionnel. Ces événements secondaires peuvent étre régulés soit par une
différence de spécificité de la protéase 3C suivant sa forme, soit par lintervention d'un
cofacteur dans le processus de clivage. Ainsi, chez le poliovirus, la protéase sous la forme du
précurseur 3CD clive efficacement aux jonctions 1B/1C et 1C/1D alors que la protéase sous sa
forme clivée (3C) est inefficace a la jonction 1C/1D (Jore et al., 1988, Parsley et al., 1999,
Ypma-Wong et al., 1988). Par ailleurs, l'intermédiaire 3AB agit comme un cofacteur viral
aupres de la protéase. En effet, chez le poliovirus, il a été démontré que la molécule 3AB
formait un complexe avec le précurseur 3CD stimulant le clivage a la jonction 3C/3D (Molla et
al., 1994). De méme, chez le virus de I'hépatite A, il a été montré que le clivage tardif a la
jonction 3A/3B (Probst et al., 1998) permettait la stimulation du clivage au niveau des jonctions
P1/2A, 2B/2C et 3C/3D par 3AB (Kusov and Gauss-Muller 1999). Chez le poliovirus, il a, aussi,
été démontré l'intervention d'un cofacteur cellulaire lors de la maturation de l'intermédiaire P1
par 3CD (Blair et al., 1993).

La spécificité de clivage lors de la maturation de la polyprotéine des picornavirus est établie par
la nature des acides aminés constituant les sites de clivage. Dans le cas des entéro, rhino et
cardiovirus, la spécificité de clivage de la protéase 3C est déterminée par un nombre restreint
d'acides aminés ; en position P1 on retrouve une glutamine (Q) (acide aspartique -E- possible
mais rarement) et en position P1' une glycine (G) (quelque fois une alanine -A- ou une sérine -
S-). Par contre, dans le cas des aphtho et des hépatovirus, la nature des acides aminés au
niveau des liaisons peptidiques induisant un clivage par la protéase 3C est plus variable; en
position P1, on peut trouver une glutamine (Q), un acide glutamique (E) ou une leucine (L) et
en position P1', une sérine (S), une glycine (G), une alanine (A), une méthionine (M), une
leucine (L), une isoleucine (1), une valine (V), une thréonine (T), une asparagine (N) ou une
arginine (R) (Hall and Palmenberg 1996, Palmenberg 1990).

L'infection par les picornavirus provoque une diminution drastigue de la production des
protéines cellulaires sans affecter celle de leurs propres protéines. En fait, les protéases
virales, en plus de leur fonction dans la maturation de la polyprotéine, semblent impliquées
dans la dégradation de protéines cellulaires ayant un réle dans la transcription et la traduction.
Ainsi, la protéase L des aphtovirus et la protéase 2A des entéro et des rhinovirus ont la
capacité de cliver le facteur de traduction elF-4G (Kirchweger et al., 1994). De méme, il a été
démontré chez le poliovirus que la protéase 3C est capable de cliver le facteur de transcription
TF-IIIC (Shen et al., 1996).
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3.4. Maturation de la polyprotéine des Flaviviridae

RR-G
RR-S RR-S RR-S
Flavivirus K>S % B0 re
v KR-G KR-S RR-G
NSOA ¥ v v
lclm[ e [Nst T [ Nss | s A=
NS2B NS4A

Pestivirus
L-N
L-S L-A L-S L-S
N4 N2 Nz
IN®Ic] eo [E1] 2 [INs2] Ns3 [ [nsae] nssA | nssB
P7 NS4A
Virus de I'Hépatite C
T-S C-SA C-S C-S
N K 4 N2
[cEel] e2 [[ns2] Ns3 [ [NsaB| NssA NS5B
P7 NS4A

Figure 10 : Représentation schématique des polyprotéines des Flaviviridae. Les protéines non
structurales sont représentées en bleu. Les sites identifiés et spécifiques de la protéase NS3 sont
indiqués.

La famille des Flaviviridae est composée de virus enveloppés a ARN simple brin de polarité
positive. Le génome viral présente une seule ORF codant pour une polyprotéine d'environ 300-
400 kDa (Fig. 10). A l'exception de la protéine NP° des pestivirus, les protéines structurales
sont regroupées dans la région N-terminale de la polyprotéine et les protéines non structurales
dans la région C-terminale. Les protéines structurales sont clivées par des protéases cellulaires
(Falgout and Markoff 1995, Hijikata et al., 1991, Nowak et al., 1989) tandis que le clivage des
protéines non structurales est essentiellement réalisé par la protéase virale portée par la région
NS3. Cette région possede 3 domaines fonctionnels : les domaines hélicase et ATPase, situés
en C-terminal, interviennent lors de la réplication du génome (Grassmann et al., 1999,
Takegami et al., 1994, Wardell et al., 1999) alors que le premier tiers de la protéine présente
les acides aminés conservés H, D et S caractéristiques des protéases trypsine-like a sérine
(Failla et al., 1995, Gorbalenya et al., 1989, Li et al., 1999, Ryan et al., 1998). Il faut noter que
selon le genre, l'activité de la protéase NS3 se manifeste difféeremment.
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Les Flavivirus :

La protéase a sérine NS3 est responsable du clivage de la polyprotéine aux jonctions NS2A/2B
NS2B/3, NS3/4A et NS4B/5 (Cahour et al.,, 1992, Falgout et al., 1991, Lobigs 1992). La
protéine NS3 est active sous la forme d'un complexe hétérodimérique avec NS2B. Un domaine
hydrophile de 40 aa de la protéine NS2B a été déterminé comme indispensable a l'activité
protéolytique de NS3 (Chambers et al., 1993, Falgout et al., 1993, Jan et al., 1995). Les sites
de maturation montrent aux positions P2 et P1 des acides aminés basiques (K, R ou Q) et a la
position P1', un acide aminé avec un encombrement stérique faible (S, G et A) (Murthy et al.,
1999). Notons que le clivage en cis au site NS3/4A est d'efficacité plus faible que pour les
autres sites et l'intermédiaire NS3-NS4A est présent dans les cellules infectées (Lin et al.,
1993, Lobigs 1992). L'efficacité plus ou moins importante a certains sites pourrait étre, pour le
virus, un moyen de réguler dans le temps la production de certaines protéines virales.

Le Virus de I'Hépatite C (HCV) :

La protéase a sérine NS3 clive a la jonction de NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A et NS5A/5B. Le
clivage entre NS3 et NS4A est un événement en cis (Bartenschlager et al., 1994, Failla et al.,

1994) tandis que les autres clivages peuvent aussi étre réalisés en trans (Tomei et al., 1993). Il
a aussi été établi que la protéase NS3 est nécessaire mais pas suffisante pour I'efficacité de
coupure. En effet, en plus de NS3, NS4A est indispensable pour le clivage aux jonctions
NS3/4A et NS4B/5A et augmente l'efficacité de coupure aux jonctions NS5A/5B et NS4A/4B
(Bartenschlager et al., 1994, Failla et al., 1994). Le séquencage N-terminal des produits de
maturation a permis de constater que I'acide aminé en position P1 est une cystéine (C) ou une
thréonine (T) et I'acide aminé en P1' est une sérine (S) ou une alanine (A) (Grakoui et al.,
1993).

L'activité protéolytique entrant en jeu dans le clivage de la jonction NS2/3 ne semble pas
nécessiter la triade catalytique de la protéase NS3. En effet, il semblerait que ce clivage
impliquerait une triade classique présente dans la région C-terminale de la protéine NS2 et
formée de 3 acides aminés ; une histidine (H), un acide glutamique (E) et une cystéine (C)
(Grakoui et al., 1993). De plus, il a été démontré que cette activité protéolytique exige
lintervention d'un ion divalent, Zn®**, dont la coordination est dépendante de 3 cystéines
présentes sur la région N-terminale de la protéase NS3 (Hijikata et al., 1993, Wu et al., 1998).

Les Pestivirus :

La protéase a sérine NS3 clive aux jonctions NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A et NS5A/5B. La
spécificité du clivage est déterminée en position P1 par une leucine (L) et en position P1' par

une alanine (A), une sérine (S) ou une asparagine (N) (Tautz et al., 1997, Xu et al., 1997).

En plus de l'activité protéolytique de NS3, les pestivirus sont les seuls Flaviviridae qui
présentent a l'extrémité N-terminale de la polyprotéine une activité autocatalytique. Cette
activité est portée par la protéine N°°. Il s'agirait d'une protéase a cystéine d'un nouveau genre
avec un site catalytique composé d'une histidine et d'une cystéine (Rumenapf et al., 1998). Elle
induit le clivage a sa propre extrémité C-terminale au niveau d'un dipeptide C/S (Stark et al.,
1993).
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4. CONTEXTE ET OBJECTIF DU TRAVAIL

Le RHDV est un calicivirus du genre Lagovirus. Non enveloppé, il présente un ARN simple brin
de polarité positive de 7,5 kb pour génome. Cet ARN génomique possede 2 ORF : I'ORF1 qui
code pour une polyprotéine de 257 kDa et 'ORF2 qui code pour la protéine structurale VP10.
Cette polyprotéine porte toutes les protéines virales nécessaires a la production du virus dans
la cellule eucaryote. Notamment, elle contient les protéines structurales telles que I'hélicase, la
protéase 3C-like et I'ARN polymérase ARN dépendante et, les protéines structurales telles que
la VPg et la protéine de capside (VP60). Ainsi, la maturation de la polyprotéine est un
processus charniere dans le déroulement du cycle viral. La protéase 3C-like, qui est
apparentée au groupe des chymotrypsine-like sérine protéases a cystéine, semble étre la seule
protéine virale impliqguée dans le processus de maturation. Cette protéase 3C-like a une triade
catalytique typique composée des acides aminés H-1135, D-1152 et C-1212.

Les études réalisées jusqu'alors ont permis de montrer que le processus de maturation du
RHDV conduit a la libération de 8 protéines impliquant 7 sites de clivage protéolytique. Trois
sites spécifiquement clivés par la protéase 3C-like ont été décrits dans un systéme eucaryote
acellulaire : EG (718-719) a I'extrémité C-terminale de I'hélicase, EG (1108-1109) a I'extrémité
N-terminale de la protéase 3C-like et EG (1767-1768) a I'extrémité N-terminale de la protéine
de capside (Boniotti et al., 1994, Martin Alonso et al., 1996, Wirblich et al., 1995). En plus de
ces 3 sites un 4°™ sjte a été décrit comme étant faiblement clivé par la protéase 3C-like en
systeme bactérien (Wirblich et al., 1996). Il s'agit du site ET (1251-1252) situé a I'extrémité C-
terminale de la protéase 3C-like.

Dans ce contexte, les travaux de thése ont été menés selon des axes bien précis :

- L'objectif prioritaire a été de déterminer les autres sites de clivage de la polyprotéine
pouvant expliquer les protéines issues de la maturation.

- Il nous est apparu important d'étudier I'efficacité de coupure de la protéase du RHDV
en fonction de sa forme (3C, 3CD ou autre), et ce pour 2 raisons essentielles : Vérifier
qgue l'information protéique contenue entre les sites EG (1108-1109) et ET (1251-
1252) possédait bien la fonction d'activité protéolytique. Justifier la présence dans les
cellules infectées de l'intermédiaire stable de maturation 3CD (compris entre EG-1108
et EG-1767).

- Dans le but didentifier de nouveaux sites potentiels, il a été réalisé I'étude de
l'efficacité de coupure de la protéase 3C-like en cis sur de courtes séquences
peptidiques, en trans sur des polypeptides prédéfinis.

- Enfin, nous avons procédé a la recherche d'éventuels cofacteurs viraux ou cellulaires
pour I'expression de l'activité protéolytique de la protéase 3C-like. En effet, comme il a
pu étre observé dans le cas des flavivirus et des picornavirus, la protéase virale ne
doit pas étre le seul facteur intervenant dans le processus de maturation de la
polyprotéine.
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1. SOUCHES BACTERIENNES, SOUCHE VIRALE ET LIGNEES
CELLULAIRES

1.1. Souches bactériennes d'Escherichia coli

- La souche d'E. coli TG1 de génotype SupE hsdD5 thi D(lac-proAB)/F' [traD36 proAB*
lacl? lacZDM15] a été utilisée dans toutes les étapes de clonage.

- La souche d'E. coli BL21 (DE3) de génotype hsdS gal (I clts857 indl Sam7 nin5
lacUV5-T7 génel) a été utilisée pour I'expression des genes clonés sous le promoteur
T7.

1.2. Cellules de rein de lapin RK13

Les cellules de reins de lapin RK13 (ATCC CCL 37) sont utilisées pour la propagation du virus
VTF7-3. Ces cellules sont multipliées en tapis a 37°C en milieu minimum essentiel de Earle
(MEME, Gibco-BRL) supplémenté par 10% de sérum de veau foetal et additionné
d'antibiotiques (100 u/ml de pénicilline et 100 ng/ml de streptomycine). Lorsqu'elles sont a
confluence, les cellules sont trypsinées (0,6 mg/ml de trypsine, 1,4 g/l de NaHCO; et 4 mM
d'EDTA), centrifugées et ensemencées a une densité 3 fois inférieure.

1.3. Lignée cellulaire LMH

Cette lignée établie a partir de cellules épithéliales de carcinome hépatique (Kawaguchi et al.,
1987) s’entretient en culture de cellules comme les cellules RK13.

1.4. Virus de la vaccine T7 (vTF7-3)

Le virus de la vaccine T7 (Fuerst et al., 1986) est un virus modifié par insertion dans son

génome du gene de I'ARN polymérase ADN dépendante du phage T7. Il permet I'expression
transitoire a un taux élevé de génes clonés en amont du promoteur T7 en cellules de
mammiféres.

Production des inoculums viraux : un tapis de cellules RK13 a confluence a été infecté par la
vaccine a une multiplicité d'infection (m. i.) de 5. Au bout d'une heure d'adsorption, le
surnageant est remplacé par du milieu frais. Aprés 2 ou 3 jours, les cellules sont décollées par
traitement avec 1/10°™ du volume de surnageant contenant 0,6 mg/ml de trypsine (DIFCO).
Les cellules sont lysées par 3 cycles de congélation (-80°C)/décongélation. Le lysat cellulaire
est clarifié par centrifugation a 1000g. Le surnageant est distribué en fractions aliquotes de 1
ml et est conservé a —20°C afin de servir d'inoculums pour les infections ultérieures.
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2.  ANTICORPS MONOCLONAUX ET SERUM POLYCL ONAL

2.1. Anticorps monoclonal 3b5

L'Ac monoclonal 3b5 reconnait spécifiquement un épitope linéaire (SSFFSYGEI) de la
glycoprotéine S du TGEV ( Virus de la gastro-entérite transmissible de porcelet) (Delmas et al.,
1990)

2.2. Sérum polyclonal anti-3D

La protéine 3D, présente sur la polyprotéine entre les sites ET et EG10 (8§ 4.1.), correspond a
I'ARN polymérase ARN dépendante du RHDV.

2.2.1. Préparation de l'antigéne

On procéde tout d'abord a la transformation par la construction pET3D (8 6.3.) des bactéries E.
coli BI21 (DES3) pLysS (Promega) par la technique du choc thermique.

Un pl de la construction pET3D (10ng/ul) est ajouté a 30 pl de bactéries compétentes. Aprés
incubation de 30 min dans la glace, le choc thermique est réalisé par un passage de 40 s a
42°C suivis de 2 min dans la glace. Apres l'addition de 80 ul de milieu SOC (fourni par
Promega), les bactéries sont régénérées par incubation sous agitation d'une heure a 37°C puis
étalées sur milieu Luria-Bertani (LB) solide supplémenté en ampicilline (200ug/ml).

Aprés 24h a 37°C, une colonie est repiquée dans 10 ml de milieu LB+ampicilline. Cette culture
est mise sous agitation a 37°C jusqu'a ce que la DO a 600 nm atteigne 0,6. Alors, I'expression
de la protéine 3D est induite par addition d'IPTG (1mM final) dans le milieu de culture. Aprés
3h30 d'incubation a 37°C, les bactéries sont lavées en Tris-HCI pH8 10mM. Apres
centrifugation, le culot bactérien est repris dans 1ml de Tris-HCI puis distribué en fractions
aliquotes de 100 pl.

Une fraction aliquote est solubilisée par 20 pl tampon de charge 5X (b-mercaptoéthanol 5%,
SDS 2%, glycérol 10% et Tris-HCI pH6,8 25 mM), portée a ébullition pendant 5 min puis
déposée sur un gel de polyacrylamide SDS-PAGE a 10% en polyacrylamide. L'électrophorese
est réalisée en tampon Tris-Glycine (Tris-HCI pH7,4 25mM, Glycine 14,41 g/l et SDS 0,1%)
sous ampérage constant (50 mA) (appareil mini-protean, Biorad). Les protéines sont colorées
(tampon de coloration : éthanol 20%, acide acétique 10% et 4g/ul de bleu de Coomassie)
apres décoloration du gel en tampon éthanol-acétate.

La bande a 57 kDa correspondant a la protéine 3D est découpée puis fragmentée dans 1 ml de
tampon PBS (Phosphate Buffer Saline) avant d'étre directement injectée au lapin.

2.2.2. Immunisation du lapin

L'antigéne est injecté en plusieurs points sur le dos d'un lapin de 5 semaines. Un rappel
dimmunisation est effectué 1 mois aprés la 1% injection. A partir du jour JO, un prélévement
sanguin a partir de la veine marginale de l'oreille du lapin est réalisée tous les 15 jours. Le
sérum obtenu est testé par la technique de western blot. Le sérum correspondant au
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prélevement effectué 15 jours aprés la deuxiéme immunisation a été utilisé pour les tests

d'immunoprécipitation.

2.3. Anticorps anti-VP60

L'Ac monoclonal anti-VP60 correspond a I'Ac E3 (Laurent et al., 1997).

3.

PLASMIDES

Les plasmides pBS SK(-) (Stratagene) et pET22B(+) (Novagen) possedent une région
de sites multiples qui permet le clonage des génes d'intérét sous le promoteur T7.

Le plasmide pGEM-T (Promega), qui sert de vecteur de stockage, permet le clonage
direct des produits de PCR.

Le plasmide pUGG10 est issu des banques d'ADNc du génome du RHDV-SD
réalisées au laboratoire par clonage des inserts dans le site de restriction Smal de
pUC19 (Pharmacia). Il contient le génome complet de la souche virale RHDV-SD.
Cette souche a été extraite du foie d'un lapin de garenne sauvage mort de la RHD en
1989 (Rasschaert et al., 1995).

Le plasmide pBSLucEco a été réalisé au laboratoire. Il renferme le géne de la
luciférase muté de telle fagon que le site EcoRI ait été remplacé par un site BamHI
sans changement de la séquence peptidique.

Le plasmide pET22B-Leader a été réalisé au laboratoire. Il s'agit du vecteur
pET22B(+) digéré Ndel-EcoRI et comblé. Il permet le clonage au site BamHI des
genes d'intérét sans le peptide leader.
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4.1. Sequence peptidiqgue de la polyprotéine du RHDV
Séquence peptidique compléte de la polyprotéine de 257 kDa du virus RHDV.

MAAVBRLTGM
NKCGKW.NGF
KALNKVI PCA
DEPCLTSRDA
TWTKLGNI T
NLLAI LNVDWI
RLFDTFEDSV
TLW T NQHM
YNQHLG LNA
CQHPSTI NFG
NKVFNSKYLL
SKDVBHLTFQ
NRFNFVYPDA
YQCKFQHLWR
TLI NPSFI KL
STTI | CSNCT
HLFVEVI SRL
RREFVNAHDM
EVI RTRVRQT
CSEWTCSPT
YDGCTQTTHG
| DYRG TAHR
KNLQVYQQEP
VPGKKI DHVK
LWECDVGVAV
DYSKWDSTNG
MPFTSVI NS
Al | ENLRDYG
KTTSRHWM E
DAARKI LADR
ATTSWTAEN
SPQONNPFTAV
WI DARSLEP
RPSEDFEFVM
RHWNLNGSTY
FPDVSFVPFN
GSQTVAKSI Y
GKNTPI MFAS
QLTFASGFME
FSYV.

TTAI LPEKKP
GCFGLEDLGD
YQFDESFSTP
SLLDSI ASDN
EKGKQMAKKY
NDLTGFVTTL
PTGPTAGCLI

VAKDLTSI QQ
SQKVI SDLHT
LDHFDSYTGE
CTTNSNM LN
VYPHNVPAPG
QYDQALLMAK
MVPQFVLGCV
| WAVRKHLKG
| Q HSCGGALL
CANHLVNLAT
TAEEYLAMKN
PKGPKTLDDG
TDLCLVKGEA
DCGLPLYDSS
LVGAEPRPPV
KLDKVDEFI E
DGVMDQVLAK
CAAAVFHNI C
PCVWRLAI DI

CHVLLWBAAV
LLPTAADKTE
ETYDLAKEER
KRVWSWWPDD
SSASI ATAG

LSQWAGMG
VTI TMPDLRP
| RAPSSKTVD
GABSPRFADI

GPG PAAGW
AWTGTAQ\P
VWRRTGDVNA
| GLSVDGYFY

LNFFLDLRDK TPPCCl RATG KLAWPVFLGQ YGKEG,PLETC
VCLCSI AQXK HKFGPVCLCN RAY! HDOGRW RRRSRFLKHY
VFEGEVDDLF VELGAPTSMG FMDKKLLKKG KKLNMDKFVDV
TI RAKWEEEY GVEMVQAARD RKDFMKNLRL ALDNRPANPV
VYGACKVTDP LKTLASI LLV GLH\VI AVDT TVM.STFKPV
VRLLELYGW QATVNLI VEG; VKSFWDKWC ATDRCFDLLK
FMAFVFSTW GYLPNNSVI T TFMKGAGKLT TFAGVI GAI R
KVMIVVKVAN EAATLDQLEI VSCLCSDLEN TLTNRCTLPS
MVLGKI NMTK QRPQPVAVI F KGAPG GKTY LVHRI ARDLG
EVAI ADEFNT CGDGESWEL FI QWNTNPC PLNCDKAENK
ATHPRAGAFY RRVM VEARN KAVESWQATR HGSKPGRSCY
FVFVGDKLVK SQVAPREYKY SELLDLI KSE HPDVASFEG,A
QYFVMYGCVA RLAKNFVDDI  PYNQVHI SRA SDPKI EG;CVE
NMINQLGTPL TQQQLDRVTN GVEG,VTVTTV NNI LPFHSQT
LSGVTKVAQF | WRVMTNPVD AYGSLVRTLT GAATFSDDPV
VRYSRDPVPV ASDNVDRGDQ G,VDVFTDPNL | SGFSWRQ A
MAALGAVATK AFQG,VKGKTK RGRGARVNLG NDEYDEWQAA
KAAMGSDDQD SVMFRSWATR RQLRPDEDQV Tl VGRGGVRN
GFYDNDYEG,L. PGFMRHNGSG WM HI GNGLY | SNTHTARSS
| RSVAQ AEG; TPVCDVWKKSP | STYG KKTL SDSTKI DVLA
&Kl VAl HTGK LLGFSKNMCTL | DLTI TKGVY ETSNFFCGEP
SGTRYAKVPG VPEEYKTGYR PANLGRSDPD SDKSLMNI AV
RAAADVLGYL RFLTKGERQV NLNFKAAFNT LDLSTSCGPF
HLYKCWBVAN SGKALHHI YA OGLKDELRPL DKVKEGKKRL
YKLKMVARFG Pl AVGVDMTS RDVDVI | NNL TSKASDFLCL
LADCCEQTEL TKSWLTLKS HPMTI LDAM VQTKRGLPSG
YKSCAEI GLH CSNLYEDAPF YTYGDDGVYA MIPMWSLLP
FI DVCPLNKI SFLKRTFELT DI GAf SKLDK SSI LRQLEWS
GVQLEELQVA AAAHGQEFFN FVRKELERQQ AYTQFSVYSY

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

EFVNVIVEG, KA RTAPQGEAAG TATTASVPGT TTDGVDPGVYV1800

GGPPQQVDQQ ETVRTNFYYN DVFTWSVADA PGSI LYTVQH
GMQFRFI VAG SGVFGGRLVA AVl PPG El G PGLEVRQFPH
NMYHPTGDPG LVPTLVLSVY NNLI NPFGGS TSAI QUTVET
SI SPAGLLTT PVLTGVGNDN RWNGQ VGLQ PVPGGFSTCN
DHRRGSASYP GNNATNVLQF WYANAGSAI D NPI SQVAPDG
GFGAI WNSNS GAPNVTTVQA YELGFATGAP GNLQPTTNTS
AGLFVMASGV | STPSANAI T YTPQPDRI VT TPGTPAAAPV
TAGSANGTQY GRGSQPLPVT | GLSLNNYSS ALMPGQFFVW
AGTGASTTLI DLI ELI DVRP VGPRPSKSTL VFNLGGTANG

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2345

Figure 11 : Séquence peptidique de la polyprotéine du RHDV. Les différents dipeptides étudiés sont
représentés en gras et les acides aminés environnants en rose. Les acides aminés apparaissant en
rouge forment le site catalytique de la protéase 3C-like. La méthionine correspondant aux initiations
internes dans les constructions pEG-3CY est soulignée.
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4.2. Sequences des différents oligonucléotides

La séquence des oligonucléotides utilisés dans les différentes expériences de PCR
(Polymerase Chain Reaction) réalisées au cours de la these est donnée tableau 2.

Tableau 2 : Séquence et localisation des oligonucléotides

Orientation/

N° Séquences A
q Localisation

14

18

35

35b
50

108
123
211
212
213
353
354
355
356
357
358
372
373
420
459
461
462
495

tctaga agatct TTTATAGCTTACTTTAAACT
Bal Il
tctaga agatct ATGGAGGGCAAAGCCCGCAC
Bal Il
tctaga ggatcc atg GAGGGCCTGCCTGGGTTC
BamH |
tctaga ctcgag at ccatgGAGGGCCTGCCTGGGTTC
Xho | Nco |
agatct gaattc tta CAATTTGGACTTTCCGCC
EcoR |
gagctc aagctt tctaga gctagc TTTCACCTTGTCAAGAGGCCTGAG
Hind 1l Xba | Nhe |
gatatc gaattc gtcgac GCCAAAAACATAAAGAAAGGC
EcoR 1 Sall
tctaga gaattc tca GCTGGAGTCATACAACGGCA
EcoR |
tctaga gaattc tca TGTTTCATAAACTCCCTTTG
EcoR |
tctaga gaattc tca GAAGCGTAAGTATCCCAAGA
EcoR |
tctaga attaat atg GGAGTTTATGAAACATCAAAC
Vsp |
tctaga ggatcc tta ctcgag AACATTCACAAACTCGTCGTC
BamH | Xho |
tctaga catatg GAGGGCCTGCCTGGGTTC
Nde |
tctaga gaattc tca ctcgag TGTTTCATAAACTCCCTTTG
EcoR | Xho |
tctaga catatg GCGGCTATGTCGCGCCTTACTG
Nde |
tctaga gaattc tca ctcgag CCCCTCAAAAACAGGGGTGGAG
EcoR | Xho |
tctaga ccatgg AGGGCCTGCCTGGGTTC
Nco |
tctaga gctagc TGATGTTTCATAAACTCCCTTTGTG
Nhe |
tctaga gaattc atg GGGGAGGTTGACGACTTGTTTG
EcoR |
tctaga gtcgac tca CTCATAGTCATTGTCATAAAAGCCACCA
Sal
tctaga gtcgac tca CTCAAATGAGGCCACGTCG
Sal
tctaga gaattc atg GGTGCCAACAGATTCAACTTTG
EcoR |
tctaga gtcgac ggatcc atgcat TTCACCTTGTCAAGAGGCC
Sall BamHI Nsil

inverse -2345
direct 1766-

direct 1108-

inverse fin du géne
de la luciférase

direct début du géne
de la luciférase
inverse -1217
inverse -1254
inverse -1356
direct 1248-
inverse -1765
direct 1108-
inverse -1252
direct 1-
inverse -144
direct 1108-
inverse -1252
direct 144-
inverse -1108
inverse -718
direct 719-

inverse -1434

496 ccc tctaga gtcgac gaattc GTCAACCTCNNNNNNAAAAACAGGG ttgca
Xbal Sall EcoR I Nsi | muté
507 atg gaattc gatatc CCTTCGAGCTTTTTCAGTTACGGTGAAATTCCT ctcgag agatct tctaga tga
EcoR | ECOR V Xho!l Bglll Xbal
508 atgcat ATGGAATTCGATATCCCT direct

509 ccatgg TCATCTAGAAGATCTCTC inverse
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515

516bis

515bis
516

517

518bis

517bis
518

519

520bis

519bis
520

521

522bis

521bis
522

523

524bis
626
627
628

ggatcc gaattc ATGGCGGCTATGTCGC
EcoR |
ggatcc gatatc GGGTTTGAACGTTGACAAC
EcoR V
ggatcc agatct ATGGCGGCTATGTCGC
Bgl Il
ggatcc tctaga GGGTTTGAACGTTGACAAC
Xba |
ggatcc gaattc TTGACATCAAGAGACGCC
EcoR |
ggatcc gatatc TGTGCACAGCAAGTACTTTG
EcoR V
ggatcc agatct TTGACATCAAGAGACGCC
Bgl Il
ggatcc tctaga TGTGCACAGCAAGTACTTTG
Xba
ggatcc gaattc GTTATAAGTGACTTACACAC
EcoR |
ggatcc gatatc CCTGGTGCGGATGACC
EcoR V
ggatcc agatct GTTATAAGTGACTTACACAC
Bgl Il
ggatcc tctaga CCTGGTGCGGATGACC
Xba |
ggatcc gaattc TGGCGTGTCATGACCAAC
EcoR |
ggatcc gatatc CCTGGTGCGGATGACC
EcoR V
ggatcc agatct TGGCGTGTCATGACCAAC
Bgl Il
ggatcc tctaga CCTGGTGCGGATGACC
Xba |
ggatcc gaattc AGGCTAGCCATTGACATC
EcoR |
ggatcc gatatc CTTACCCACAGGTGCAG
EcoR V
CAGCCagatctCACCGTGGGTGGTCTG
Bgl Il
GGTGagatctGGCTGCCGTTGTATGACTCCA
Bgl Il
tctaga gtcgac GCGGGCTTTGCCCTCCATAACG
Sal |

Matériels et Méthodes

direct 1-
inverse -299
direct 1-
inverse -299
direct 184-
inverse -612
direct 184-
inverse -612
direct 494-
inverse -1088
direct 494-
inverse -1088
direct 872-
inverse -1394
direct 872-
inverse -1394
direct 1515-
inverse -2222
inverse -1214
direct 1210-

inverse
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La séquence des oligonucléotides phosphorylés en 5' utilisés pour I'élaboration des

constructions pBPL et pEG-3CY est indiquée tableau 3.

Tableau 3 : Séquences des oligonucléotides phosphorylés en 5' et hybridés 2 a 2

Sites N° Séquences
EG1 177 ctagttacggaaaagaaggacct ct ggagg

178 aatgccttttcttcctggagacctccagct
EG2 179 ctagtcctgtttttgagggggaggttgacg

180 aggacaaaaact ccccct ccaact gcagct
EG3 181 ctagtctgatcgttgagggt gt gaagagt g

182 agact agcaact cccacact t ct ccacagct
EG4 183 ctagtgcctcatttgagggt gccaacagag

184 acggagt aaact cccacggtt gt ct cagct

185 ct agt ccaaagatt gaagggt gt gt ggagg
EG5

186 aggtttctaacttcccacacacct ccagct
EG6 187 ctagtaacggggt cgagggagt cact gt cg

188 attgccccagct ccct cagt gacagcagct
EG7 189 ctagt aat gact at gagggcct gcct gggg

190 at t act gat act cccggacggaccccagct
EG8 191 ctagtcagat cgct gagggt accccagt cg

192 agt ct agcgact cccat ggggt cagcagct
EG9 132 ctagt aaggt gaaagaaggcaagaagcgcg

133 attccactttcttccgttcttcgcgcagct
EG10 130 ctagtaacgttatggagggcaaagcccgcg

131 attgcaat acctcccgtttcgggcgcagct
ET 207 ctagtggagtttat gaaacat caaacttcg

208 acct caaatactttgtagtttgaagcagct
QG 193 ctagtaacgttat gcaaggcaaagcccgcg

194 attgcaat acgttccgtttcgggcgcagct
11 197 ctagtaacgttatgaaagcccgcg

198 attgcaat actttcgggcgcagct
QG1 454 ct agt cgcggt gaccaaggt gt t gacgt gg

453 agcgccact ggtt ccacaact gcaccagct
QG2 455 ctagtaaagcttttcagggcgt gaaaggcg

456 attt cgaaaagt cccgcactttccgcagct
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4.3. Séquence de la construction pBPL10

CACCT GACGCGCCCT GT AGCGGCGCAT TAAGCGCGGCGGEGT GT GGT GGT TACGCGCAGCGT GACCGCTACACT TGCCAGC
GCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGT TCGCCGGCT TTCCCCGT CAAGCTCTAAATCG
GGGGCTCCCTTTAGGGT TCCGATTTAGTGCT TTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACT TGATTAGGGT GATGGT TCACGTA
GTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGT TTTTCGCCCTTTGACGT TGGAGTCCACGT TCTTTAATAGT GGACTCTTGTTCCAA
ACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGT CTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGT TAAA
AAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCT TACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCT
GCGCAACTGT TGGGAAGGGCGAT CGGTGCGGGECCTCT TCGCTAT TACGCCAGCT GGCGAAAGGGGGAT GT GCT GCAAGGC
GATTAAGT TGGGTAACGCCAGGGT TTTCCCAGT CACGACGT TGT AAAACGACGGCCAGT GAATTGTAATACGACTCACTA
TAGGGCGAATTGGGTACCGGECCCCCCCTCGAGAT ccat gg AGGGECCT GCCT GGGT TCAT GAGACACAATGGCAGT GGCT
M E GL P GF MRMHNG S G
GGATGATCCACATAGGT AACGGGCT GTACAT CTCCAACACT CATACCGCCAGGT CAAGT TGCTCAGAAGT TGTCACATGC
WMI HI GNGLY Il S NTMHTARSS ST CSEVVTC
TCACCTACCACT GACCTGT GCCTCGT CAAGGGT GAAGCAAT CCGCAGT GTTGCT CAGAT CGCTGAGGGTACCCCAGTCTG
S PTTDLT CLV K GEAI RSV AQI A EGTUPVC
CGACT GGAAGAAGT CCCCAATTTCGACCTAT GGCAT CAAGAAGACAT TGT CAGACT CCACAAAGAT TGACGT GCTGGCGT
DWKIKSWPI S TYGI KKTULSDJST K I DVLA
ACGACGGGT GCACGCAGACCACCCACGGT GACT GT GGGCT GCCGT TGTATGACT CCAGCGGAAAGATTGT TGCCATCCAC
Yy b6 CTQTTMHSGDT CGLUPLYDSSOGKI V AI H
ACTGGCAAGCTGT TGGGGT TTTCAAAGAT GTGCACGT TGAT TGACCT CACCATCACAAAGGCGAGT TTATGAAACATCAAA
T GKL L GFSKMCTUL I DL TI TKGVYET SN
CTTCTTCTGCGGCGAGCCAAT TGACTATAGAGGCAT CACCGCACACAGGECT CGT CGECGCGGAACCCAGACCT CCCGTTA
F FCGEWPI DYRGI TAHRLVGAEUPRUPUPYV
GTGGAACCAGGTATGCTAAGGT CCCAGGT GT TCCTGAAGAGT ATAAGACT GGGTACAGACCAGCCAACCT TGGGCGCAGT
S GT RY AKVP GVPEEY KT GYRPANL GRS
GACCCAGACAGT GACAAGT CACT CATGAACAT TGCGGT GAAAAACT TACAGGT GTACCAGCAAGAACCAAAGCT CGATAA
DPDSDA KSLMNI AV KNLOQVYQQEUPKIL DK
GGTGGATGAGT TTATCGAGCGAGCGGECTGCCGACGT CTTGGGATACT TACGCT TCCTAACCAAGGGGEGAGCGCCAGGTAA
vV DEVFI ERAAADVILGYLRZFLTI KIS GEWR~OQUV
ACCTAAACTTTAAAGCCGCATTCAATACCCTAGACCT GTCAACCT CTTGCGGGCCCT TTGT TCCAGGGAAGAAGATTGAC
N L NFKAAFNTILDULSTSOCGZPZFV P GK KK I D
CATGT GAAAGACGGGGT GATGGACCAAGT CCTAGCCAAGCACCT TTACAAGT GCTGGAGT GTTGCCAATTCTGGTAAAGC
HYV KDGVMDOQVLAKMHLY KU CWSVANSGIKA
CCTTCACCACATATACGCCGT GT GGGT TGAAGGACGAGCT CAGCCCTCTTGACAAGGT GAAAGAGg ct aget ct agaaagc
L HHI Y ACGLIKDELIRWPLDI KVIKEASSRK
ttgat at cgaat t cgt cgac GCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGECGCCATTCTATCCT CTAGAGGAT GGAACCGCTGGA
L bl EFV DAIKNI KKOGWPAPUFYPLEUDSGTAG
GAGCAACTGCATAAGCCTATGAAGAGATACGCCCTGGT TCCTGGAACAAT TGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGT GAA
E QL HKAMKWRYALVPGTI A FTDAMHI E VN
CATCACGTACGCGGAATACT TCGAAATGT CCGT TCGGT TGGCAGAAGCTAT GAAACGATAT GGGCT GAATACAAATCACA
I T YA EYFEMSVRLAEAMIKI RYGLNTNH
GAATCGTCGTATGCAGT GAAAACTCTCTTCAATTCTTTATGCCGGT GTTGGGCGCGT TATTTATCGGAGT TGCAGT TGCG
RI1 vvCSENSLIOQFFMPVLGALUFI GV AVA
CCCGCGAACGACATTTATAATGAACGT GAATTGCTCAACAGTATGAACATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGT TTCCAA
P ANDI YNERELILNSMNI S QPTVVF V S K
AAAGGGGT TGCAAAAAATTTTGAACGT GCAAAAAAAAT TACCAATAAT CCAGAAAAT TATTAT CATGGAT TCTAAAACGG
K G L QK I L NVQKIKWLWPI I QK1 I I ™MDSKT
ATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGT TCGTCACATCTCATCTACCT CCCGGT TTTAATGAATACGATTTTGTACCA
DY QGFQSMYTUFVTSHLUPPGFNEYDUFVP
GAGT CCTTTGATCGT GACAAAACAAT TGCACT GATAAT GAACT CCTCTGGAT CCACT GGGT TACCT AAGGGT GTGGCCCT
E S FDRDJIKTI ALI MNSSUGS ST GLPIKGVATL
TCCGCATAGAACT GCCTGCGT CAGAT TCTCGCAT GCCAGAGATCCTATTTTTGGCAATCAAAT CATTCCGGATACT GCGA
P HRTACVARZFSHARDWPI FGNOI I P DTA
TTTTAAGTGTTGT TCCATTCCATCACGGT TTTGGAATGT TTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTCGAGT CGTC
Il L S VVPFHHGGFGMEFTTULGY LI CGVFIRVYV
TTAATGTATAGATTTGAAGAAGAGCTGT TTTTACGATCCCT TCAGGAT TACAAAATTCAAAGT GCGT TGCTAGTACCAAC
L MYRUFEEELUFLIRSLQDYKI QS AL L VFPT
CCTATTTTCATTCTTCGCCAAAAGCACTCTGATTGACAAATACGATTTATCTAATTTACACGAAATTGCTTCTGEGEGECG
L F S FFAKJSTWLI DKYDLSNLMHEI ASGSG
CACCTCTTTCGAAAGAAGT CGGCGAAGCGGT TGCAAAACGCT TCCATCTTCCAGGGATACGACAAGGATAT GGGCTCACT
AAPL SKEVGEAVAKRFHLWPGI RQGY GL T
GAGACTACATCAGCTATTCTGAT TACACCCGAGGGGGAT GATAAACCGGECGCGGT CGGTAAAGT TGTTCCATTTTTTGA
E T TSAI LI T PEGDUDIKWPGAVGI KV VP F FE
AGCGAAGGT TGTGGAT CTGGAT ACCGGGAAAACGCT GGGCGT TAATCAGAGAGGCGAATTATGT GTCAGAGGACCTATGA
A KV V DLDTGIKTULGVNI OQRGETLTCVRGUPWM
TTATGT CCGGT TATGTAAACAAT CCGGAAGCGACCAACGCCT TGAT TGACAAGGAT GGATGGCTACATTCTGGAGACATA
I M S GY V NNWPIEATNA AL I DKDUGWLH S G D I
GCTTACTGGGACGAAGACGAACACT TCTTCATAGT TGACCGCTTGAAGT CTTTAATTAAATACAAAGGATAT CAGGTGGC
A Y WD EDUEMHUZFF 1 VDRULIKSULI KYKUGY QVA
CCCCGCTGAATTGGAATCGATATTGT TACAACACCCCAACATCT TCGACGCGGGECGT GGCAGGT CTTCCCGACGATGACG
P A ELESI L L QHPNI FDAGVAGLPDDD
CCGGTGAACT TCCCGCCGCCGT TGT TGTTTTGGAGCACGGAAAGACGAT GACGGAAAAAGAGAT CGTGGAT TACGTCGCC

80
160
240
320
400
480
560
640
720
800
880
960
1040
1120
1200
1280
1360
1440
1520
1600
1680
1760
1840
1920
2000
2080
2160
2240
2320
2400
2480
2560
2640
2720
2800
2880
2960
3040
3120

3200
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AAGELPAAV VY VL EHGKTMTEIZKTEI VDY VA
AGTCAAGT AACAACCGCGAAAAAGT TGCGCCCGAGGAGT TGT GT TTGT GGACGAAGT ACCGAAAGGT CTTACCGGAAAACT 3280
S QVTTAKI KILIRGGVV FVDEVPIKGLTGHK'IL
CGACGCAAGAAAAAT CAGAGAGAT CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGT CCAAATTGT AAgaat t c CTGCAGCCCG 3360
DARKI REI L I KAKZKGSGIK S KL

GGGGATCCACTAGT TCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGT GAGGGTTAATTTCGAG 3440
CTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGT GTGAAATTGT TATCCGCT CACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAA 3520
GCATAAAGT GTAAAGCCT GGGGT GCCTAATGAGT GAGCTAACTCACATTAATTGCGT TGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG 3600
TCGGGAAACCT GT CGT GCCAGCT GCAT TAAT GAAT CGGCCAACGCGCGGEGAGAGGCGGT TTGCGTATTGGGCGCTCTTC 3680
CGCTTCCTCGCTCACTGACT CGCTGCGCT CGGT CGT TCGGCT GCGGCGAGCGGT AT CAGCT CACT CAAAGGCGGTAATAC 3760
GGTTATCCACAGAAT CAGGGGATAACGCAGGAAAGAACAT GT GAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAG 3840
GCCGCGTTGCTGGCGT TTTTCCATAGGCT CCGCCCCCCT GACGAGCAT CACAAAAAT CGACGCT CAAGT CAGAGGTGGCG 3920
AAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGECGT TTCCCCCT GGAAGCT CCCTCGT GCGCTCTCCTGT TCCGACCCTGCCGC 4000
TTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT TCGGGAAGCGT GGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGITCG 4080
GTGTAGGT CGT TCGCTCCAAGCT GGGCTGT GT GCACGAACCCCCCGT TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCGGTAACTAC 4160
TCGTCTTGAGT CCAACCCGGT AAGACACGACT TAT CGCCACT GGCAGCAGCCACT GGTAACAGGAT TAGCAGAGCGAGGT 4240
ATGTAGGCGGT GCTACAGAGT TCTTGAAGT GGT GGCCTAACTACGECTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCT 4320
CTGCTGAAGCCAGT TACCTTCGGAAAAAGAGT TGGTAGCT CTTGAT CCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTT 4400
TTTTGITTGCAAGCAGCAGAT TACGCGCAGAAAAAAAGGAT CTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACG 4480
CTCAGTGGAACGAAAACT CACGT TAAGGGATTTTGGT CATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAAT 4560
TAAAAATGAAGT TTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACT TGGT CTGACAGT TACCAATGCTTAATCAGTGAGGC 4640
ACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGT TCATCCATAGT TGCCTGACT CCCCGT CGT GTAGATAACTACGATACGGGAGG 4720
GCTTACCATCTGGCCCCAGT GCTGCAAT GATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAG 4800
CCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGT GGTCCTGCAACTTTATCCGCCT CCATCCAGTCTATTAATTGT TGCCGGGAAGC 4880
TAGAGTAAGTAGT TCGCCAGT TAATAGT TTGCGCAACGT TGT TGCCAT TGCTACAGGCATCGT GGTGTCACGCTCGTCGT 4960
TTGGTATGGCTTCATTCAGCT CCGGT TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGATCCCCCATGI TGT GCAAAAAAGCGGT T 5040
AGCTCCTTCGGT CCTCCGATCGT TGT CAGAAGT AAGT TGGCCGCAGT GT TATCACT CATGGT TATGGCAGCACTGCATAA 5120
TTCTCTTACTGICATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGI GACTGGTGAGTACT CAACCAAGT CATTCTGAGAATAGT GTA 5200
TGCGGCGACCGAGT TGCTCT TGCCCGGECGT CAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACT TTAAAAGTGCTCATC 5280
ATTGGAAAACGT TCT TCGGGEECGAAAACT CTCAAGGATCT TACCGCT GT TGAGAT CCAGT TCGATGTAACCCACTCGTGC 5360
ACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGT TTCTGGGT GAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT GCCGCAAAAA 5440
AGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGT TGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTACAGGGT TATT 5520
TGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAAT AGGGGT TCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGT 5600
GC 5602

Figure 12 : Séquence nucléotidique de la construction pBPL10. Le site de polyclonage est représenté en
rose. La séquence peptidique de la protéine de fusion produite lors des expériences d'expression est
représentée. La séquence peptidiqgue de la protéase 3CL est en bleu et la séquence peptidique de la
luciférase est en rouge.

5. TECHNIQUES GENERALES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

5.1. Amplification PCR

Le protocole de PCR a été standardisé pour toutes les amplifications. La PCR est réalisée
dans un volume de 100 ni contenant 1 m de Taq polymérase a 5 u/m (Promega), 10 ni de
tampon 10X, 2,5 mi de dNTP a 5mM, 1m d'ADN matrice a 500 ng/m et 1 ml de chaque
oligonucléotide a 100 pmol/m. L'amplification des fragments est réalisée en 2 étapes
successives : 5 cycles a 94°C (1 min), 37°C (1 min) et 72°C (1 min) suivis de 25 cycles a 94°C
(2 min), 55°C (1 min) et 72°C (1 min) puis d'un cycle a 72°C (15 min).

Les oligonucléotides qui ont été nécessaires a I'élaboration des différentes amplifications sont
regroupés dans le tableau 2.

Tous les produits de PCR apres purification (8 4.2.) sont systématiquement clonés dans le
vecteur pGEM-T fourni par Promega (tableau 4).
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Tableau 4 : Stockage des produits d'amplification dans le vecteur pPGEM-T

Inserts

Constructions Oligonucléotides matrices
pG18/14 18 et 14 pUGG10
pG35b/108 35b et 108 pUGG10
pG35/211 35et211 pUGG10
pG35/212 35et 212 pUGG10
pG35/213 35 et 213 pUGG10
pG50/123 50 et 123 pT7Luc
pG355/354 355 et 354 pUGG10
pG353/354 353 et 354 pUGG10
pG355/356 355 et 356 pUGG10
pG357/358 357 et 358 pUGG10
pG372/373 372 et 373 pUGG10
pG420/461 420 et 461 pUGG10
pG462/459 462 et 459 pUGG10
pG372/373 372 et 373 pUGG10
pG372/495 372 et 495 pUGG10
pG508/509 508 et 509 Oligonucléotide 507
pG515/516bis 515 et 516bis pUGG10
pG515bis/516 515bis/516 pUGG10
pG517/518bis 517 et 518bis pUGG10
pG517hbis/518 517bis et 518 pUGG10
pG519/520bis 519 et 520bis pUGG10
pG519bis/520 519bis et 520 pUGG10
pG521/522bis 521 et 522bis pUGG10
pG521bis/522 521bis et 522 pUGG10
pG523/524bis 523 et 524bis pUGG10
pG372/626 372 et 626 pBPLEG10
pG627/628 627 et 628 pBPLEG10

5.2. Purification des inserts

Aprés amplification les produits PCR sont extraits de gel d'agarose 1% en tampon TAE (Tris
Acétate EDTA) a l'aide du kit fourni par Macherey-Nagel (nucleospin extract 2 in 1). Les
produits de PCR sont extraits de I'agarose, adsorbés sur résine puis élués.

Les produits de PCR stockés dans le vecteur pGEM-T sont digérés par les enzymes de
restriction adéquates selon les prescriptions du fournisseur (Eurogentec) puis purifiés comme
décrit précédemment.

5.3. Hybridation des oligonucléotides

L'hybridation des oligonucléotides phosphorylés en 5' (Tab. 3) est réalisée dans un volume de
200 pl contenant 5 nmol de chaque oligonucléotide, 50 mM de tampon Tris-HCI pH8 et 100
mM de NaCl. Le mélange est porté a 100°C pendant 10 min puis laissé dans le bain marie
jusqu'a ce que la température redescende a 35°C.

5.4. Préparation du vecteur

Les vecteurs choisis pour les clonages sont tout d'abord digérés par les enzymes de restriction
appropriées puis purifiés sur résine (Nucleospin Extract 2 in 1, Macherey-Nagel). Les
extrémités 5' du vecteur sont ensuite déphosphorylées par action de la phosphatase alcaline

-40 -



Matériels et Méthodes

selon les prescriptions du fournisseur (Promega). Le vecteur est, ensuite, purifié sur résine
(Wizard DNA system, Promega) avant ligation avec l'insert.

5.5. Ligation

La ligation entre vecteur et insert est réalisée dans un volume final de 10 pl avec la T4 DNA
ligase selon les conditions préconisées par le fournisseur (Eurogentec). La ligation se fait dans
un ratio molaire de 1/1. Le mélange réactionnel est incubé une nuit a 12°C puis désactivé 5 min
a 56°C avant électroporation.

5.6. Electroporation

Un ul de ligation est ajouté a 50 pl de bactéries E. coli TG1 "compétentes" puis électroporé
selon les conditions décrites par Dower et al. (1988) (appareil Easyject, 2500V-156W-25uF,
Eurogentec). Les bactéries électroporées sont reprises dans 100 ul de milieu Luria Bertani (LB)
puis étalées sur milieu solide supplémenté par de I'ampicilline a 200 ng/ul.

5.7. Minipréparations

Un millilitre et demi de milieu liquide de LB contenant 200ug/ml d'ampicilline est ensemencé
par une colonie. Aprés 5h d'incubation sous agitation forte, les suspensions bactériennes sont
centrifugées 5 min a 12000g. Une partie du surnageant est retirée et le reste (50ul) est utilisé
pour la remise en suspension du culot. Ensuite, il est ajouté 300 pl de TNS (Tris-HCI pH7,4 20
mM, EDTA 1 mM, NaOH 0,1 N et SDS 0,5%) puis aprés agitation des tubes, 150 ul d'Acétate
de Sodium 5M/3M préalablement refroidis. Les tubes sont agités par retournement puis
vortexés et incubés 5 min dans la glace. Aprés centrifugation, I'ADN plasmidique est précipité
par 1 ml d'éthanol a 100%. Le culot d'ADN est repris dans 50 pl de tampon de restriction. La
sélection des clones positifs est réalisée par digestion enzymatique de minipréparations
plasmidiques et analyse sur gel TBE (Tris Borate EDTA) a 0,8%.

5.8. Maxipréparations

Les clones sélectionnés sont mis en culture dans 250 ml de milieu pour la réalisation d'une
maxipréparation d'’ADN plasmidique a l'aide du kit d'extraction d'ADN nucleobond PC 500
(Macherey-Nagel). Toutes les constructions sont vérifiées dans un premier temps par
digestions enzymatiques puis dans un deuxiéme temps par séquencage.

6. ELABORATION DES DIFFERENTES CONSTRUCTIONS

6.1. Elaboration des constructions pBPL

6.1.1. La construction pBPL10

L'amplification du gene de la luciférase a partir du plasmide pBSLucEco  avec les
oligonucléotides 50 et 123 a permis le clonage au site EcoRI du vecteur pBSSK(-) du géne de
la luciférase muté. La mutation correspondant au remplacement du codon d'initiation par un
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site Sall. L'amplification & partir du vecteur pUGG10 avec les oligonucléotides 35b et 108 a
permis le clonage de la séquence codant pour la protéase 3CL (codons 1108 a 1435) aux sites
Xhol et Hindlll en amont du géne muté de la luciférase conduisant, ainsi, a la construction
pBPL10 (Fig. 11).

6.1.2. Elaboration des constructions pBPL

Les constructions pBPL11, pBPLEG1, pBPLEG2, pBPLEG3, pBPLEG4, pBPLEGS5, pBPLEGS,
pBPLEG7, pBPLEGS, pBPLEGY, pBPLEG10, pBPLET, pBPLQG, pBPLQG1 et pBPLQG2 ont
été réalisées par clonage direct des oligonucléotides phosphorylés en 5' hybridés entre eux 2 a
2 (Tab. 3) aux sites Nhel-Sall de la construction pBPL10 déphosphorylée.

La construction particuliere de pBPLEG10ko a été réalisée en 2 temps.

Le premier temps a pour but la mutation du géne 3CL. Cette mutation a été réalisée par
amplification PCR. La préparation de l'insert a été faite par digestion Ncol-Bglll de pG372/626
(Tab. 4) et la préparation du vecteur par digestion Ncol-Bglll de pG627/628 (Tab. 4) puis
déphosphorylation. La ligation a permis I'obtention de pG3CLko.

Le deuxiéme temps correspond au remplacement du géne de la protéase 3CL fonctionnelle par
le géne de la protéase 3CL muté dans le vecteur pBPLEG10. La préparation de l'insert a été
faite par digestion Ncol-Sall du plasmide pG3CLko et la préparation du vecteur par digestion
Ncol-Sall de la construction pBPLEG10 puis déphosphorylation. La ligation de l'insert et du
vecteur a permis |'obtention de la construction pBPLEG10ko.

6.1.3. Elaboration des constructions pEG-3CY

- Réalisation de la construction pBPL3CY : linsert a été préparé par digestion Ncol-
Nhel du vecteur pG372/373 (Tab. 4) puis cloné aux sites Ncol-Nhel de la construction
pBPL10. Par cette opération la séquence codant pour la protéase 3CL a été
remplacée par la séquence 3CY (1109-1251).

- Les constructions pEG1-3CY, pEG2-3CY, pEG3-3CY, pEG4-3CY, pEG5-3CY, pEG6-
3CY, pEG7-3CY, pEG8-3CY, pEG9-3CY, pEG10-3CY, pET-3CY, pQG1-3CY et
pQG2-3CY ont été réalisées par clonage direct des oligonucléotides phosphorylés en
5' et hybridés entre eux 2 a 2 (Tab. 3) aux sites Nhel-Sall déphosphorylés de la
construction pBPL3CY.

6.2. Elaboration des constructions pQ

Pour pallier a l'absence d'Ac spécifique reconnaissant les différentes régions de la
polyprotéine, nous avons inséré en 5' ou en 3' des différentes régions polypeptidiques de la
polyprotéine du RHDV la séquence Q codant pour I'épitope linéaire de la glycoprotéine S du
TGEV (Virus de la gastro-entérite transmissible de porcelet) reconnu par I'Ac monoclonal 3b5
(Delmas et al., 1990). De cette maniere, nous avons établi 2 types de constructions. Les
constructions pEQP1P2, pEQP22C, pEQ2C3AB et pEQ3C3D présentent I'épitope 3b5 a
I'extrémité N-terminale de chaque protéine et les constructions pEP1P2Q, pEP22CQ,
pE2C3ABQ, pE3C3DQ et pE3DVP60Q présentent |'épitope 3b5 a l'extrémité C-terminale de
chaque protéine. L'élaboration de ces constructions s'est déroulée en 3 temps.
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Le premier temps a consisté a stocker séparément les séquences codant pour les polypeptides
et I'épitope 3b5 dans le vecteur pGemT (Tab. 4).

Le deuxiéme temps a été d'installer la séquence codant pour I'épitope 3b5 (Q) en 3' ou en 5' du
géne d'intérét (Tab. 5).

Le 3°™ temps a permis d'installer le géne d'intérét en fusion avec la séquence Q dans un
vecteur d'expression, pET22BK (Tab. 6).

Ce vecteur correspond au vecteur pET22B(+) muté de maniére a ce que le site EcoRI soit
dans le bon cadre de lecture. Cing pg du vecteur pET22B(+) ont été digérés par BamHI. Aprés
purification sur colonne (Nucleospin Extract 2 in 1, Macherey-Nagel), le site a été comblé par
action du fragment klenow (Eurogentec) selon les directives du fournisseur. On a procédé
ensuite a une ligation sur lui-méme du vecteur pour obtenir le vecteur pET22BK.

Tableau 5 : Insertion de la séquence de I'épitope 3b5 (Q)

Constructions Inserts Vecteurs Digestions enzymatiques
pQP1P2 pG508/509 pG515bis/516 Bgl ll-Xba |
pP1P2Q pG508/509 pG515/516bis EcoR I-EcoR V
pQP22C pG508/509 pG517hbis/518 Bgl 1l-Xba |
pP22CQ pG508/509 pG517/518bis EcoR I-EcoR V
pQ2C3AB pG508/509 pG519bis/520 Bgl ll-Xba |
p2C3ABQ pG508/509 pG519/520bis EcoR I-EcoR V
pQ3C3D pG508/509 pG521bis/522 Bgl 1l-Xba |
p3C3DQ pG508/509 pG521/522bis EcoR I-EcoR V
p3DVP60Q pG508/509 pG523/524bis EcoR I-EcoR V

Tableau 6 : Derniére étape a I'élaboration des constructions contenant I'épitope 3b5 (Q)

Constructions Inserts Vecteurs Digestions enzymatiques
pEQP1P2 pQP1P2 pET22BK EcoR I-Not |
pEP1P2Q pP1P2Q pET22BK EcoR I-Not |
pEQP22C pQP22C pET22BK EcoR I-Not |
pEP22CQ pP22CQ pET22BK EcoR I-Not |
pEQ2C3AB pQ2C3AB pET22BK EcoR I-Not |
pE2C3ABQ p2C3ABQ pET22BK EcoR I-Not |
pPEQ3C3D pQ3C3D pET22BK EcoR I-Not |
pE3C3DQ p3C3DQ pET22BK EcoR I-Not |
pE3DVP60Q p3DVP60Q  pET22BK EcoR I-Not |
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6.3. Elaboration des constructions portant les génes d'intérét

Différentes parties du génome du RHDV ont été clonées en vecteur d'expression sous

promoteur T7. L'élaboration de ces différentes constructions est décrite dans le tableau 7.

Tableau 7 : Constructions permettant I'expression de genes d'intérét

Constructions Inserts Vecteurs Digestions enzymatiques
pPET3D pG353/354 PET22B(+) Vsp I-BamH |
pPET3CX pG35/211 pET22B-Leader BamH I-EcoR |
pET3CY pG35/212 pET22B-Leader BamH I-EcoR |
pET3CZ pG35/213 pET22B-Leader BamH I-EcoR |
pET3CD pG355/354 pPET22B(+) Nde I-BamH |
pBP3CL pG35b/108 pBSSK(-) Xho I-Hind Ill
pETP1 pG357/358 PET22B(+) Nde I-BamH |
pPpETEG2-EG4 pG420/461 pET22BK EcoR I-Sal |
pETEG4-EG7 pG462/459 pET22BK EcoR I-Sal |
pETVP60 pG18/14 pET22B-Leader BamH |

6.4. Mutagenése aléatoire du dipeptide EG2

L'élaboration des constructions pBPLXX correspondant aux constructions portant le site EG2

muté a éteé réalisée en plusieurs étapes (Fig. 13) :

Elaboration du vecteur pBPL3CL : ce vecteur comporte un site de polyclonage en 3'
du géne de la protéase différent de celui de pBPL10 avec, notamment, un site de
restriction Nsil qui par digestion libére une extrémité 3' sortant indispensable pour le
principe de la manipulation. La préparation de l'insert se fait par digestion Ncol-Sall du
plasmide pG372/495 (Tab. 3) et la préparation du vecteur se fait par digestion Ncol-
Sall de la construction pBPL10 puis déphosphorylation. La ligation de l'insert et du
vecteur ainsi réalisée permet d'obtenir la construction pBPL3CL.

La construction pBPL3CL est digérée par Nsil puis liguée avec I'oligonucléotide 496
dans un rapport moléculaire 1/1000. Cet oligonucléotide code pour I'environnement du
site EG2 et est dégénéré sur les 6 bases des 2 codons correspondant au dipeptide
EG, il présente, aussi, 1 site de restriction Sall.

Le produit de ligation est comblé par action du fragment klenow (Eurogentec). Cette
opération permet de synthétiser le brin complémentaire des bouts flottants formés par
les oligonucléotides 496.

Une digestion Sall du vecteur linéaire permet d'une part de le débarrasser de
l'oligonucléotide 496 situé en 5' et d'autre part de rendre les 2 extrémités de la
construction compatibles pour pouvoir refermer le plasmide sur lui-méme.

Ainsi, le mélange de ligation contient diverses constructions pBPLXX.
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Figure 13 : Protocole d'obtention des constructions pBPLXX.
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7. PREPARATION DES EXTRAITS CELLULAIRES

Que ce soit pour la lignée cellulaire RK13 ou LMH, l'extrait cellulaire a été préparé selon le
méme protocole.

Aprés lavage avec du milieu MEME (Gibco-BRL), les cellules en phase exponentielle de 4
boites de culture de 100 mm sont décollées au rateau stérile puis centrifugées pendant 7 min a
1000 rpm. Le culot cellulaire est lavé avec du PBS 1X puis lysé mécaniquement dans 4
volumes d'une solution tamponnée (HEPES pH7,9 10 mM, KCI 10 mM, MgCl, 1,5 mM, DTT 1
mM et PMSF 0,1 mM). Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation de 10 min a
4300g. Le surnageant est conservé dans 15% de glycérol a —80°C.

8. SYSTEMES D'EXPRESSION

8.1. Systeme TNT7/lysat de réticulocytes

Le systeme TNT7/lysat de réticulocytes de lapin (Promega) est un systeme eucaryote
acellulaire qui permet la transcription des géenes d'intérét installés sous le promoteur T7 et la
traduction couplée des ARNm dans la méme mélange réactionnel.
- Expression en marquage radioactif : I'expression est réalisée dans un volume total de
25 ul qui comprend 12,5 pl de TNT lysat de réticulocytes de lapin, 1 pl de tampon
TNT, 0,5 pl d'acides aminés sans la méthionine, 2 pl de méthionine S* (Amersham),
0,5 pl de TNT RNA polymérase, 0,5 pl de RNAsin (Promega), et 500 ng de chaque
plasmide intervenant dans la réaction. Le milieu réactionnel est incubé 3 h a 30°C.
Une fraction aliquote de 5 pl est déposée sur gel de polypolyacrylamide.
- Expression a froid : I'expression est réalisée dans un volume de 15 pl qui comprend
7,5 pl de TNT lysat de réticulocytes de lapin, 0,6 ul de tampon TNT, 0,3 pl d'acides
aminés sans méthionine, 0,3 pl d'acides aminés sans leucine, 0,3 pl de TNT RNA
polymérase, 0,3 pl de RNAsin et 100 ng de chaque plasmide intervenant dans la
réaction. La mesure de l'activité luciférase est réalisée a partir de 2 fois 5 pl pour
chaque réaction.

8.2. Systéme vaccine T7/cellules de rein de lapin

L'expression transitoire dans les cellules RK13 est réalisée selon Fuerst et al. (1986) (Fuerst et
al., 1986). Brievement, les cellules RK13 sont mises en culture sur des plaques 24 puits 48h
avant la transfection. Les cellules sont infectées avec le virus recombinant de la vaccine vTF7-
3 a une multiplicité d'infection de 20. Aprés incubation d'une heure a 37°C, 1ug de plasmide est
transfecté dans les cellules a l'aide de lipofectine suivant les prescriptions du fournisseur
(GibcoBRL). La mesure de I'activité luciférase est réalisée 5 h post transfection.
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9. TECHNIQUES D'ANALYSE DES PRODUITS D'EXPRESSION

9.1. Gel de séparation SDS-PAGE

Les protéines sont analysées par électrophorése dénaturante en gel de polyacrylamide-SDS
(Laemmli 1970).

Les gels sont fixés en tampon éthanol-acétate (acide acétique 10%, éthanol 20% et glycérol
5%) puis séchés sous vide avant d'étre autoradiographiés.

9.2. La technigue du western-blot

Les protéines, séparée en gel SDS-PAGE, sont transférées sur des membranes de
nitrocellulose renforcées (Macherey-Nagel) par électrophorése en tampon CAPS pH11 10 mM
(Sigma) pendant 1 h a 50 V (miniblotteur, Biorad). Les membranes sont incubées a 4°C
pendant 1 nuit dans une solution a 3% de lait écrémé dans le tampon de Western-blot (Tris-
HCI pH7,4 20mM, NaCl 140 mM, Tween 20 0,05%). Les membranes sont ensuite incubées
pendant 2 h a 37°C en présence du sérum polyclonal puis d'un Ac anti-lapin couplé a la
phosphatase alcaline (Sigma) dans le tampon Western-blot 3% de lait écrémé. Entre chaque
étape, les membranes sont lavées extensivement en tampon Western-blot 1% de lait écrémé.
La révélation est réalisée avec 5 ml de chacun des réactifs, BCIP-NBT (ZYMED).

9.3. Immunoprécipitation

Aprés traduction en systéeme LRL, 15 pl de milieu réactionnel radiomarqués sont dilués dans
200 pl de tampon RIPA (Tris-HCI pH8 40 mM, NaCl 500mM et Triton 1X). Il est ajouté 4 pl de
sérum polyclonal ou 1 pl d'ascite monoclonal. Le mélange est incubé une heure a température
ambiante. L'immunoprécipitation est réalisée en ajoutant au milieu précédent 35 ul de protéine
A Sépharose (Pharmacia) suspendue en tampon RIPA. Aprés incubation d'une heure a
température ambiante sous agitation, les billes de protéine A Sépharose sont lavées par 2 fois
avec 200 ul de RIPA et une fois avec 200 pl de tampon Tris-HCI pH8 10 mM. Aprées
centrifugation, le culot de billes est repris dans 30 pl de tampon de charge 1X (b-
mercaptoéthanol 5%, SDS 2%, glycérol 10% et Tris-HCI pH6,8 25 mM) et 25 ul sont déposés
sur gel de polyacrylamide.

10. MESURE DE L'ACTIVITE LUCIFERASE (NGUYEN ET AL., 1988)

- Systeme LRL : 5 pl de produits d'expression sont repris dans 100 pl de tampon
luciférase (Tris-HCI pH7,4 25 mM, MgCl, 8 mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, Triton 100X
1%, BSA 1% et glycérol 15%). L'activité luciférase est mesurée par un luminométre
(Autolumat LB 953 Berthold) qui injecte automatiquement 100 pl de tampon luciférine
(50 ml de tampon luciférase, 50 ul de luciférine a 6,25 mg/ml et 20 ul d'ATP a 100
mM). La lecture est effectuée 5 ms apres l'injection et sur une période de 10 s.

- Systeme vwT7/RK13 : chaque puits de cellules transfectées est repris dans 200 pl de
tampon luciférase. Une fraction aliquote de 100 pl est utilisée pour la mesure de
I'activité luciférase comme décrit précédemment.
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- Calculs de pourcentage :

Dans le cas de I'expression des constructions pBPL ou pEG-3CY seules, un essai correspond a 4
mesures d'activité luciférase pour chaque construction (2 mesures a partir de 2 clones
indépendants). Dans le cas des expériences de coexpression, 2 mesures ont été réalisées a partir
d'un seul clone. Le niveau de RLU (Relative Light Units) mesuré s'étalait de 100 000 a 1000 000
dans le systeme LRL et de 50 000 a 5000 000 dans le systeme vwwT7/RK13.

Une moyenne du nombre de RLU est, d'abord, réalisée pour chaque clone. Chague mesure d'activité
luciférase est rapportée a celle du témoin interne pour chaque essai. Le résultat donné correspond
au calcul de la moyenne des pourcentages calculés au sein de chaque essai pour chaque type de
conditions expérimentales. L'écart a la moyenne renvoie la moyenne des écarts absolus des
résultats par rapport a leur moyenne arithmétique, elle reflete la dispersion dans un ensemble de
données. Il n'est donc calculé que pour les expériences ou il a pu étre fait au moins 2 essais.
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Avant que ne débute ce travail, 3 dipeptides EG avaient été identifiés comme sites de clivage
pour la protéase 3C-like a l'aide d'un systeme d'expression acellulaire (Boniotti et al., 1994,
Wirblich et al., 1995). Nous ne disposions pas de systeme de culture de cellules efficace pour
répliquer le RHDV, les différents essais de mise en culture effectués au laboratoire s'étaient
avérés non productifs. Par ailleurs, Denis Rasschaert avait remarqué au cours de différents
travaux que lorsque le géne rapporteur luciférase était exprimé en fusion a l'extrémité C-
terminale d'une autre protéine, la protéine de fusion qui en résultait pouvait perdre de fagon
radicale son activité luciférase. Sur la base de cette observation, il a été développé une
nouvelle technique pour tester l'efficacité de clivage de la protéase 3C-like du RHDV au niveau
de tous les dipeptides EG présents le long de la polyprotéine dont les 3 sites EG déja identifiés
(Fig. 11). Le principe de cette technique repose sur la réalisation de constructions contenant
sous le promoteur T7 le géne de la protéase virale en fusion avec le géne de la luciférase avec
a la jonction des 2 génes une région cassette de clonage permettant d'insérer les séquences
codant pour les sites a tester. Ce travail de construction a débuté lors du DEA de Carine
Pautigny (1996), a une époque ou la possibilité du clivage au niveau du site ET (1251-1252)
(Wirblich et al., 1996) n'était pas suggérée. Aussi, les bornes de la séquence codant pour la
protéase avaient été choisies entre les codons 1109 et 1435 (entre les sites EG (1108-1109) et
EG (1435-1436)) sachant que le dipeptide EG (1169-1170) n'était pas clivé. Les constructions,
qui en ont résulté, ont pu étre utilisées dans un systéeme d'expression eucaryote acellulaire
(TNT7/lysat de réticulocytes de lapin) et dans un systéme d'expression transitoire en cellules
de rein de lapin (vaccine T7/ cellules RK13).
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1. VALIDATION DE LA TECHNIQUE

— EcoRl

Xbal Hindlll EcoRV EcoRl

tct aga aag ctt gat atc gaattc pBPL10
SR KLDI EF

aat gtt atg gag ggc aaa gee cge pBPLEG10
NVMEGKAR

aat git atg aaa gcc cge

NV MK AR pBPL11

Figure 14 : Représentation schématique des constructions pBPL10, pBPL11 et pBPLEG10. Les parties
grisées de la construction correspondent au plasmide pBS SK(-). Les séquences codant pour la
protéase 3CL, pour la luciférase et pour la région cassette sont symbolisées en bleu, en jaune, et en
rose. Les méthionines suspectées de générer la bande de 62 kDa lors de I'expression des constructions
pBPLEG10 et pBPL11 sont soulignées.

Dans le but de valider cette technique originale fondée sur la fusion de la protéase a la
luciférase, 4 constructions pBPL10, pBPLEG10, pBPL11 et pBPLEG10ko ont été réalisées. La
construction pBPL10 contient, sous le promoteur T7, les génes de la protéase 3CL (compris
entre les codons 1109 et 1435) et de la luciférase en fusion avec un site de polyclonage (Nhel,
Xbal, Hindlll, EcoRV, EcoRI et Sall) a la jonction de ces 2 génes (Fig. 14). La construction
pBPLEG10 dérivée de la construction pBPL10 contient a la jonction des 2 génes, la séquence
codant pour le site EG10 (1767-1768) et pour les 6 acides aminés environnants (3 acides
aminés de part et d'autre). Le site EG10 est le site qui permet la libération de la protéine de
capside lors de la maturation de la polyprotéine (Boniotti et al., 1994, Martin Alonso et al.,
1996, Wirblich et al., 1995, Wirblich et al., 1996). La construction pBPL11 proche de la
construction pBPLEG10 contient la séquence codant pour l'environnement peptidique du
dipeptide EG10 sans la séquence codant pour le dipeptide lui-méme. Enfin, la construction
pBPLEG10ko est une construction dérivée de pBPLEG10, dans laquelle le géne de la protéase
a été modifié, conduisant a la production d'une protéase mutée au niveau du site nucléophile
cys-1212 et des 2 acides aminés environnants (Asp-Cys-Gly changés en Glu-lle-Trp).
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Figure 15 : Etude de l'efficacité du clivage protéolytique au niveau du site EG10. Autoradiographie apres
séparation en gel SDS-page a 12,5% en polyacrylamide des produits radiomarqués obtenus par
traduction en systeme TNT7-lysat de réticulocytes de lapin (LRL). Les constructions utilisées pour les
expériences de traduction in vitro sont indiquées au-dessus des puits. Les chiffres indiqués sur la
gauche des autoradiographies correspondent aux masses moléculaires de la protéine de fusion (98
kDa), de la luciférase (62 kDa) et de la protéase 3CL (36 kDa).

Les protéines obtenues aprés expression des constructions pBPLEG10ko, pBPLEG10,
pBPL11, pBPL10 et des 2 constructions contrbles pBP3CL (clonage du gene de la protéase
3CL sous le promoteur T7 du vecteur pBSSK (-)) et pT7Luc (plasmide fourni par Promega
permettant la production de la luciférase), ont été résolues en gel SDS-PAGE 12,5% en
polyacrylamide (Fig. 15). L'expression de la construction pBPLEG10ko conduit & une bande
intense de 98 kDa correspondant a la masse moléculaire de la protéine de fusion. Alors que
I'expression des constructions pBPL10, pBPL11 et pPBPLEG10 conduit a une bande de 98 kDa
de faible intensité. Par ailleurs, le profil correspondant a I'expression de la construction
pBPLEG10 fait apparaitre 2 bandes caractéristiques des témoins pT7Luc et pBP3CL ; soit la
bande de 62 kDa correspondant a la luciférase et la bande de 36 kDa correspondant a la
protéase. L'apparence floue de la bande a 36 kDa résulte de la migration du produit de
traduction attendu (36 kDa) et du produit de traduction initi€ au premier AUG interne qui
conduit a la synthése d'une protéine de 34 kDa. Ce phénoméne d'initiation interne est
classiquement rencontré lors de I'expression en systeme lysat de réticulocytes de lapin. Par
ailleurs, sur le profil électrophorétique de pBPLEG10ko et de pBPL11 une bande de 62 kDa de
plus faible intensité est décelable mais elle n'est pas associée a la bande de 36 kDa
caractéristique de la protéase. Une fois encore, il semble que la bande de 62 kDa soit la
conséquence d'une initiation interne de la traduction au niveau de I'AUG situé, dans ces 2
constructions, juste en amont du géne de la luciférase (Fig. 14). Cette hypothése est d'autant
plus solide que le profil électrophorétique correspondant a I'expression de pBPL10 ne présente
aucune bande de 62 kDa et de 36 kDa.

En d'autres termes, I'apparition associée des bandes a 62 et 36 kDa rend compte du clivage de
la protéine de fusion (98 kDa) conduisant a la libération de la luciférase (62 kDa) et de la
protéase 3CL (36 kDa). Ce clivage n'a lieu qu'en présence du site EG10 et de la protéase 3CL
fonctionnelle sur la protéine de fusion.
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Tableau 8 : Activités luciférase obtenues aprées I'expression des constructions pBPLEG10, pBPL10 et
pBPL11 en systeme LRL.

Constructions Activités luciférase (%)*
pBPLEG10 100*

pBPL10 27

pBPL11 31

*L'activité luciférase de pBPLEG10, choisie comme
référence, est fixée a 100%

*Les valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne
des pourcentages calculés a partir de 5 essais réalisés
avec 2 clones différents

Dans le but de corréler la présence de la luciférase sur le gel (bande de 62 kDa) avec l'activité
enzymatique de cette derniére, nous avons mesuré l'activité luciférase détectable dans le
mélange réactionnel apreés expression des constructions pBPLEG10, pBPL10 et pBPL11 en
systeme LRL (Tab. 8). Pour standardiser les résultats, au sein de chaque essai les activités
luciférase ont été exprimées en pourcentage de I'activité obtenue avec pBPLEG10.

Ainsi, les activités luciférase issues de l'expression de pBPL10 et pBPL11 représentent 27 et
31 % de celle de pBPLEG10. Etant donné que pBPLEG10 est la seule construction permettant
la libération de la protéase et de la luciférase par clivage de la protéine de fusion (bandes a 62
et 36 kDa détectables), ces premiers résultats ont montré que le bruit de fond, lié aux initiations
de traduction aux niveaux des AUG internes qui induisent [l'apparition des bandes
surnuméraires sur le gel (Fig. 15), est de l'ordre de 30%.

120
100

o8883883

Activitésluciférase (%)

pBPL10
pBPL11

pBPLEG10
pBPLEG10KO %—l

Figure 16 : Histogramme récapitulatif des activités luciférase obtenues aprés expression des
constructions pBPLEG10, pBPLEG10ko, pBPL10 et pBPL11 en systeme wwT7/RK13. Les activités
luciférase sont rapportées en pourcentage de celle de pBPLEG10 dans chaque essai. Les valeurs
d'activités luciférase résultent de la moyenne du pourcentage calculée a partir de 4 essais réalisés avec
2 clones différents.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons transfecté les constructions pBPLEG10,
pBPLEG10ko, pBPL10 et pBPL11 dans des cellules de lignée de rein de lapin (RK13),
infectées par le virus de la vaccine T7 (systeme wT7/RK13). Ce systéme d'expression
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eucaryote cellulaire transitoire reflete des conditions plus proches de celles rencontrées in vivo
mais, surtout, il permet d'empécher le phénomene des initiations internes observé lors de
I'expression dans le systtme LRL. Les activités luciférase issues de l'expression des
constructions pBPL10, pBPL11, pBPLEG10 et pPBPLEG10ko dans le systeme wT7/RK13 ont
été mesurées et rapportées en pourcentage de celle de pBPLEG10 (Fig. 16). On constate que
les activités luciférase correspondant aux expressions des constructions pBPL10, pBPL11 et
pBPLEG10ko ne dépassent pas 8% de l'activit¢ de pBPLEG10. Cette valeur servira de
référence pour évaluer le bruit de fond dans les expériences ultérieures.

La chute drastique de l'activité luciférase par mutation du site catalytique de la protéase ou du
site de clivage EG10 confirme que l'activité luciférase est significativement augmentée par le
clivage de la protéine de fusion et, par conséquent, par la libération de la luciférase. En
d'autres termes, ces résultats confirment la validité du test, c'est a dire que l'activité luciférase
est directement liée a l'activité catalytique de la protéase 3CL sur le site placé en cis.

Enfin, dans le but de confirmer que la chute de I'activité luciférase correspondant a I'expression
de pBPLEG10ko était due a la perte de fonctionnalité de la protéase 3CL, nous avons procédé
a la cotransfection des constructions pBPLEG10ko et pET3CD. La construction pET3CD
contient sous le promoteur T7 la séquence codant pour l'intermédiaire de maturation 3CD. Les
mesures d'activité luciférase obtenues sont présentées figure 17. L'activité luciférase liée a
I'expression de pBPLEG10Oko en systeme wT7/RK13 représente 7,6% de [activité
correspondant a pBPLEG10 alors que lactivité luciférase liée a la cotransfection de
pBPLEG10ko avec pET3CD représente 109% de I'activité correspondant a la cotransfection de
pBPLEG10 avec pET3CD. Comme attendu, ce résultat montre que la complémentation en
trans de l'activité de la protéase mutée de pBPLEG10ko par la protéase 3CD restaure l'activité
luciférase. De plus, il confirme I'hypothése que la protéase 3CD présente une activité
protéolytique en trans sur le site EG10 et, surtout, qu'il sera possible par la suite d'appréhender
avec cette technique l'efficacité de clivage en trans de différentes formes de la protéase.
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Figure 17 : Histogramme récapitulatif des activités luciférase obtenues aprés expression des
constructions pBPLEG10, pBPLEG10ko et coexpression des constructions pBPLEG10 et pBPLEG10ko
avec la construction pET3CD en systeme wT7/RK13. Les activités luciférase sont rapportées en
pourcentage de celle de pBPLEG10 dans chaque essai. Les valeurs d'activité luciférase résultent de la
moyenne des pourcentages calculés a partir de 2 essais réalisés avec 2 clones différents.

2. |IDENTIFICATION DES SITES DE MATURATION

2.1. Recherche de nouveaux sites de maturation apres clivage en
cis par la protéase 3CL

Les précédentes études ayant montré la forte propension de la protéase 3C-like du RHDV a
cliver la polyprotéine au niveau de dipeptides EG (Boniotti et al., 1994, Martin Alonso et al.,
1996, Wirblich et al., 1995), nous avons voulu analyser l'activité protéolytique en cis de la
protéase 3CL au niveau de tous les dipeptides EG présents sur la polyprotéine. L'analyse de la
séquence de la polyprotéine du RHDV révele 10 dipeptides EG que pour plus de facilités nous
avons numéroté de 1 a 10 : EG1 (54-55), EG2 (143-144), EG3 (338-339), EG4 (718-719), EG5
(776-777), EG6 (823-824), EG7 (1108-1109), EG8 (1169-1170), EG9 (1435-1436) et EG10
(1767-1768) (Fig. 11). Les séquences codant pour ces dipeptides EG et 3 acides aminés de
part et d'autre du dipeptide ont été clonées au niveau des sites Nhel-Sall du vecteur pBPL10
générant les constructions pBPLEG1 a pBPLEGY. Pour compléter cette étude nous avons
aussi réalisé les constructions pBPLET et pBPLQG. La construction pBPLET contient le site ET
(1251-1252) qui a été décrit comme le site permettant le clivage en C-terminal de la protéase
3C-like (Wirblich et al., 1995). La construction pBPLQG contient la séquence codant pour un
dipeptide QG installé dans le méme environnement que le dipeptide EG10.
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Figure 18 : Visualisation de l'activité protéolytique en cis de la protéase 3CL sur les 12 dipeptides
étudiés. Autoradiographie aprés séparation en gel SDS-page a 10% en polyacrylamide des produits
radiomarqués obtenus par traduction en systeme TNT7-lysat de réticulocytes de lapin. Les constructions
utilisées pour les expériences de traduction in vitro sont indiquées au-dessus des puits. A gauche de
l'autoradiographie est indiquée la masse moléculaire de la luciférase.

La comparaison des profils électrophorétiques des produits radiomarqués obtenus lors de
I'expression en systéeme LRL des différentes constructions fait ressortir une différence
d'intensité au niveau de la bande a 62 kDa (Fig.16). En effet, cette bande apparait trés intense
pour les profils électrophorétiques de pBPLEG2, pBPLEG4, pBPLEG7 et pBPLEG10, d'une
intensité plus faible pour pBPLEG3, pBPLEGS5 et pBPLQG et aucune bande de 62 kDa n'est
décelable pour pBPLEG1, pBPLEG6, pBPLEGS, pBPLEG9 et pBPLET.

Parallelement, I'activité protéolytique en cis de la protéase 3CL sur ces différents dipeptides a
été analysée par mesure de l'activité luciférase en systemes LRL et wT7/RK13 (Tab. 9, Fig.
20).

-55-



Résultats

Tableau 9 : Activités luciférase obtenues aprés expression des constructions pBPLEG1 a 10, pBPLET,
pBPLQG, pBPLQG1 et pBPLQG2 en systemes LRL et vwT7/RK13.

Activités luciférase (%)

Constructions LRL WT7/RK13
pBPLEG1 37+6" 3,52
pBPLEG?2 102+10° 13327
pBPLEG3 51+9° 19+3"
pBPLEG4 108+22° 170407
pBPLEGS 54+11° 15+2"
pBPLEG6 41+7° 103"
pBPLEG7 98+14° 139+35"
pBPLEGS8 38+8° 9+1,5
pBPLEG9 24+3° 3,92
pBPLEG10 100* +5° 100*+3,47
pBPLET 41+9° 4.8+2 5"
pBPLQG 50+3" 23+4°
pBPLQG1 417 0,7+0,2°
pBPLQG2 303" 2,2+0,9¢
* L'activité luciférase de pBPLEG10, choisie comme référence, est fixée a
100%

* Les valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne des pourcentages
calculés a partir de 10 essais réalisés avec 2 clones différents

" Les valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne des pourcentages
calculés a partir de 5 essais réalisés avec 2 clones différents

@l es valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne des pourcentages
calculés a partir de 2 essais réalisés avec 2 clones différents

Ces résultats permettent de rassembler les différentes constructions en 3 groupes selon leur
taux d'activité luciférase aprés expression en systeme LRL : 98 a 108% pour les constructions
pBPLEG2, pBPLEG4, pBPLEG7 et pBPLEG10, 50 a 54% pour les constructions pBPLEG3,
pBPLEGS et pBPLQG et de 24 & 41% pour les constructions pBPLEG1, pBPLEG6, pBPLEGS,
pBPLEG9 et pBPLET. Un regroupement identique peut étre réalisé en fonction de l'activité
luciférase aprés expression des constructions en systeme vwT7/RK13 : 100 a 170% pour les
constructions pBPLEG2, pBPLEG4, pBPLEG7 et pBPLEG10, 15 a 23% pour les constructions
pBPLEG3, pBPLEGS5 et pBPLQG et 3 & 10% pour les constructions pBPLEG1, pBPLEGS,
pBPLEGS, pBPLEG9 et pBPLET. Ainsi, on constate que les activités luciférase mesurées dans
les 2 systémes conduisent a un regroupement identique des différentes constructions (Tab. 9).
De plus, au regard de l'efficacité de clivage de la protéase 3CL sur chaque dipeptide,
I'ensemble des activités luciférase est en parfaite corrélation avec lintensité des bandes
analysées en gel SDS-PAGE (Fig. 18). Il est important de noter qu'il y a une réelle gradation
dans les résultats qui est le reflet direct de l'efficacité du clivage par la protéase. Ainsi, ces
résultats nous ont permis d'établir que 4 sites, EG2, EG4, EG7 et EG10 induisent une trés
bonne activité protéolytique en cis, 5 sites, EG1, EG6, EG8, EG9 et ET n'induisent aucune
activité (de l'ordre du bruit de fond) et 3 sites, EG3, EG5 et QG induisent une activité faible
mais significative. Ces résultats décrivent pour la premiere fois le site EG2 comme un site trés
bien clivé par la protéase du RHDV.
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Par ailleurs, remarquons que les constructions aboutissant a des valeurs d'activités luciférase
supérieures a 50% apres expression en systeme LRL générent des valeurs significativement
supérieures au bruit de fond apres expression en systeme vwT7/RK13. Aussi, comme nous ne
disposions pas de repere pour définir une corrélation entre les 2 systémes, pour des valeurs
comprises entre 41 et 50% dans le systeme LRL, lors des expériences ultérieures nous avons
considéré que seuls les résultats d'activité luciférase supérieurs ou égaux a 50% en systéme
LRL étaient significatifs.
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Figure 19 : Etude du clivage en cis des dipeptide QG par la protéase 3CL. Autoradiographie aprées
séparation en gel SDS-PAGE a 10% en polyacrylamide des produits radiomarqués obtenus par
traduction en systeme TNT7-lysat de réticulocytes de lapin (LRL). Les constructions utilisées dans les
expériences de traduction sont indiquées au-dessus des puits. A gauche est indiquée la masse
moléculaire de la luciférase (62 kDa).

Etant donné qu'un dipeptide QG installé dans le méme environnement que le dipeptide EG10
permettait une faible coupure en cis par la protéase 3CL (50% d'activité luciférase en systeme
LRL et 23% en systeme vwT7/RK13), nous nous sommes demandés si les dipeptides QG1
(940-941) et QG2 (993-994) situés au sein de la polyprotéine aux environs de l'extrémité N-
terminale de la VPg n'étaient pas spécifiguement clivés en cis par la protéase 3CL. Et ce, a
seule fin de définir le clivage en N-terminal de la VPg observé par Konig et al. (1998) non
explicable par la présence d'un dipeptide EG. La comparaison des profils électrophorétiques
des produits radiomarqués obtenus lors de I'expression en systéme LRL des constructions
pBPLEG7, pBPLQG, pBPLQGL1 et pBPLQG2 fait ressortir I'absence de bande a 62 kDa pour
les constructions pBPLQGL1 et pBPLQG2 (Fig. 19). De méme, l'activité luciférase liée a
I'expression des constructions pBPLQG1 et pBPLQG?2 est de 42 et 30 % en systeme LRL (Fig.
20A) et de 2,2 et 0,7% en systeme vwT7/RK13 (Fig. 20B). Ces résultats indiquent que dans ces
conditions expérimentales, la protéase 3CL ne montre pas d'activité protéolytique en cis sur les
octapeptides centrés sur QG1 ou QG2.
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Figure 20 : Histogramme récapitulatif des activités luciférase obtenues aprés expression des
constructions pBPLEG1 a 10, pBPLET, pBPLQG, pBPLQG1 et pBPLQG2 en systemes LRL (A) et
wT7/RK13 (B). Les activités luciférase sont rapportées en pourcentage de celle de pBPLEG10 dans
chaque essai.

2.2. Efficacité de coupure en cis de la protéase 3CY

Wirblich et al. (1995) ayant défini une activité protéolytique au niveau des sites EG7 et ET en
systeme bactérien, nous avons voulu tester la capacité de la protéase, définie entre ces 2 sites
(3CY), a cliver en cis les sites EG1, EG2, EG3, EG4, EG5, EG6, EG7, EG9, EG10, ET, QG1 et
QG. Pour ce faire, nous avons réalisé la construction pBPL10-3CY. Cette construction
correspond a la construction pBPL10 ou la séquence codant pour le polypeptide 3CL a été
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remplacée par la séquence codant pour le polypeptide 3CY aux sites de restriction Ncol-Nhel.
Les séquences codant pour les dipeptides EG1, EG2, EG3, EG4, EG5, EG6, EG7, EG8, EG9,
EG10, ET, QG1 et QG2 et 3 acides aminés de part et d'autre du dipeptide ont été clonées au
niveau des sites Nhel-Sall du vecteur pBPL10-3CY générant les constructions pEG1-3CY,
pEG2-3CY, pEG3-3CY, pEG4-3CY, pEG5-3CY, pEG6-3CY, pEG7-3CY, pEG8-3CY, pEG9-
3CY, pEG10-3CY, pET-3CY, pQG1-3CY et pQG2-3CY.
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Figure 21 : Visualisation de I'activité protéolytique en cis de la protéase 3CY sur les différents dipeptides.
Autoradiographie aprés séparation en gel SDS-page des produits radiomarqués obtenus par traduction
en systeme TNT7-lysat de réticulocytes de lapin. Les puits sont identifiés par le nom des constructions
utilisées pour les expériences de traduction in vitro. Plusieurs clones indépendants sont testés par
construction. A gauche des autoradiographies sont indiquées les masses moléculaires estimées de la
luciférase (62 kDa) et de la protéase 3CY (16 kDa). A. Gel a 10% en polyacrylamide. B. Gel a 15 % en
polyacrylamide exposé 1 mais.

Les protéines obtenues par expression en systeme LRL des constructions pEG1-3CY, pEG2-
3CY, pEG3-3CY, pEGA4-3CY, pEG5-3CY, pEG6-3CY, pEG7-3CY, pEG8-3CY, pEG9-3CY,
pPpEG10-3CY, pQG1-3CY et pQG2-3CY, ont été analysées en gel SDS-PAGE a 10% en
polyacrylamide (Fig. 21A). Quelle que soit la construction utilisée, le profil électrophorétique
révéle une bande d'environ 62 kDa. Cependant, I'élaboration de ces constructions a conduit a
la présence d'un codon AUG en phase prés de l'extrémité 3' du géne de la protéase (Fig. 11).
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Ainsi, la taille estimée de la luciférase initiée a cet AUG interne serait de 64 kDa, taille
compatible avec celle observée dans les pistes du gel. D'autant qu'une analyse plus attentive
du profil électrophorétique révele que I'expression des constructions pEG2-3CY et pEG4-3CY
semble produire une bande de taille Iégérement plus faible (62 kDa). Comme il semblait difficile
de clairement différencier la bande luciférase due au clivage de celle due a l'initiation interne
(62/64 kDa), pour vérifier la capacité de clivage de la protéase 3CY en cis sur les différents
dipeptides étudiés nous avons essayé de détecter la présence de la protéase séparée de la
protéine de fusion. Pour cela, les produits d'expression de différents clones de toutes les
constructions sont analysés en gel SDS-PAGE de 15% en polyacrylamide, afin d'optimiser la
visualisation de la bande de 16 kDa correspondant a la protéase 3CY. Seuls les profils obtenus
pour les constructions pEG2-3CY, pEG4-3CY, pEG7-3CY, pEG10-3CY et pEG9-3CY sont
montrés (Fig. 21B). Aucune bande a 16 kDa n'a pu étre observée suite a I'expression de pEG1-
3CY, pEGS3-3CY, pEG5-3CY, pEG6-3CY, pEG7-3CY et pEG9-3CY. Les 2 clones pEG2-3CY et
pEG4-3CY, pour qui une bande de 62 kDa était détectable sur le gel précédent, induisent sans
ambiguité la production d'une bande a 16 kDa. L'expression des clones pEG10-3CY entraine
une bande a 16 kDa de trés faible intensité. Notons que les mesures d'activités luciférase
apres expression des différentes constructions en systéme LRL se sont révélées inexploitables
du fait d'un bruit de fond trop élevé, ce qui est parfaitement corrélé a la présence du produit de
traduction non spécifique de 64 kDa observés figure 21A.

Tableau 10 : Activités luciférase, liées a I'expression en systeme vvT7/RK13 des constructions pEG1-
3CY, pEG2-3CY, pEG3-3CY, pEG4-3CY, pEG5-3CY, pEG6-3CY, pEG7-3CY, pEG8-3CY, pEG9-3CY,
pEG10-3CY, pET-3CY, pQG1-3CY, pQG2-3CY et pBPLEG10 exprimées en pourcentage de l'activité
luciférase liée a I'expression de pEG10-3CY ou pBPLEG10.

Activités luciférase (%)

Constructions pEG10-3CY pBPLEG10
pEG1-3CY 45 2046
pEG2-3CY 238 103£15
pPEG3-3CY 38 17+0
pEG4-3CY 181 79+11
pPEG5-3CY 52 23+2
pPEG6-3CY 47 21+15
pEG7-3CY 73 31+2
pPEG8-3CY 43 19+0
pPEG9-3CY 27 12+1
pEG10-3CY 100* 46+12
pET-3CY 27 11+3
pQG1-3CY 51 21+2
pQG2-3CY 27 11+0
pBPLEG10 227 100*

* Valeurs fixées arbitrairement & 100%

* Les valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne des pourcentages
calculés a partir de 2 essais réalisés avec 2 clones différents

Aussi, nous avons mesuré les activités luciférase obtenues aprés expression en systeme
wWT7/RK13 des constructions pEG1-3CY, pEG2-3CY, pEGS3-3CY, pEG4-3CY, pEG5-3CY,
pEG6-3CY, pEG7-3CY, pEG8-3CY, pEG9-3CY, pEG10-3CY, pET-3CY, pQG1-3CY, pQG2-
3CY et pBPLEG10. Les activités luciférase ont été rapportées a l'activité luciférase liée a

-60 -



Résultats

I'expression de pEG10-3CY ou de pBPLEG10 sous forme de pourcentage (Tab. 10). Les
résultats calculés a partir de pEG10-3CY montrent pour pEG2-3CY et pEG4-3CY une activité
luciférase tres élevée 238 et 181%, pour pEG7-3CY une activité relativement faible 73% et
pour pEG5-3CY, pEG6-3CY et pQG1-3CY une activité de 52, 47, et 51%. Ces 3 derniers
résultats ne semblent pas différents des activités issues de I'expression des constructions
pEG1-3CY, pEG3-3CY, pEG8-3CY, pEG9-3CY, pET-3CY et pQG2-3CY allant de 27 a 45%.
Ces taux élevés d'activités luciférase pourraient refléter la faible efficacité de clivage de la
protéase 3CY sur le site de référence, le site EG10. Aussi, pour une meilleure interprétation
des résultats, il nous est apparu judicieux de calculer les pourcentages d'activité luciférase par
rapport a l'activité luciférase liée a pBPLEG10 (Tab. 10). Les activités luciférase obtenues
aprées expression des constructions pEG2-3CY et pEG4-3CY sont de 103 et 79% de I'activité
luciférase liee a pBPLEG10 alors que les activités luciférase liées a pEG7-3CY et pEG10-3CY
sont seulement de 31 et 46%. Les activités luciférase liées a I'expression de pEG1-3CY, pEG3-
3CY, pEG5-3CY, pEG6-3CY, pEG8-3CY, pEG9-3CY, pET-3CY, pQG1-3CY et pQG2-3CY
varient de 11 a 23%. On constate que l'activité protéolytique en cis de la protéase 3CY est
faible. Par ailleurs, toutes les valeurs d'activité luciférase sont supérieures a 8%, valeur
caractéristigue du bruit de fond dans les expériences d'activité protéolytique en cis de la
protéase 3CL. Cette observation suggere que la spécificité de clivage de la protéase courte soit
plus faible que celle de la protéase 3CL. Par ailleurs, il semble important de noter qu'aucun
nouveau site de maturation n'apparait.

2.3. Délimitation de I'activité de la protéase 3C-like

Protéase Polymérase Capside

pET3CD

1109 14I|35

pBP3CL

1109 13|56
pET3CZ !

pPET3CY !

) S '@ »

PET3CX

Figure 22 : Représentation schématique des fragments de la polyprotéine testés pour leur activité
protéolytique, clonés dans des vecteurs d'expression (pET22B(+) et pPBSSK(-)). Leurs positions au sein
de la polyprotéine sont indiquées. Le nom de la construction utilisée dans les expériences d'expression
est spécifié devant chaque fragment.

La construction pEP1P2Q a été utilisée afin de visualiser les activités protéolytiques exprimées
en trans des protéases 3CX, 3CY, 3CZ, 3CL et 3CD. Afin de définir la séquence minimale
possédant encore la fonction protéase, nous avons réalisé des expériences de cotraduction en
systeme LRL avec les constructions, pET3CX, pET3CY, pET3CZ, pBP3CL et pET3CD. Ces
constructions comportent sous le promoteur T7 la séquence codant pour l'intermédiaire de
maturation p72 (protéase-polymérase) plus ou moins délétée en son extrémité 3' (Fig. 22).
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Toutes ces constructions comportent toujours l'information pour les acides aminés H-1135, D-
1152 et C-1212 constituant le site catalytique de la protéase 3C-like (Boniotti et al., 1994).

La construction pEP1P2Q présente sous le promoteur T7 la séquence codant pour une partie
de la polyprotéine allant du codon 1 au codon 299 en fusion avec la séquence codant pour
I'épitope 3b5 (Q). Cette construction permet d'exprimer en systéme LRL le polypeptide P1P2Q
(Pour le détail de la construction et du procédé voir fig. 26B, § 2.4.) qui comporte le site EG2
que nous venons d'identifier. Nous avons fusionné la séquence codant pour I'épitope 3b5 a
I'extrémité 3' du géne P1P2 car nous ne disposions pas au laboratoire d'Ac monoclonal anti-
pl16 ou -p26. Ainsi, par simple immunoprécipitation d'une bande de 18 kDa si EG2 est clivé ou
de 36 kDa s'il ne l'est pas, il était possible de vérifier l'activité protéolytique en trans des
différentes formes de la protéase sur ce site EG2.

Les produits d'expression obtenus en systeme LRL a partir de la construction pEP1P2Q seule
ou coexprimée avec les constructions pET3CX, pET3CY, pET3CZ, pBPL3CL et pET3CD ont
été immunoprécipités a l'aide de 'Ac monoclonal anti-3b5 puis analysés en gel SDS-PAGE a
12,5% en polyacrylamide (Fig. 23).

PEP1P2Q/pET3CX
PEP1P2Q/pET3CY
PEP1P2Q/pET3CZ
PEP1P2Q/pBP3CL
PEP1P2Q/pET3CD

38 kDa
zi0: g NS

18kDa — p» -

Figure 23 : Visualisation de l'activité protéolytique en trans des protéases 3CX, 3CY, 3CZ, 3CL et 3CD
sur le site EG2. Les protéines sont obtenues par traduction en systéme TNT7-lysat de réticulocytes de
lapin en présence de méthionine s puis immunoprécipitées par I'Ac monoclonal anti-3b5. Les produits
radiomarqués et immunoprécipités sont séparés en gel SDS-PAGE a 12,5% en polyacrylamide. Les
constructions utilisées dans les expériences de traduction sont signalées au-dessus des puits. A gauche
de l'autoradiographie sont spécifiées les masses moléculaires estimées des bandes majoritaires.

Le profil électrophorétique obtenu suite a I'immunoprécipitation des produits d'expression de la
construction pEP1P2Q seule ou coexprimée avec pET3CX montre 2 bandes majoritaires de 38
et 36 kDa. Ces bandes correspondent aux produits d'expression initiés respectivement au
premier et au second AUG. Par contre, le profil électrophorétique obtenu a partir des
coexpressions de pEP1P2Q/pET3CY, pEP1P2Q/pET3CZ, PpEP1P2Q/pBP3CL et
pEP1P2Q/pET3CD montre une bande supplémentaire plus ou moins intense de 18 kDa. Cette
bande supplémentaire témoigne du clivage du polypeptide P1P2Q au niveau du site EG2 (Fig.
26). Les polypeptides 3CY, 3CZ, 3CL et 3CD possédent donc une activité protéolytique
s'exprimant en trans. L'activité protéolytique semble liée a la longueur de la protéase, plus la
taille de la protéase est grande, plus l'efficacité est importante. Il faut noter que le polypeptide
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3CX, bien que comportant les 3 acides aminés du site catalytique, ne montre aucune activité
protéolytique en trans décelable sur le site EG2.

2.4. Localisation de nouveaux sites de clivage par activité trans
de la protéase

EG5 QG2  ET
1 EG1EG2 EG3 EG4| EG6 QGj EG7| EG8 EG9 EG10 2344
1 PIP2
184 pP22C 612
a0 2C3AB 1088
872 3C3D 1304

1515 3DV P60 2222

Figure 24 : Représentation schématique décrivant les polypeptides utilisés dans I'étude du clivage en
trans des protéases 3CY, 3CL et 3CD. Au-dessus, est représentée la polyprotéine du RHDV avec les
différents dipeptides d'intérét. La localisation des polypeptides au sein de la polyprotéine est indiquée
sous la polyprotéine.

A. : :
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAM DIGINSDRSEFDIPSSFFSYGEIPLER

34 aa-3,7 kDa 17 aa-1,9 kDa
B.
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAMDIGI NSDRSEF#M PSSFFSYGEIPLERSSR
34 aa-3,7kDa 19 aa-2,1 kDa

Figure 25 : Représentation schématique des 2 types de polypeptides utilisés dans cette étude. Les
séquences peptidiques du peptide leader de pET22B(+) (en vert) et de I'épitope 3b5 (orange) sont
indiquées. A. La séquence codante de I'épitope est située en 5’ du géene d'intérét. B. La séquence
codant de I'épitope est située en 3'. Les tailles en acides aminés et les masses en kDa du peptide leader
et de I'épitope 3b5 sont indiquées. Les méthionines potentiellement responsables d'initiation interne sont
soulignées.
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B.

T PEP1P2Q V

EG1 EG2 EG1 EG2
]

38kDa 38 kDa
- 19 kDa
21kDa -

V PEP22CQ V

EG3 EG3

53 kDa 53 kDa

PEQ2C3AB T PE2C3ABQ V

EG4 EG5 EG6 QGl1 QG2 / EG4 EG5 EG6 QG1 QG2

70 kDa 70 kDa
30kDa 42 kDa

T PE3C3DQ V

QGl QG2 EG7 ET QGl1 QG2 EG7 ET
63 kDa 63 kDa
33 kDa 33 kDa
peptide leader r
pE3DVP60Q

EGI10

Figure 26 : Représentation schématique des constructions utilisées pour I'étude de l'activité protéolytique
en trans de la protéase 3C-like. Les protéines observables en SDS-PAGE aprés traduction, maturation
et immunoprécipitation sont représentées sous chaque construction, en tenant compte des sites déja
identifiés. A. constructions ayant la séquence codant pour I'épitope 3b5 en 5' du géne d'intérét. B.
constructions ayant la séquence codant pour I'épitope 3b5 en 3' du géne d'intérét.

A ce point de nos recherches, il nous a semblé important de localiser de nouveaux sites
potentiels de clivage par une technique permettant d'étudier le processus de clivage a partir de
polypeptides couvrant la polyprotéine. La figure 24 localise sur la séquence de la polyprotéine
les différentes régions polypeptidiques testées dans cette étude. Le polypeptide P1P2 contient
la séquence peptidique de la polyprotéine comprise entre les acides aminés 1 et 299 avec
notamment les dipeptides EG1 et EG2. Le polypeptide P22C contient la séquence comprise
entre les acides aminés 184 et 612 dont le dipeptide EG3 situé a I'extrémité N-terminale de
I'hélicase. Le polypeptide 2C3AB compris entre les acides aminés 494 et 1088 contient les
dipeptides EG4, EG5, EG6, QG1l et QG2 dont l'extrémité N-terminale de la VPg. Le
polypeptide 3C3D compris entre les acides aminés 872 et 1394 contient les dipeptides QG1,
QG2, EG7 et ET. Enfin, le polypeptide 3DVP60 compris entre les acides aminés 1515 et 2222,
a été choisi comme témoin recouvrant une région de la polyprotéine qui subit un seul et unique
clivage au niveau du site EG10, clivage trés bien décrit par différentes publications (Boniotti et
al., 1994, Martin Alonso et al., 1996, Wirblich et al., 1995, Wirblich et al., 1996). Il est important
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de remarquer que les polypeptides P1P2, P22C, 2C3AB et 3C3D recouvrent toute la partie de
la polyprotéine ou sont localisés les sites de maturation non identifiés.

Ainsi, pour étudier spécifiquement la capacité de clivage en trans des protéases 3CY, 3CL et
3CD (3 formes dont l'efficacité de clivage en trans a été démontrée) sur ces différents
polypeptides, nous avons mis en place une nouvelle stratégie (brievement décrite dans le
paragraphe précédent). En effet, pour pallier & I'absence d'Ac spécifique reconnaissant les
différentes régions de la polyprotéine, nous avons inséré en 5' ou en 3' des différentes régions
la séquence Q codant pour I'épitope linéaire de la glycoprotéine S du TGEV (Virus de la gastro-
entérite transmissible de porcelet) reconnu par I'Ac monoclonal 3b5 (Delmas et al., 1990) (Fig.
25). De cette maniere, nous avons établi 2 types de constructions. Les constructions
pPpEQP1P2, pEQP22C, pEQ2C3AB et pEQ3C3D présentent I'épitope 3b5 a l'extrémité N-
terminale de chaque protéine et les constructions pEP1P2Q, pEP22CQ, pE2C3ABQ,
pE3C3DQ et pE3DVP60Q présentent |'épitope 3b5 a l'extrémité C-terminale de chaque
protéine. Il est important de noter que le jeu des constructions entraine lors des expériences
d'expression l'obtention d'un produit de traduction dont la taille est augmentée d'environ 6 kDa
par la présence du peptide leader et de I'épitope 3b5. Pour une meilleure compréhension des
résultats, figure 26, nous avons présenté une schématisation des produits d'expression et de
clivage attendus a partir des données établies jusque la dans nos recherches.
L'immunoprécipitation par I'Ac monoclonal anti-3b5 des produits d'expression ou de
coexpression de toutes ces constructions est analysée en gel SDS-PAGE (Fig. 27).

> 1 o
O O O
R
L m L
A =
' o O O ©
Q Q (@) ()
£ 2 £ 2
> > > >
O o o o
o™ [92] [92] [92]
L L L L
o o o o
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| = —— =
50kDa —p» == - -
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pEQ3C3D/pET3CY
pE3C3DQ/PET3CY
pEQ3C3D/pBP3CL
pE3C3DQ/pBP3CL
PEQ3C3D/pET3CD
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Figure 27 : Recherche de nouveaux sites de clivage en trans pour les formes 3CY, 3CL et 3CD de la
protéase. Autoradiographie aprés séparation en gels SDS-PAGE des produits radiomarqués obtenus par
traduction en systeme TNT7-lysat de réticulocytes de lapin puis immunoprécipités au moyen de I'Ac
monoclonal 3b5. Les constructions utilisées dans les expériences de cotraductions sont indiquées au-
dessus des puits. A droite ou a gauche des autoradiographies est signalée la masse moléculaire estimée
des bandes majoritaires.

L'immunoprécipitation des produits d'expression de la construction pE3DVP60Q révéle une
bande majoritaire de 83 kDa (Fig. 27A) correspondant & la taille attendue du polypeptide (Fig.
26B). L'immunoprécipitation des produits de coexpression de la construction pE3DVP60Q avec
les constructions pET3CY, pBP3CL ou pET3CD réveéle une bande supplémentaire de 50 kDa,
témoin du clivage au site EG10.

L'immunoprécipitation des produits d'expression des constructions pEP1P2Q et pEQP1P2
révélent 2 bandes de 36 et 38 kDa (Fig. 27B). Ces bandes correspondent aux produits
d'expression initiés respectivement aux deuxiéme/troisieme et premier AUG présents dans la
séquence codante du peptide leader du vecteur pET22B(+) (Fig. 25). L'immunoprécipitation
des produits de coexpression de la construction pEP1P2Q avec les constructions pET3CY,
pBP3CL ou pET3CD révéle une bande supplémentaire de 18 kDa correspondant au produit de
clivage au niveau du site EG2. L'immunoprécipitation des produits de coexpression de la
construction pEQP1P2 avec les constructions pET3CY, pBP3CL ou pET3CD révele 2 bandes
supplémentaires de 21 et 19 kDa issues du clivage des polypeptides de 38 et 36 kDa au
niveau du site EG2.

L'immunoprécipitation des produits d'expression des constructions pEQP22C et pEP22CQ ou
de coexpression des mémes constructions avec les constructions pET3CY, pBP3CL ou
pET3CD révéele une seule et unique bande de 53 kDa (Fig. 27C). Cette bande correspond au
produit d'expression attendu (Fig. 26). Aucun clivage n'est apparent que ce soit au niveau du
dipeptide EG3 ou d'un autre dipeptide dans cette partie de la polyprotéine.
L'immunoprécipitation des produits d'expression des constructions pEQ2C3AB et pE2C3ABQ
révéle une bande majoritaire de 70 kDa (Fig. 27D) qui correspond a la taille attendue du
polypeptide (Fig. 26). La bande supplémentaire a 49 kDa observée lors de
limmunoprécipitation des produits d'expression de la construction pE2C3ABQ est
probablement due a une initiation a un AUG interne. L'immunoprécipitation des produits de
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coexpression des constructions pEQ2C3AB et pE2C3ABQ avec les constructions pET3CY,
pBP3CL ou pET3CD révele une bande supplémentaire de 32 kDa dans le cas de pEQ2C3AB
et de 40 kDa dans le cas de pE2C3ABQ. Selon toute vraisemblance, ces bandes
correspondent aux produits de maturation issus du clivage du polypeptide 2C3AB au niveau du
site EG4. Dans I'hypothése d'un clivage au niveau du dipeptide QG1, on observerait une bande
supplémentaire de 18 kDa dans le cas de pE2C3ABQ. De méme, le clivage au niveau du
dipeptide QG2 induirait une bande de 12 kDa non visualisable dans notre expérience.
L'immunoprécipitation des produits d'expression de la construction pEQ3C3D ou de
coexpression de la méme construction avec les constructions peET3CY, pBP3CL ou pET3CD
donne un profil protéique identique avec 2 bandes de 63 et 33 kDa (Fig. 27E). La bande a 63
kDa correspond a la taille attendue du polypeptide. La bande a 33 kDa correspond au produit
de maturation par clivage du site EG7 (Fig. 26A). De méme, lI'immunoprécipitation des produits
d'expression de la construction pE3C3DQ ou de coexpression de la méme construction avec
les constructions pET3CY, pBP3CL et pET3CD donne un profil protéique identique avec 3
bandes de 63, 47 et 32 kDa (Fig. 27E). La bande de 63 kDa correspond a la taille attendue du
polypeptide. La bande de 32 kDa correspond au produit de maturation par clivage du site EG7
(Fig. 27E). La bande supplémentaire de 47 kDa peut s'expliquer soit par une initiation de
traduction a un AUG interne soit par un clivage a un site situé entre QG1l et QG2. Nous
privilégions la premiére hypothése car nous n'observons pas de bande & 22 kDa lors de
I'expression de la construction réciproque (pEQ3C3D). Aucune bande de 18 kDa témoignant
d'un clivage au niveau du dipeptide ET n'est observée. L'activité autocatalytique exprimée par
le polypeptide 3C3D vient du fait qu'il posséde toute l'information nécessaire a une activité
protéolytique.

L'ensemble de ces résultats confirme les sites de clivage EG2, EG4, EG7 et EG10 sans pour
autant en révéler de supplémentaire.

2.5. Effet de la complémentation sur |'efficacité de clivage

Nous avons envisagé la possibilité que la protéase 3C-like puisse montrer une efficacité et une
spécificité de clivage différente suivant I'expression de son activité en cis ou en trans. Nous
avons donc mesuré l'activité luciférase liée a la coexpression en systéme LRL des
constructions pBPLEG1, pBPLEG2, pBPLEG3, pBPLEG4, pBPLEGS5, pBPLEG6, pBPLEG?7,
pBPLEGS8, pBPLEGY9, pBPLEG10, pBPLET, pBPLQGL1 et pBPLQG2 avec la construction
PET3CY ou pBP3CL ou encore pET3CD (Tab. 11, Fig. 28).

Des a présent, il est important de noter que cette expérience n'a été réalisée qu'une seule fois.
Cependant, la vue d'ensemble des résultats offerte par la figure 29 montre que I'expression de
I'activité protéolytique en trans n'entraine pas la mise en évidence de nouveau site de clivage.
Toutefois, dans une vision plus fine, une différence d'efficacité de clivage apparait en fonction
de la protéase 3CY, 3CL ou 3CD coexprimée.

Ainsi, l'activité luciférase obtenue aprés coexpression de la construction pBPLEG2 avec
pPET3CD est de 152% de l'activité de pPBPLEG10 avec pET3CD. Ces résultats suggéreraient
gue la présence de la protéase 3CD permet d'augmenter le clivage au niveau du site EG2.
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De méme, la présence de la protéase 3CY semblerait augmenter l'efficacité de clivage au
niveau des sites EG2 et EG5. En effet, l'activité luciférase liée a la coexpression des
constructions pBPLEG2 et pBPLEG5 avec la construction pET3CY est de 142% et de 63% de
I'activité luciférase liée a la coexpression de pPBPLEG10 avec pET3CY.

Enfin, les activités luciférase obtenues aprés coexpression des constructions pBPLEGL,
pBPLEGS3, pBPLEGS5, pBPLEG6, pBPLEGS, pBPLEG9, pBPLET, pBPLQG1 et pBPLQG2 avec
pET3CL sont majoritairement inférieures a I'activité luciférase obtenue aprés expression de ces
mémes constructions sans pET3CL. Ces résultats peuvent s'expliquer par une augmentation
de l'efficacité de clivage au niveau du site EG10 en présence de la protéase 3CL.

Notons qu'il faudrait répéter I'expérience plusieurs fois dans le but de rendre les résultats
robustes pour pouvoir donner plus de poids a ces nuances.

Tableau 11 : Activités luciférase obtenues apres expression en systeme LRL des constructions
pBPLEGL1 a 10, pBPLET, pBPLQG1 et pBPLQG2 seules ou avec les constructions pET3CY, pET3CL ou
pET3CD.

Activités luciférase (%)*

Constructions - PET3CY pBP3CL PET3CD
pBPLEG1 33 30 18 24
pBPLEG2 102 142 105 152
pBPLEG3 51 44 29 42
pBPLEG4 108 98 92 120
pBPLEGS 54 63 38 55
pBPLEG6 38 41 29 35
pBPLEG7 98 87 80 101
pBPLEGS 38 32 25 31
pBPLEG9 24 26 14 17
pBPLEG10 100* 100* 100* 100*
pBPLET 41 33 27 26
pBPLQG1 41 37 22 26
pBPLQG2 30 30 23 15

* | 'activité luciférase de pBPLEG10, choisie comme référence, est fixée a 100%
* Les valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne des pourcentages calculés &
partir d'un
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Figure 28 : Histogramme récapitulatif des activités luciférase obtenues apres expression en systeme
LRL des constructions pBPLEG1 a 10, pBPLET, pBPLQG1l et pBPLQG2 seules ou avec les
constructions pET3CY, pBP3CL et pET3CD. Les activités luciférase sont rapportées en pourcentage de
celle de pBPLEG10 dans chaque essai.

-70 -



Résultats

2.6. Mutageneése aléatoire sur le dipeptide EG2 (143-144)

Tableau 12 : Activités luciférase obtenues apres expression en systéeme LRL des constructions obtenues
par mutagenese dirigée aléatoire de pBPLEG2

Constructions Activités Nature du Constructions Activités Nature du
|uciférase (%)* dipeptide |uciférase (%)* dipeptide
pBPLXXA17 26 IH pBPLXXH7 49 HA
pBPLXXA21 24 QF pBPLXXH11 30 CA
pBPLXXA32 21 KA pBPLXXH14 29 AC
pBPLXXC20 32 YY pBPLXXH28 39 TL
pBPLXXC23 28 Ql pBPLXXI1 45 HW
pBPLXXC36 37 HR pBPLX X118 54 RP
pBPLXXD2 31 VP pBPLX X123 44 KG
pBPLXXD5 41 AS pBPLX X139 55 RP
pBPLXXD20 33 QP pBPLXXJ2 47 QR
pBPLXXD24 45 NH pBPLXXJ7 31 FL
pBPLXXD46 36 cC pBPLXXJ21 48 RY
pBPLXXF3 45 MR pBPLXXJ28 58 GV
pBPLXXF11 51 NV pBPLXXJ31 22 CR
pBPLXXF14 45 NG pBPLXXJ34 12 MAUVAIS
pBPLXXF20 44 CS pBPLXXJ37 0,1 STOP/OPALE
pBPLXXF22 51 GS pBPLXX M3 15 MAUVAIS
pPBPLXXF25 49 LP pBPLXXK?21 46 Gl
pBPLXXF36 44 LG pBPLXXK?29 61 QS
pBPLXXG10 35 TI pBPLXXK39 44 HP
pBPLXXG32 53 QA pBPLXXK40 0,1 STOP/AMBRE
pBPLXXG33 42 QL pBPLXXK47 59 SA
pBPLXXG34 40 RR pBPLEG2 100* EG

* | 'activité luciférase de pBPLEG2, choisie comme référence, est fixée a 100%
*Les valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne des pourcentages calculés a partir d'un

70

60 ]

o)

S
|
]

|

|

B
IS
‘

\

‘

‘

‘

‘

‘
|
‘
|
\
‘
‘
\
\
‘
‘

w
o
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

N
o
I
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

Activitésluciférase (%)

21
28
31
34
37

=
o o
|
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

PBPLXXJ43

nnnnn

PBPLXXA17
PBPLXXA21
PBPLXXA32
PBPLXXC20
PBPLXXC23
PBPLXXC36

PBPLXXD2
PBPLXXD5

PBPLXXD20
PBPLXXD24
PBPLXXD46

PBPLXXF3
PBPLXXF11
PBPLXXF14
PBPLXXF20
PBPLXXF22
PBPLXXF25
PBPLXXF36

PBPLXXG10
PBPLXXG32
PBPLXXG33
PBPLXXG34

PBPLXXH7

PBPLXXH11
PBPLXXH14
PBPLXXH28

PBPLXXI1
pPBPLXXI18
pPBPLXXI23
PBPLXXI39

PBPLXXJ2

PBPLXXJ7
PBPLXX.
PBPLXX.
PBPLXX.
PBPLXX.
PBPLXX.

PBPLXXK21
PBPLXXK29
PBPLXXK39
PBPLXXK40
PBPLXXKA47

pPBPLEGY

Figure 29 : Histogramme récapitulatif des activités luciférase obtenues apres expression en systéeme
LRL des constructions obtenues par mutagenese dirigée aléatoire de pBPLEG2. Les activités luciférase
sont rapportées en pourcentage de celle de pBPLEG2.

Dans un souci d'identification de nouveaux dipeptides pouvant étre clivés par la protéase 3C-
like, nous avons procédé a une mutagenése aléatoire du dipeptide EG2 au sein de la
construction pBPLEG2. Il a été, ainsi, obtenu 43 constructions différentes ou l'on trouve a la
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jonction des génes de la protéase 3CL et de la luciférase la séquence codant pour des
dipeptides de natures trés diverses installés dans le méme environnement que le site EG2.
Parmi ces constructions, 4 ont, par leur particularité, servi de témoins négatifs : les
constructions pBPLXXJ34 et pBPLXXJ43 présentant a la jonction des génes de la protéase et
de la luciférase une base surnuméraire qui induit un saut de phase et les constructions
pBPLXXJ37 et pBPLXXK40 présentant a la jonction des 2 génes un codon stop. Les activités
luciférase liées a I'expression dans le systeme LRL de toutes les constructions sont rapportées
en pourcentage de l'activité luciférase liée a pBPLEG2. La gamme des activités luciférase
obtenues s'étend de 0,1 a 61% (Tab. 12, Fig. 29). L'étude de l'efficacité de clivage sur les
différents dipeptides EG présents le long de la polyprotéine a permis de définir que 50%
d'activité luciférase exprimée en systeme LRL étaient significativement supérieurs au bruit de
fond induit par ce systeme (cf. § 2). Comme attendu, l'expression des constructions
pBPLXXJ37 et pBPLXXK40 ne permet pas d'activité luciférase et I'expression des
constructions pBPLXXJ34 et pBPLXXJ43 induit une activité luciférase tres faible, 12 et 15%.
Ces résultats sont donnés a titre indicatif car ils ne sont pas exhaustifs et ils sont issus d'un
seul et unique essai. Mais, il semblerait que pour 6 constructions, pBPLXXF11, pBPLXXF22,
pBPLXXG32, pBPLXXI18, pBPLXXI39, pBPLXXJ28, pBPLXXK29 et pBPLXXK47, l'activité
luciférase liée a leur expression soit supérieure a 50%, (limite de signification définie § 1). Ces
constructions correspondent aux dipeptides QS, QA, RP, NV, SA, GV et GS.

3. MATURATION DE LA POLYPROTEINE DU RHDV

3.1. Etude cinétique de la maturation de la polyprotéine

Nous avons réalisé une étude de la maturation de la polyprotéine du RHDV dans le systeme
LRL. Pour cela, nous avons utilisé pour générer la polyprotéine la construction pUGG10. Cette
construction est issue des banques d'ADNc du génome du RHDV-SD (Rasschaert et al., 1995)
réalisées au laboratoire. Elle correspond a la reconstruction du génome complet de la souche
virale RHDV-SD sous promoteur T7. Dans un premier temps, nous avons procédé a une étude
cinétique de la maturation de la polyprotéine. La cinétigue de maturation est réalisée par 3
prélevements d'une fraction aliquote du milieu réactionnel a des temps de 30 min, 1h et 3h.
Ces fractions sont ensuite déposées sur gel SDS-PAGE en gradient de concentration 5-20%
en polyacrylamide (Fig. 30). Il semble important de préciser que, la taille des bandes étant
estimée a partir du marqueur 624 (Amersham), toutes les masses moléculaires indiquées
supérieures a 97 kDa sont trés peu précises. Au bout de 30 min d'incubation, I'expression de la
construction pUGG10 conduit a quelques rares bandes discrétes. Au bout d'1lh d'incubation,
apparaissent de nombreuses bandes allant de 17 kDa a 250 kDa. Aprés 3h d'incubation, le
profil se précise avec la disparition des bandes de 250 et 150 kDa et l'intensification des
bandes de plus faibles masses moléculaires, visibles aprés 1h. La bande de 250 kDa
correspond a la polyprotéine. Le fait qu'elle soit visible a 1h d'incubation permet de dire que la
maturation de la polyprotéine est un processus post-traductionnel et non cotraductionnel. De
méme, la disparition de cette bande a plus de 3h d'incubation dénote la rapidité du processus
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de maturation. La bande évaluée a 150 kDa est aussi éphémeére que la polyprotéine, il s'agit
probablement d'un intermédiaire de maturation instable.

pUGG10

+3h
30 min

=
i

250 kDa
150 kDa
110 kDa

.

88 kDa
73 kDa

661B3

43 kDa
39 kDa

TECRY

24 kDa

22 kDa
21 kDa

# 4

-

i «¢— 17kDa

Figure 30 : Cinétique de la maturation de la polyprotéine du RHDV en systéme LRL. Autoradiographie
aprés séparation en gels SDS-page en gradient de concentration (5-20% en polyacrylamide) des
produits de traduction obtenus en systeme TNT7-lysat de réticulocytes de lapin en présence de
méthionine *S. La masse moléculaire des bandes issues de la maturation de la polyprotéine, estimée a
partir du marqueur 624 (Amersham), est indiquée a droite des autoradiographies.

3.2. Identification des intermédiaires de maturation comportant
VP60 et 3D

Dans une tentative d'identification des différents produits générés par la maturation de la
polyprotéine dans le systeme LRL, nous avons réalisé des expériences d'immunoprécipitation
avec I'Ac monoclonal anti-VP60 (E3) et un sérum polyclonal anti-3D (Fig. 31). Les
constructions pET3CD, pETVP60 et pET3D sont utilisées pour la réalisation de témoins
d'expression et d'immunoprécipitation. La construction pETVP60 contient sous le promoteur T7
la séquence codant pour le géne de la protéine de capside. La construction pET3D contient
sous le promoteur T7 la séquence codant pour le géne de la polymérase compris entre le
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codon 1252 (ET) et le codon 1767 (EG10) définie par Vasquez et al. (1998). Comme attendu,
l'immunoprécipitation par le sérum polyclonal anti-3D des produits d'expression des
constructions pET3CD et pET3D conduit respectivement a une bande majoritaire de 72 kDa et
de 57 kDa et limmunoprécipitation par I'Ac anti-VP60 des produits d'expression de la
construction pETVP60 conduit & une bande majoritaire de 62 kDa.

L'immunoprécipitation par I'Ac monoclonal anti-VP60 des produits d'expression de la
construction pUGG10, de méme que pour pETVP60, ne révéle qu'une seule et unique bande
de 62 kDa, ce qui tendrait & montrer que la protéine de capside est rapidement libérée de la
polyprotéine sans passer par un intermédiaire de maturation stable. Par ailleurs,
I'immunoprécipitation par le sérum polyclonal anti-3D des produits d'expression de pUGG10 fait
apparaitre 3 bandes a 110 kDa, 88 kDa et 72 kDa. La bande de 72 kDa correspond a
l'intermédiaire de maturation p72 qui comprend la protéase et la polymérase (3CD). Les
bandes a 110 kDa et 88 kDa que l'on ne retrouve pas dans le profil obtenu aprés
immunoprécipitation avec I'Ac anti-VP60 correspondraient a des intermédiaires de maturation
stables en systéme LRL comprenant des protéines situées en N-terminal de la protéase : la
p29 et la VPg (110 kDa) ou uniquement la VPg (88 kDa). Il est important de noter qu'aucune
bande de 57 kDa ou de taille proche, qui correspondrait a la polymérase (3D) seule, n'est
visible et que par conséquent dans cette expérience, la protéase et la polymérase ne semblent
pas clivées.

En ce qui concerne les autres bandes révélées lors de I'expression de la construction pUGG10
(Fig. 30), nous n'avions pas d'autre sérum polyclonal ou Ac pour leur identification. Cependant,
les bandes majoritaires de 64 kDa, 43 kDa et 17 kDa peuvent correspondre aux intermédiaires
de maturation p65 et p4l et au polypeptide p16 décrivant, avec l'intermédiaire de maturation
p72, la premiére étape de maturation (Konig et al., 1998).
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Figure 31 : Visualisation des polypeptides portant la polymérase (3D) et la protéine majeure de capside
(VP60). Immunoprécipitation des produits de traduction in vitro obtenus a partir des constructions
pUGG10, pET3CD, pET3D et pETVP60 avec un sérum polyclonal anti-3D ou un Ac monoclonal anti-
VP60. Au-dessus des puits sont signalés les constructions et I'Ac ou sérum utilisés lors des expériences
d'immunoprécipitation. Les masses moléculaires des bandes estimées a partir du marqueur 624
(Amersham) sont spécifiées a droite et a gauche de l'autoradiographie.
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3.3. Etude de la maturation de la polyprotéine en présence de la
protéase 3CY ou 3CD
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Figure 32 : Visualisation de la maturation de la polyprotéine du RHDV en présence des protéases 3CY
ou 3CD. Autoradiographie aprés séparation en gel SDS-PAGE en gradient de concentration (5-20% en
polyacrylamide) des produits de traduction obtenus en systeme TNT7-lysat de réticulocytes de lapin en
présence de méthionine %S, Les constructions utilisées dans les expériences d'expression sont
signalées au-dessus des puits. Les masses moléculaires des bandes majoritaires estimées a partir du
marqueur 624 (Amersham) sont indiquées a droite de l'autoradiographie.

Etant donné que I'on ne décelait pas de clivage au niveau du site ET dans le systeme LRL,
nous nous sommes interrogés sur l'influence de la présence en trans des protéases 3CY ou
3CD sur la maturation de la polyprotéine dans ce systeme.

Ainsi, le profil électrophorétique obtenu aprés coexpression de pUGG10 avec pET3CY ou
pET3CD n'est pas différent du profil obtenu par expression de pUGG10 seule. Notons que les
bandes surnuméraires sont dues a l'expression de la construction pET3CY ou de la
construction pET3CD dans les essais correspondant (Fig. 32).
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4. RECHERCHE DE COFACTEURS IMPLIQUES DANS LA
MATURATION DE LA POLYPROTEINE

Dans un méme effort de recherche de nouveaux sites de clivage, nous avons envisage la
possibilité de linfluence de cofacteurs d'origines virale ou cellulaire sur l'efficacité et la
spécificité de l'activité protéolytique de la protéase 3C-like, lors de 2 essais préliminaires.

4.1. Les cofacteurs d'origine virale :

Nous avons mesuré l'activité luciférase liée a la coexpression des constructions pBPLEGL1,
pBPLEG2, pBPLEGS3, pBPLEG4, pBPLEGS5, pBPLEG6, pBPLEG7, pBPLEGS, pBPLEGY9,
pBPLEG10, pBPLET, pBPLQGL1 et pBPLQG2 avec les constructions pETP1, pETEG2-EG4,
PETEG4-EG7 ou pET3CD dans le systéme LRL (Tab. 13). La construction pETP1 contient,
sous le promoteur T7, la séquence codant pour l'intermédiaire de maturation pl16 (P1). La
construction pETEG2-EG4 contient, sous le promoteur T7, la séquence codant pour
l'intermédiaire de maturation p65 (EG2-EG4). La construction pETEG4-EG7 contient, sous le
promoteur T7, la séquence codant pour l'intermédiaire de maturation p41 (EG4-EG7).

Tableau 13 : Activités luciférase liées a l'expression en systemes LRL et vwT7/RK13 des constructions
pBPLEG1 a 10, pBPLET, pBPLQG1 et pBPLQG2 seules ou en présence des constructions pETP1,
PETEG2-EG4, pETEG4-EG7, pET3CD ou pUGG10.

Activités luciférase (%)*

Lysat de réticulocytes Vaccine T7
Constructions Sci?jdﬁftgns i PETPL pE;'gSZ- pEgg?“' PET3CD i pEgg?“' pUGG10
PBPLEGL 37 24 24 25 24 34 67 12
PBPLEG? 102 91 78 109 152 133 137 152
PBPLEG3 51 40 33 42 42 19 18 3P
PBPLEG4 108 72 72 77 120 170 83 130
PBPLEG5 54 43 45 49 55 15 22 7.9
PBPLEG6 41 27 30 34 35 10 11 10
PBPLEG7 98 69 64 80 101 139 95 122
PBPLEGS 38 31 32 32 31 9 75 6
PBPLEG 24 11 13 14 17 39 43 6
PBPLEG10 100* 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
PBPLET 41 23 25 27 26 48 75 18
PBPLQG1 41 22 26 26 26 07 8,4 7.9
PBPLQG? 30 18 16 17 15 22 57 7.3

* Vaeursfixées artificiellement a 100%
* Les valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne des pourcentages calculés a partir d'un essai
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Figure 33 : Histogramme récapitulatif des activités luciférase liées a l'expression en systeme LRL des
constructions pBPLEG1 a 10, pBPLET, pBPLQG1 et pBPLQG2 seules ou en présence des
constructions pETP1, pETEG2-EG4, pETEG4-EG7 ou pET3CD. Les activités luciférase sont rapportées
en pourcentage de celle de pBPLEG10 dans chacune des expériences de coexpression.

La vue d'ensemble, offerte par la figure 33, nous permet de constater qu'aucun nouveau site de
coupure n'est apparent parmi les dipeptides testés. Cependant, bien que ces résultats soient
issus d'un seul essai et manquent donc de robustesse, on peut remarquer de faibles
différences d'efficacité de clivage en cis de la part de la protéase 3CL.

Les activités luciférase liées a la coexpression des constructions avec pETP1 ou pETEG2-EG4
sont plus faibles en comparaison des activités luciférase liées a I'expression des constructions
seules, ce qui semblerait indiquer que le clivage en cis au niveau du site EG10 serait plus
efficace en présence des polypeptides pl16 et p65 .

Les activités luciférase liées a l'expression de la construction pBPLEG2 seule ou en présence
de la construction pETEG4-EG7 sont équivalentes (102 versus 109%) alors que les activités
luciférase liées a la coexpression des autres constructions d'intérét avec pETEG4-EG7 sont
plus faibles (Tab. 13). Le polypeptide p41 semblerait avoir un effet stimulateur sur le clivage en
cis des sites EG2 et EG10.
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Figure 34 : Histogramme récapitulatif des activités luciférase obtenues apres expression en systeme
vwT7/RK13 des constructions pBPLEG1 a 10, pBPLET, pBPLQG1 et pBPLQG2 seules ou en présence
des constructions pETEG4-EG7 et pUGG10. Les activités luciférase sont rapportées en pourcentage de
celle de pBPLEG10 dans chacune des expériences de cotransfection.

Pour recouper les informations sur la nécessité de cofacteurs d'origine viraux, nous avons
mesuré l'activité luciférase issue de la coexpression dans le systeme vwT7/RK13 des
constructions pBPLEG1 a EG10, pBPLET, pBPLQG1 et pBPLQG2 avec les constructions
PETEG4-EG7 ou pUGG10 (Tab. 13, Fig. 34). Nous rappelons que la construction pUGG10
permet I'expression compléte de la polyprotéine.

La vue d'ensemble présentée par la figure 34 montre qu'il n'y a pas de nouveau site mis en
évidence par cette expérience. Toutefois, quelques variations peuvent étre soulignées bien que
ces résultats soient issus d'un seul et unique essai.

En effet, on constate que l'activité luciférase obtenue aprés coexpression des constructions
pBPLEG4 et pBPLEG7 avec pETEG4EG7 diminue notablement par rapport a l'activité
luciférase obtenue aprés expression seule de pBPLEG4 et pBPLEG7 (83 versus 170% et 95
versus 139%). La présence de l'intermédiaire de maturation p41 montrerait un effet inhibiteur
sur le clivage en cis au niveau des sites EG4 et EG7.

De méme, l'activité luciférase liée a la coexpression avec pUGG10 de pBPLEGS3 et pBPLET
augmente notablement en comparaison de l'activité luciférase obtenue aprés expression seule
de ces mémes constructions (32 versus 19% et 18 versus 4,8%). La présence de la
polyprotéine permettrait une augmentation du clivage en cis au niveau du site EG3 et un léger
clivage au niveau du site ET.

4.2. Les cofacteurs d'origine cellulaire :

Nous avons mesuré l'activité luciférase issue de I'expression des constructions pBPLEG1 a
EG10, pBPLET, pBPLQG1 et pBPLQG2 en présence d'extraits cellulaires dans le systeme
LRL (Tab. 14). Les extraits cellulaires sont obtenus a partir des lignées cellulaires LMH et
RK13. La lignée LMH est une lignée établie a partir d'un carcinome hépatique induit chez le
poulet.

Sur I'histogramme réalisé a partir des résultats issus d'un seul et unique test (Fig. 35), nous
pouvons constater I'absence de nouveau site de clivage. L'activité luciférase liée a I'expression
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en systeme LRL en présence de l'extrait LMH de pBPLEG2, pBPLEG4 et pBPLEG7 est
augmentée (123 versus 102, 129 versus 108 et 119 versus 98%) alors que pour l'activité
luciférase des autres constructions d'intérét, aucun effet n'est observé.

L'activité luciférase liée a I'expression en présence de I'extrait RK13 de pBPLEG2 et pBPLEG7
montre une chute relativement importante (76 versus 102% et 66 versus 98%) alors que
I'activité luciférase liée a pBPLEG4 reste équivalente.

L'ensemble de ces résultats semble montrer que l'extrait cellulaire LMH augmenterait
I'efficacité de clivage en cis de la part de la protéase 3CL au niveau des sites EG2, EG4 et
EG7 alors que l'extrait cellulaire RK13 diminuerait l'efficacité de clivage au niveau des sites
EG2 et EG7. Cependant, il est important de préciser que les mesures en RLU d'activité
luciférase issue de I'expression en présence de l'extrait de cellules RK13 étaient
exceptionnellement faibles. Cet extrait induirait une inhibition de la traduction dans le systeme
LRL.

Tableau 14 : Effets de cofacteurs cellulaires sur l'activité protéolytique en cis de la protéase 3CL

Activitésluciférase (%)

Constructions LMH RK13
pBPLEG1 33 32 16
pBPLEG2 102 123 76
pBPLEG3 51 48 42
pBPLEGA4 108 129 109
pBPLEG5 54 58 43
pBPLEG6 38 34 31
pBPLEG7 98 119 66
pBPLEGS8 38 34 31
pBPLEGY9 24 18 21
pBPLEG10 100* 100* 100*
pBPLET 41 37 33
pBPLQG1 41 36 29
pBPLQG2 30 26 28

*Valeurs fixées artificiellement a 100%
* Les valeurs d'activité luciférase résultent de la moyenne des
pourcentages calculés a partir d'un essai
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Figure 35 : Histogramme récapitulatif des activités luciférase obtenues apres expression en systeme
LRL des constructions pBPLEG1 a 10, pBPLET, pBPLQGL1 et pBPLQG2 en présence ou non d'extraits
de cellules RK13 ou LMH. Les activités luciférase sont rapportées en pourcentage de celle de
pBPLEG10 dans chaque essai.
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Figure 36 : Visualisation de l'autocatalyse de la polyprotéine du RHDV en présence de cofacteurs.
Autoradiographie aprés séparation en gel SDS-PAGE en gradient de concentration (5-20% en
polyacrylamide) des produits de traduction obtenus en systeme TNT7-lysat de réticulocytes de lapin en
présence de méthionine **S. Au-dessus sont signalés les constructions et extraits cellulaires utilisés
dans les expériences d'expression. A droite de l'autoradiographie sont indiquées les masses
moléculaires des bandes majoritaires estimées a partir du marqueur 624 (Amersham).

Dans le méme esprit, nous avons réalisé I'expression de la construction pUGG10 en présence
d'extraits cellulaires RK13 ou LMH dans le systeme LRL. Les produits d'expression ont été
analysés en gel SDS-PAGE en gradient de concentration (5-20% en polyacrylamide) (Fig. 36).
En présence de l'extrait cellulaire RK13, les bandes sont peu intenses témoignant d'une
inhibition de la traduction dans le systeme eucaryote acellulaire.

En présence de l'extrait cellulaire LMH, le profil protéique se trouve inchangé.
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Ces 6 derniéres années, du fait de I'absence d'un systéme de culture cellulaire adapté pour la
multiplication du RHDV, les études menées pour définir les mécanismes de maturation de la
polyprotéine du virus RHDV, ont été abordées soit dans un systeme bactérien, soit dans un
systeme eucaryote acellulaire (Boniotti et al., 1994, Martin Alonso et al., 1996, Wirblich et al.,
1995, Wirblich et al., 1996). Ces études ont permis d'une part de déterminer la présence au
sein de la polyprotéine d'une protéase analogue a la protéase a cystéine des picornavirus
(Boniotti et al., 1994) et d'autre part l'identification de 4 sites de maturation de la polyprotéine
par cette protéase (Martin Alonso et al., 1996, Wirblich et al., 1995). Les sites EG4 (718-719) et
EG7 (1108-1109) ont été identifiés par séquencage N-terminal dans un systéme eucaryote
acellulaire, le site EG10 (1767-1768) par mutagenése dirigée dans un systéme eucaryote
acellulaire et le site ET (1251-1252) par séquencage N-terminal dans un systeme bactérien.
Etant donnée la difficulté a mettre en place un systéme réplicatif du RHDV en culture de
cellules, nous avons élaboré une nouvelle technique originale, et d'utilisation simple, pour
étudier la maturation de la polyprotéine du RHDV. Le principe de cette technique repose sur
l'utilisation de la luciférase pour évaluer l'activité de la protéase 3C-like sur différents sites
potentiellement clivables. Cette technique a consisté en la réalisation de constructions
contenant sous le promoteur T7 le gene de la protéase 3CL (compris entre les codons 1109 et
1435) en fusion avec le géne de la luciférase. Une région cassette a été introduite a la jonction
des 2 genes, rendant aisée l'insertion des séquences oligonucléotidiques codant pour les
octapeptides étudiés au cours du travail de thése (Fig. 11). Ces constructions ont été utilisées
dans 2 systemes d'expression différents : un systéeme eucaryote acellulaire (TNT7/lysat de
réticulocytes de lapin) et un systeme eucaryote cellulaire permettant des conditions d'étude
plus proches des conditions in vivo (vaccine T7/cellules de reins de lapin RK13).

Le début du travail a été logiquement consacré a la mise en place et a la validation de la
technique. Dans un premier temps, nous avons élaboré les constructions pBPLEG10, pBPL10,
pBPLEG10ko et pBPL11. La construction pBPLEG10 permettait la production d'une protéine
de fusion constituée de la protéase, du site EG10 et de la luciférase alors que les 3 autres
constructions permettaient la production d'une protéine de fusion qui était mutée soit sur le site
actif de la protéase (pBPLEG10ko) soit sur le site de clivage (pBPL10 et pBPL11). Quel que
soit le systeme d'expression utilisé, l'activité luciférase mesurée était parfaitement corrélée
avec l'efficacité de clivage de la protéine de fusion observée sur gel par la libération de la
protéase et de la luciférase (Fig. 15 et 16, Tab. 8). De cette maniére, nous avons confirmé que
pour qu'il y ait une forte activité luciférase, il fallait que la luciférase soit séparée de la protéase.
Ainsi, comme Denis Rasschaert l'avait observé dans diverses expériences, nous montrons,
une fois encore, avec cette nouvelle construction, que la fusion d'une protéine a l'extrémité N-
terminale de la luciférase entraine la perte de l'activité enzymatique de cette derniere. Cette
propriété, que nous avons exploitée dans nos tests, pourrait étre liée a un changement de la
conformation de I'enzyme au sein de la protéine de fusion. En effet, il a été démontré que de
légéres modifications (courte délétion, mutations ponctuelles et mutations aléatoires) dans
I'extrémité N-terminale de la luciférase entrainaient une perte de l'activité de la luciférase
directement liée aux changements que ces modifications induisaient dans la structure tertiaire
de cette enzyme (Sung and Kang 1998).
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Cette technique, qui, lors des essais préliminaires, avait seulement permis de révéler le clivage
ou l'absence de clivage au niveau du site EG10, a montré des potentialités supérieures lors de
I'analyse du clivage sur 10 sites EG répartis sur la séquence de la polyprotéine. En effet, la
compilation des résultats obtenus lors de cette analyse montre, non seulement, que le
pourcentage d'activité reflete la capacité de clivage de la protéase sur le site étudié mais aussi
gue ce pourcentage est proportionnel a l'intensité de la bande correspondant a la luciférase sur
gel (Fig. 18 et Tab. 9) et, par conséquent, reflete exactement I'efficacité de clivage en cis de la
protéase sur chaque site étudié.

Par ailleurs, il est important de noter que le niveau de RLU (unité de mesure de l'activité
luciférase) était élevé et variait peu au sein des 2 systemes (LRL ou wT7/RK13). En effet, le
nombre de RLU se situait entre 500 000 a 1000 000 dans le systeme LRL et entre 2000 000 a
5000 000 en systeme vwT7/RK13 pour les sites clivés, ce qui nous a permis de réaliser de
calculs de pourcentage d'activités luciférase significatifs. De plus, il est important de souligner
la bonne reproductibilité des mesures d'activité réalisées d'un essai a l'autre et, surtout, la
parfaite corrélation des résultats obtenus dans les 2 systemes (vwT7/RK13 et LRL). Cependant,
chacun des 2 systemes présente des avantages et des inconvénients. Le systéeme LRL est un
systeme souple, rapide et facilement utilisable en marquage radioactif. Néanmoins, il présente
essentiellement 2 inconvénients caractéristiques des systemes acellulaires. En effet, lors des
expériences de cotraductions, la seconde construction entre en compétition avec la
construction d'intérét. Ainsi, bien que dans chaque expérience un standard interne ait été défini
pour permettre la comparaison de l'efficacité de clivage entre 2 sites, il a été difficile de
comparer 2 expériences qui ne mettaient pas en jeu les mémes constructions. Le second
inconvénient, qui est l'inconvénient majeur de ce systéme, est de permettre la traduction au
niveau des AUG internes entrainant une augmentation du bruit de fond que nous avons estimé
a 20%. Ainsi, l'utilisation d'un systeme cellulaire tel que le systeme vwT7/RK13 a permis de se
rapprocher des conditions naturelles requises pour le processus de maturation de la
polyprotéine et, surtout, de s'affranchir du bruit de fond généré par les initiations de traduction
aux AUG internes. Cela dit, il s'agit d'un systéeme qui requiert l'intervention du virus de la
vaccine T7. Il faut toujours avoir a l'esprit que la présence de ce second virus pourrait causer
un biais dans les processus de clivage en apportant, par exemple, un cofacteur exogene.
Cependant, cela ne semble pas étre le cas dans notre étude. En effet, I'obtention de résultats
comparables en systemes LRL et wT7/RK13 permet d'exclure l'intervention d'un composant
guelconque de la vaccine dans les différents essais réalisés au cours de ce travail. Pour
s'acquitter des artefacts possibles liés a la présence du second virus, 2 lignées cellulaires
stables comportant, intégré a leur génome, le gene de la polymérase T7 sous un promoteur
inductible par la tétracycline (systeme Tet on) sont en cours de réalisation au laboratoire a
partir des lignées cellulaires RK13 et LMH. Les lignées, une fois établies, faciliteraient les
études ultérieures en s'affranchissant du virus de la vaccine T7.

L'intégration des données fournies lors de l'expression des 4 constructions pBPLEG10,
pBPL10, pBPLEG10ko et pBPL11 a surtout conduit & démontrer que le processus de clivage
nécessitait le concours de la protéase fonctionnelle et du site EG10. Cette observation, sur
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laquelle était fondé en grande partie le travail de thése, a, de plus, été confortée par la
complémentation de la protéase mutée (pBPLEG10ko) par la protéase 3CD (Fig. 17).
Accessoirement, par ce test de complémentation, nous avons confirmé que le site nucléophile
représenté par la cystéine 1212 est essentiel a l'activité de la protéase 3C-like (Boniotti et al.,
1994). La simplicité de mise en ceuvre de cette technique fiable et reproductible, constitue un
avantage important par rapport aux approches décrites préecédemment. En effet, elle permet de
faire une étude comparative plus exhaustive de I'efficacité de coupure a partir de différentes
constructions lors d'un méme essai. Ainsi, cette technique originale nous a fourni le moyen
d'étudier le processus de clivage au niveau de tous les sites EG localisés le long de la
polyprotéine : EG1 (54-55), EG2 (143-144), EG3 (339-340), EG4 (718-719), EG5 (776-777),
EG6 (823-824), EG7 (1108-1109), EG8 (1168-1169), EG9 (1435-1436) et EG10 (1767-1768).
L'analyse comparée de I'efficacité de clivage de la protéase sur ces différents sites a permis de
les rassembler en 3 groupes (Fig. 20).

Le premier groupe est constitué de sites parfaitement clivés. Il comprend les sites EG4, EG7 et
EG10 précédemment décrits dans la littérature mais surtout un nouveau site de clivage que
cette étude a mis en évidence, le site EG2. Bien que l'existence d'un site de maturation situé
en N-terminal de la polyprotéine ait été détecté par Wirblich et al. (1996) et Kbnig et al. (1998),
le site de clivage impliqué n'avait pas été identifié jusqu'alors. Par ailleurs, comme nous l'avons
déja souligné, I'utilisation d'une approche systématique des sites potentiels de clivage nous a
permis de comparer et de hiérarchiser l'efficacité de clivage au niveau des différents sites.
Ainsi, I'efficacité de clivage au niveau des sites EG2, EG4, EG7 et EG10 s'est toujours révélée
largement supérieure a l'efficacité de clivage au niveau des autres sites. Cependant, la
hiérarchie établie suivant le taux du clivage pour chacun des 4 sites appartenant a ce groupe
peut étre différente selon le type d'activité testé. En effet, I'étude de l'activité protéolytique
exprimée en cis par la protéase 3CL a montré que la coupure au niveau du site EG4 était la
plus efficace et que les sites EG2 et EG7 étaient clivés avec une efficacité équivalente et
supérieure a celle observée au niveau du site EG10 (EG4>EG2=EG7>EG10) (Fig. 20B). Alors
qgue le clivage par l'activité trans de la protéase sur ces mémes sites montre une meilleure
efficacité au niveau du site EG2 qu'au niveau des 3 autres sites (EG2>EG4=EG7=EG10) (Fig.
28).

Le deuxiéme groupe est constitué des sites clivés faiblement. Il s'agit des sites EG3 et EG5. La
sensibilité de notre technique est telle que nous avons pu détecter une activité protéolytique
sur les sites EG3 et EG5 alors que le clivage au niveau de ces 2 sites n'avait pu étre mis en
évidence lors de I'étude du clivage en trans des polypeptides P22C et 2C3AB (Fig. 27C et D).
En outre, des tests préliminaires sembleraient montrer que l'apport en trans de différentes
protéines virales pourrait avoir une influence sur le clivage au niveau des sites EG3 et EG5. En
effet, en systéme LRL, le clivage du site EG5 au sein de la protéine de fusion montrerait une
Iégére augmentation par action en trans des protéases 3CY et 3CD (Fig. 28). De méme, en
systeme wT7/RK13, le clivage du site EG3 serait |[égerement stimulé par la présence de la
polyprotéine alors que le clivage du site EG5 serait inhibé (Fig. 34).

Le troisieme groupe est constitué de sites qui ne sont pas clivés. Il s'agit des sites EG1, EGS6,
EG8 et EG9. Notons que, dans notre systeme, une telle variation de clivage entre les différents
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dipeptides EG ne tient qu'a la nature des acides aminés constituant le site octapeptidique
centré sur le dipeptide EG.

Nous avons aussi testé le site ET identifié comme étant clivé faiblement par la protéase 3C-like
dans un systeme bactérien (Wirblich et al., 1995) bien qu'il n‘ait pu étre confirmé dans le
systeme eucaryote LRL (Wirblich et al., 1996). Dans notre étude que ce soit en systéme LRL
ou en systeme vwT7/RK13, il n'a pas pu étre démontré un clivage en cis au niveau de ce site.
Cependant, une étude préliminaire, qui reste donc a confirmer, sur l'intervention de cofacteurs
d'origine virale en systéme wT7/RK13 a permis de constater une Iégére activité protéolytique
au niveau du site ET en présence de la polyprotéine (Fig. 34). Cette activité correspondrait a
un clivage de 18% (au lieu de 4,8%) par rapport au clivage du site EG10 dans les mémes
conditions. Il est important de noter que cette activité n'a pu étre observée en présence des
produits de maturation p16, p65, p41l ou p72. Ce qui semblerait indiquer que, si la stimulation
du clivage ET s'avere réelle, elle serait nécessairement dépendante soit d'un produit de
maturation différent des intermédiaires primaires soit de I'action conjuguée d'au moins 2 de ces
produits de maturation primaires.

Enfin lors de cette approche trés dirigiste, nous avons également testé le clivage au niveau
d'un dipeptide QG installé dans un environnement favorable (environnement du site EG10)
pour 2 raisons précises. D'une part, la protéase 3C du poliovirus avait pour site de clivage
préférentiel le dipeptide QG (Palmenberg 1990) et d'autre part, il avait été démontré dans le
systeme LRL que la libération de I'hélicase se faisait par clivage au niveau de 2 dipeptides QG
chez le Southampton virus (Liu et al., 1996). Cependant, aprés avoir mis en évidence
I'efficacité du clivage au niveau du dipeptide QG installé dans I'environnement du site EG10,
nous avons montré que 2 des 3 sites QG recensés sur la polyprotéine du RHDV, soient les
sites QG1 (940-941) et QG2 (993-994) (Fig. 20B), ne correspondent pas a des sites de
maturation. Le troisiéme site, QG3 (1775-1776), n'a pas été inclus dans les essais bien que
Sylvie Laurent ait montré qu'une protéine commencant au niveau de la glycine 1776 était
capable de s'auto-assembler en pseudoparticules (Laurent et al., 1994); ce site est situé
guelgues acides aminés apres le début de la protéine de capside. Par ailleurs, il a été
démontré que la protéine de capside commencait soit par la méthionine si elle était traduite a
partir de 'ARN subgénomique, soit par la glycine 1768 du site EG10 si elle provenait du clivage
de la polyprotéine (Boniotti et al., 1994, Parra et al., 1993, Sibilia et al., 1995, Wirblich et al.,
1995).

Les différentes études existant sur les mécanismes de maturation de la polyprotéine des
calicivirus ont mis en évidence un nombre de possibilités restreint pour les acides aminés en
position P1 et P1': EG, EA, QG, ES et ET (Liu et al., 1996, Liu et al., 1999, Seah et al., 1999,
Sosnovtsev et al., 1998, Sosnovtseva et al., 1999). Plus particulierement, la mutagenése
dirigée sur les positions P1 et P1' du site EG7 de la polyprotéine du RHDV a permis de montrer
gue seuls les acides aminés acide glutamique (E), glutamine (Q) et acide aspartique (D) étaient
tolérés en position Pl et que les acides aminé glycine (G), sérine (S) et alanine (A)
permettaient un meilleur clivage lorsqu'ils occupaient la position P1' (Wirblich et al., 1995). Afin
de poursuivre la recherche de nouveaux sites de clivage potentiel nous avons décidé une
approche moins dirigiste, par mutagenése aléatoire du dipeptide EG2 en conservant son
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environnement (Tab. 12), sachant qu'il était statistiquement inconcevable d'étre exhaustif en
obtenant toutes les combinaisons possibles d'acides aminés avec cette technigue. De plus, en
s'apercevant que, lors de la synthése des oligonucléotides, il y avait un biais limitant la gamme
des dipeptides a tester par incorporation préférentielle d'une ou 2 bases sur les 4 possibles au
niveau de chacun des 6 sites mutés, nous avons décidé de restreindre I'étude aux 50 premiers
mutants. Ainsi, nous avons mis en évidence 6 sites, QS, NV, QA, SA, RP, GS et GV, qui dans
nos constructions pouvaient induire une activité luciférase supérieure a 50% lors d'expression
en systeme LRL. Lors de nos essais de mutagenése, nous n'avons pu obtenir de dipeptides
EX ou DX. Cependant, nous avons obtenu un large panel de dipeptide QX : QA, QS, QF, QI,
QP,QR et QL. Parmi ces différents dipeptides, seuls les dipeptides QA et QS induisent un
clivage significatif, ce qui confirme la nécessité d'un acide aminé avec un faible encombrement
stériqgue en position P1'. Cependant, le recensement des dipeptides sur la séquence de la
polyprotéine (Tab. 15) montre qu'il n'existe aucun dipeptide QS, ce dernier ne peut donc étre
un point de maturation. Par contre, on trouve des dipeptides QA en 7 points de la polyprotéine.
En fait, l'intégration des différentes informations, apportées par I'utilisation d'une technique mi-
dirigiste, mi-aléatoire en ne mutant qu'une position a la fois, aurait peut étre permis d'apporter
des informations plus riches.

Tableau 15 : Recensement sur la polyprotéine du RHDV des différents dipeptides étudiés dans le cadre
de la mutageneése dirigée aléatoire sur le site EG2

Dipeptides Effectifs

Qs 0
NV 5
QA 7
SA 8
RP 10
GS 13
GV 21

L'ensemble des observations précédentes conforte le réle essentiel de I'environnement proche
du site de coupure. En effet, nous avons montré précédemment qu'un méme dipeptide EG
correspondait ou ne correspondait pas a un site de clivage selon le contexte dans lequel il était
situé. De plus, lors de ces essais, nous montrons que des dipeptides non spécifiques (NV, SA,
RP, GS et GV), selon les criteres définis par Wirblich et al. (1995), placés dans un
environnement trés favorable pouvaient étre Iégerement clivés par la protéase 3C-like.

Ainsi, ces derniéres observations montrent que bien que le clivage soit fortement conditionné
par la nature des acides aminés situés en positions P1 et P1', I'environnement du dipeptide
substrat présente un réle essentiel dans le processus de clivage. En effet, on observe des
différences d'efficacité de clivage au niveau des différents sites EG alors que seuls les 6 acides
aminés environnant le dipeptide EG different. Cependant, l'alignement des séquences
peptidiques des sites EG clivés ou non clivés ne permet pas de faire ressortir une séquence
consensus (Tab. 16). Par ailleurs, I'analyse comparative de la séquence peptidique du site non
clivé EG9 avec celle du site clivé EG10, montre que les environnements de ces 2 sites sont
trés voisins. lls présentent en fait 3 différences au niveau des positions P4, P2 et P3'. La
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position P4 du site EG10 présente une asparagine alors que celle du site EG9 présente une
lysine, la position P2 présente une méthionine au lieu d'une lysine et la position P3' une alanine
au lieu d'une lysine. Au cours du DEA de Carine Pautigny, il a été montré au laboratoire que la
nature de l'acide aminé en position P3' ne semble pas influencer le clivage au niveau des sites.
En effet, 'échange réciproque des acides aminés P3' des sites EG10 et EG9, n'entrainait pas
de modification dans l'efficacité de clivage a ces sites. Il apparaissait méme un gain d'efficacité
de clivage au niveau du site EG10 muté 1 (NVMEGKKR) par rapport a celle du site EG10
d'origine (NVMEGKAR). L'analyse de la séquence peptidique du cdté N-terminal du site EG9
fait apparaitre un fort caractere basique. Bien que I'on ne puisse exclure que cette forte basicité
puisse expliquer l'absence de coupure au niveau du site EG9, nous privilégions plutdt
I'nypothése d'un contexte favorisant le clivage au niveau du site EG10. Ainsi, l'analyse du
tableau 2 met en relief la présence d'acides aminés hydrophobes (méthionine, phénylalanine et
tyrosine) en position P2 des 4 sites clivés. De plus, Wirblich et al. (1995) ont montré que le
remplacement de la tyrosine par une phénylalanine, une leucine ou une méthionine a la
position P2 du site EG7 par mutagenese dirigée ne perturbait aucunement l'efficacité de
clivage au niveau de ce site. Par ailleurs, C. Pautigny (1996) a établi que la mutation de la
méthionine en une sérine sur le site EG10 (muté 2) entraine une perte totale de l'efficacité de
clivage. Ces différentes observations tendraient a montrer que la nature de l'acide aminé en
position P2 influerait sur le processus de clivage. Cependant, I'analyse attentive du tableau 2,
nous conduit a relativiser cette derniére observation. En effet, le site QG2 présente une
phénylalanine en position P2 sans pour autant étre clivé alors qu'un dipeptide QG installé dans
I'environnement du site EG10 permet un léger clivage par la protéase 3C-like. Ces différentes
observations nous conduisent a une notion plus globale de la conjonction d'effets positifs ou
négatifs liés aux interactions qui s'établissent entre le dipeptide et son environnement. En
d'autres termes, ce sont les interactions réciproques qui existent entre le dipeptide et les acides
aminés présents dans son voisinage direct qui influencent I'efficacité du clivage.

Tableau 16 : Séquences peptidiques des différents sites étudiés lors de ce travalil

Position P4 P3 P2 P1 PL P2° P3 P4
EG2 P VvV F E G E V D
EG4 A S F E G A N R
EG7 N D Y E G L P G
EG10 N V M E G K A R
EG1I0mutél N V M E G K K R
EG1 Y G K E G P L E
EG6 N G V E G V T \Y,
EGS8 Q I A E G T P \Y,
EG9 K VvV K E G K K R
EG1I0muté2 N V S E G K A R
ET G V Y E T S N F
QG1 R G D Q G Vv D V
QG2 K A F Q G V K G
EG3 L I Vv E G V K S
EG5 P K I E G C V E

L'influence des acides aminés situés dans le voisinage direct du dipeptide substrat de la
protéase 3C a également été remarquée chez les picornavirus. Bien que n'ayant pu
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caractériser une séquence consensus déterminant un environnement favorable, il a été
observé gu'un petit nombre d'acides aminés se retrouvait préférentiellement en position P4 de
certains sites de clivage de la polyprotéine du poliovirus. Il s'agissait des acides aminés valine,
thréonine, proline mais, surtout, de I'acide aminé alanine (Blair and Semler 1991). De plus, il a
été montré, chez le poliovirus, que la maturation du précurseur comportant toutes les protéines
de capside nécessite des interactions complexes entre la molécule précurseur et la protéase.
En effet, la maturation de ce précurseur requiert une séquence peptidique primaire définie mais
aussi des structures secondaires et une structure tertiaire bien spécifique. Ainsi, la localisation
précise des peptides QG cibles dans le repliement tertiaire de cette molécule précurseur
semble nécessaire et, par ailleurs, sa maturation est inhibée par l'altération des feuillets b au
sein du précurseur (Ypma-Wong et al., 1988). Dans cet esprit, les essais de clivage en trans de
la protéase 3C-like sur différents polypeptides recouvrant la polyprotéine du RHDV (Fig. 27) ont
permis d'appréhender l'effet d'un environnement plus large sur l'efficacité de clivage. Ces
essais ont abouti a la confirmation du clivage au niveau des 4 sites majeurs (EG2, EG4, EG7 et
EG10) mais n'ont pas conduit a la mise en évidence de nouveaux sites de clivage.

G3 4 7 10
2 5 i i E
20 vpg P Dol oa oo Capside

pl6 p26

A.

pl6 P65 pa1 p72 VP60

p26 p37 p29 pl4  plé p57

Figure 37 : Représentation schématique des événements de maturation de la polyprotéine décrits par
Konig et al. (1998). A. Polyprotéine du RHDV. Les protéines dont la fonction est identifiée sont
représentées par des cadres. Les sites pouvant expliquer les points de maturation sont indiqués. B. Les
rectangles verts représentent les polypeptides générés par maturation de la polyprotéine. L'encadré en
pointillé précise le clivage informel du polypeptide p29.

A partir de I'analyse de I'expression des protéines virales lors d'infection par RHDV des cellules
primaires de foie de lapin, Konig et al. (1998) ont défini un modéle de maturation de la
polyprotéine du RHDV (Fig. 37). Celle ci semble requérir au moins 2 étapes successives lors
desquelles la polyprotéine subit 8 points de clivage. Les 4 sites, EG2, EG4, EG7 et EG10, mis
en évidence par notre technique permettent de décrire parfaitement la premiére étape de
maturation. Cette premiere étape conduit a la libération de 5 polypeptides : p16 qui est une
protéine virale mature, p65, est un intermédiaire contenant la p26 et I'hélicase, p41, est un
intermédiaire de maturation contenant la p29 et la VPg, p72, l'intermédiaire de maturation 3CD
contenant la protéase et la polymérase et, VP60, la protéine majeure de capside. Le site EG2
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permettrait le clivage par la protéase 3C-like aux extrémités C-terminale de p16 et N-terminale
de p65, le site EG4, le clivage aux extrémités C-terminale de p65 et N-terminale de p41, le site
EG7, le clivage aux extrémités C-terminale de p4l et N-terminale de p72 et le site EG10, le
clivage aux extrémités C-terminale de p72 et N-terminale de VP60.

La deuxiéme étape de maturation peut étre reliée aux sites plus faiblement clivés dans notre
étude tels que les sites EG3 et EG5. Le site EG3 permettrait de décrire le clivage a l'extrémité
N-terminale de I'hélicase et donc d'obtenir la libération compléte de I'hélicase. Le site EG5
permettrait de trancher entre les 2 hypothéses de Konig et al. (1998) (Fig. 37) en localisant le
clivage du polypeptide p29 du c6té N-terminal. Notons qu'un clivage au niveau du site EG5 ne
pourrait prendre effet que lors d'une troisieme étape de maturation de la polyprotéine.

Notre étude n'apporte pas de réponse quant au clivage du précurseur p72. Le site ET constitue
un candidat attrayant pour expliquer la maturation de la protéase et de la polymérase : il est
placé dans un environnement favorable (non basique du cété N-terminal et tyrosine a la
position P2) et il a été décrit comme faiblement clivé dans un systéme bactérien (Wirblich et al.,
1995). Cependant, le fait que le site ET ne soit pas clivé en systeme LRL (Fig. 20) (Wirblich et
al., 1996) nous conduit a relativiser les résultats obtenus dans un systeme bactérien. En effet,
l'identification du clivage a l'extrémité C-terminale de la protéase 3C-like du FCV par utilisation
d'un systéme bactérien (Sosnovtseva et al., 1999) avait conduit a l'identification de 2 sites
faiblement clivés, un site ET et un site EG. Or, ce site ET entrainerait, chez FCV, la libération
d'une protéase 3C-like de 30 kDa, taille largement supérieure aux tailles établies pour la
protéase 3C-like du RHDV (16 kDa), du Southampton virus (20 kDa) et du Camberwell virus
(20 kDa) (Konig et al., 1998, Liu et al., 1999, Seah et al., 1999) et le site EG entrainerait la
libération d'une polymérase non fonctionnelle. Ces résultats ont tendance a démontrer que le
systeme bactérien induit des conditions autorisant des clivages non spécifiques par la protéase
virale. En fait, seul le séquencage N-terminal du polypeptide p57 observée dans I'étude de
Konig et al. (1998) permettrait d'établir formellement la nature du site qui conduit au clivage
entre la protéase 3C-like et la polymérase du RHDV.

De méme, beaucoup d'hypothéses peuvent étre émises quant au clivage N-terminal de la VPg.
Aucun dipeptide EG n'est présent dans la région N-terminale de la VPg et les sites QG1 (940-
942) et QG2 (993-994) testés dans notre étude, quelles que soient les conditions que nous
avons utilisées, n'ont pas présenté la moindre possibilité d'étre clivés. La encore, il semble que
seul le séquencage N-terminal de la protéine p14 puisse renseigner sur ce site de coupure.
Cependant, pour envisager le séquencage, il parait nécessaire d'améliorer le systeme de
culture du RHDV ou de mettre au point des cellules exprimant la polymérase T7. En effet, la
méthode utilisée par Konig et al. (1998) pour préciser les étapes de la maturation, bien
gu'apportant beaucoup d'informations sur le processus de maturation de la polyprotéine du
RHDV, présente comme défaut majeur I'absence de production de virus infectieux. Ainsi,
l'infection des hépatocytes maintenus en culture sans division durant 4 semaines se limite aux
hépatocytes infectés lors de l'infection primaire.

L'analyse du profil de maturation de la polyprotéine du RHDV a permis de montrer que dans
notre modeéle le processus de maturation était un événement rapide et post-traductionnel (Fig.
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30). En effet, lors de I'étude cinétique de ce processus, nous avons observé 2 bandes, une
bande nette estimée a 250 kDa et une bande diffuse & 150 kDa, qui disparaissaient aprés 3h
d'expression. La présence de la bande de 250 kDa correspondant a la polyprotéine indique
gue dans notre modéle le processus de maturation prend effet aprés une production totale de
la polyprotéine. Ce qui est différent du poliovirus pour lequel les premiéres étapes de la
maturation sont des événements cotraductionnels (Ryan and Flint 1997). Les tests
d'immunoprécipitation (Fig. 31) par I'Ac monoclonal anti-VP60 réalisés aprés 3h d'expression
montrent que la protéine de capside n'est présente que sous forme mature (62 kDa). Ce
résultat signifie que le site EG10 est tres efficacement clivé. Par ailleurs, les tests
d'immunoprécipitation réalisés avec le sérum polyclonal anti-3D ont permis de constater 3
intermédiaires de maturation stables de 110 kDa, 88 kDa et 72 kDa. Ces 3 intermédiaires de
maturation, n'étant pas révélés par I'Ac monoclonal anti-VP60, se terminent nécessairement au
niveau du site EG10. Nous pouvons en déduire (Fig. 38) que le produit de maturation de 110
kDa correspond a un intermédiaire de maturation débutant au niveau du site EG4 (116 kDa),
gue le produit de maturation de 88 kDa correspond a un intermédiaire débutant au point de
clivage situé a I'extrémité N-terminale de la VPg (87 kDa) et le produit de maturation de 72 kDa
correspond a l'intermédiaire de maturation p72 décrit par Konig et al. (1998). Il est important de
noter que, dans notre modéle, on ne décele aucun produit de maturation de 58 kDa
correspondant a la polymérase mature.

pl6 | p26 Hélicase | P29 |VPg Prot Polymérase | Capside
_______________________________________________________________________________________________________________________|]
16 26 37 29 14 16 57 62 kDa
257
16 41 62 kDa
65 72 kDa
87 kDa
116 kDa

Figure 38 : Profil de maturation de la polyprotéine du RHDV. Les différentes protéines définies par Konig
et al. (1998) sont présentées au-dessus de la polyprotéine et les intermédiaires de maturation au-
dessous de la polyprotéine.

Ainsi, que ce soit dans le modele de Konig et al. (1998) ou dans le nbtre, l'intermédiaire p72 est
décrit comme une molécule stable. De méme, un précurseur p78 similaire a l'intermédiaire p72
du RHDV a été observé dans les cellules infectées par le FCV sans que ne soient détectées la
protéase ou la polymérase sous leur forme mature (Sosnovtseva et al., 1999). Par ailleurs, il a
été démontré que l'autoclivage de la molécule 3CD du poliovirus était trés faible et qu'il était
augmenté par une activité protéolytique exprimée en trans par la protéase 3CD sur elle-méme,
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augmentation directement liée au nombre de molécules 3CD générées (Lawson and Semler
1990, Parsley et al., 1999). Dans notre étude, I'analyse du clivage en trans de la protéine de
fusion (protéase-ET-luciférase) par la protéase sous sa forme 3CD n'a pas mis en évidence
une telle activité autocatalytique (Fig. 28).

Chez le poliovirus, il a été démontré que la protéase présentait une différence de spécificité de
clivage suivant sa forme 3C ou 3CD. Plus précisément, la forme 3CD de la protéase du
poliovirus permet une maturation efficace et compléte du précurseur P1 comportant les
protéines de capside, ce qui n'est pas le cas de la protéase sous sa forme 3C (Jore et al.,
1988, Parsley et al., 1999, Ypma-Wong et al., 1988). De plus, 3CD permet une maturation plus
efficace et plus rapide du précurseur P3 que 3C et toutes 2 montrent les mémes qualités de
clivage lors de la maturation du précurseur P2 (Parsley et al., 1999). En fait, il semblerait que
seule la forme 3CD de la protéase du poliovirus ait toutes les qualités requises pour la
maturation compléte de la polyprotéine. Ainsi, lors du travail de thése, il nous a été possible
d'une part de définir la capacité de clivage de la protéase courte située entre les acides aminés
1109 et 1251 (3CY) et d'autre part de comparer I'efficacité de clivage entre la protéase courte
(3CY) et le précurseur p72 (3CD). Nous avons donc mené une analyse de la capacité de
clivage en trans de différentes formes de la protéase (3CX, 3CY, 3CZ, 3CL et 3CD) sur le site
EG2 (Fig. 23). Ces différentes formes de la protéase 3C-like correspondent a l'intermédiaire de
maturation p72 (3CD) plus ou moins délétée en son extrémité C-terminale (Fig. 22). Ainsi, la
protéase 3CX correspond a la séquence polypeptidique allant de I'acide aminé 1109 a l'acide
aminé 1217 de la polyprotéine, la protéase 3CY de l'acide aminé 1109 a 1251, la protéase 3CZ
de l'acide aminé 1109 a l'acide aminé 1356, la protéase 3CL de l'acide aminé 1109 a l'acide
aminé 1435 et la protéase 3CD de l'acide aminé 1109 a 1767. Seule la protéase 3CX ne
possede plus d'activité protéolytique décelable en systeme LRL, bien qu'elle présente encore
les acides aminés définissant la triade catalytique caractéristique des chymotrypsine-like
cystéine protéases : His-1135, D-1152 et C-1212. Ce résultat obtenu avec la protéase 3CX
(1109-1217) est a rapprocher des résultats décrits par Boniotti et al. (1994) qui avaient
suggéré une participation essentielle de I'His-1227 dans le mécanisme catalytique. En tout
premier lieu parce que la mutation en asparagine ou leucine de cette histidine entraine une
perte de l'activité protéolytique mais aussi parce que cette histidine est conservée dans la
séquence des protéases virales ayant pour cible un dipeptide EG. Ainsi, les auteurs ont émis
I'nypothese que cette histidine tout en ne faisant pas partie du site actif pourrait intervenir dans
la fixation du substrat. Toutes les autres protéases, 3CY, 3CZ, 3CL et 3CD, clivent
efficacement le site EG2 en trans. Cependant, il faut noter que I'on peut définir un gradient
d'efficacité directement lié a la longueur du segment de la polymérase en fusion avec la
protéase, avec une efficacité maximale pour le précurseur p72 (3CD) (Fig. 23)

L'examen dans le détail de I'action en cis des protéases 3CY et 3CL sur les différents sites EG
rencontrés sur la polyprotéine met en évidence des différences de clivage entre ces 2
protéases (Fig. 39). Plus précisément, I'efficacité de clivage de la protéase 3CY par rapport a
celle de la protéase 3CL est réduite de moitié au niveau des sites EG4 et EG10 et de 3/4 au
niveau du site EG7. Par ailleurs, il est important de noter I'apparition d’un faible clivage par la
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protéase 3CY au niveau des sites non clivés par la protéase 3CL tels que les sites EG1, EG6,
EG8, EGY9, QG1 et QG2. L'ensemble de ces observations montre que non seulement la
protéase 3CY présente une efficacité de clivage moindre sur les sites EG4, EG7 et EG10 mais
gu'en plus elle semble perdre une partie de sa spécificité de clivage.

DOprotéase 3CL encis
100 | == Bprotéase 3CY encis

30

20 ~

10
0

Activitésluciférase (%)

EG1
EG2
EG3
EG4
EG5
EG6
EG7
EGS
EG9

ET

QG1

QG2

EG10

Figure 39 : Histogramme récapitulatif comparant les activités luciférase aprés expression en systeme
vT7/RK13 des constructions portant le gene 3CY avec les activités luciférase des constructions portant
le gene 3CL. Les activités luciférase sont rapportées en pourcentage de celle de pBPLEG10 dans
chaque essai.

Ainsi, de proche en proche, partant du principe que la protéase 3CL présente une efficacité de
clivage en cis supérieure a celle de la protéase 3CY, nous pouvons supposer que la protéase
3CD présenterait aussi une activité de clivage en cis supérieure a celle de 3CY. D'ailleurs, lors
de l'analyse du profil de maturation en systéme LRL (Fig. 31), nous n'avons d'une part décelé
gue la protéase 3CD et nous avons d'autre part observé un clivage rapide des sites EG4, EG7
et EG10. Or, le clivage au niveau des sites EG7 et EG10 ne peut se réaliser que par une
manifestation en cis de l'activité protéolytique de la protéase 3CD. Ainsi, dans notre modéle,
nous montrons que la protéase du RHDV est plus efficace sous sa forme 3CD que sous sa
forme 3CY et que la forme 3CY ne semble pas posséder une spécificité de clivage particuliere
lors de la maturation de la polyprotéine du RHDV. On pourrait supposer que, comme pour le
poliovirus, le précurseur p72 suffirait a la maturation de la polyprotéine du RHDV et que le
clivage de cet intermédiaire serait nécessaire a d'autres fonctions durant le cycle viral.
Notamment, chez le poliovirus, le clivage du précurseur 3CD a été décrit comme faible et tardif
dans le cycle mais nécessaire pour que la polymérase 3D soit fonctionnelle (Harris et al., 1992,
Lawson and Semler 1990, Molla et al., 1994). Par ailleurs, dans différentes études, il est fait
état de l'intervention de la forme 3C de la protéase pour le clivage de diverses protéines
cellulaires telles que le facteur d'initiation de la traduction elF4A, I'activateur de transcription
Oct-1 et une protéine du cytosquelette (Belsham et al.,, 2000, Joachims et al., 1995,
Yalamanchili et al., 1997). Cette activité protéolytique manifestée par la forme 3C de la
protéase des picornavirus semble intervenir dans les étapes tardives de la production des
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virions et provoquer la mort par apoptose des cellules hétes (Barco et al., 2000). Ainsi, bien
gue cela reste a démontrer, il se pourrait que, comme pour le poliovirus, le clivage du
précurseur p72 de RHDV interviennent tardivement dans le cycle viral et soit nécessaire pour
gue la polymérase 3D puisse présenter une activité.

De facon évidente, la protéase du poliovirus a un role majeur dans la régulation du cycle viral.
Ce roéle prendrait effet en modulant le taux de clivage sur certains points de maturation pour
permettre la production d'intermédiaires de maturation stables. En effet, il a été remarqué que
chez le poliovirus les intermédiaires de maturation possedent une fonction indispensable au
bon déroulement du cycle viral. Pour exemple, l'intermédiaire 2BC facilite la formation des
virions dans les cellules infectées en augmentant le niveau calcique intracellulaire (Aldabe et
al., 1997) et les intermédiaires 3AB et 3CD forment un complexe ribonucléoprotéique avec
I'extrémité 5' de 'ARN génomique entrainant I'arrét de la traduction et favorisant la synthése de
nouveaux exemplaires de I'ARN génomique (Gamarnik and Andino 1998, Harris et al., 1994).
Ainsi, dans notre modele, la protéase du RHDV pourrait aussi présenter une fonction de
régulation du cycle viral de par son efficacité de coupure différentielle sur certains sites. En
effet, nous avons observé la présence d'intermédiaires de maturation stables p116, p87 et p72
(Fig. 37 et 31) qui pourraient jouer un rble dans le cycle viral. A titre d'exemples, le faible
clivage observé au niveau du site EG3 permet l'accumulation de l'intermédiaire p65 et le
clivage du site EG2, la libération rapide et efficace de la protéine p16, ce qui pourrait étre relié
a un role de p16 et p65 lors d'événements précoces du cycle viral.

L'organisation des protéines non structurales au sein de la polyprotéine du RHDV montre une
remarquable similarité avec celle des picornavirus. Cette analogie, bien qu'ayant permis
d'identifier I'nélicase, la protéase 3C-like et 'ARN polymérase ARN dépendante au sein de la
polyprotéine du RHDV, n'a pu permettre I'identification de la fonction des protéines p16, p26 et
p29 (Meyers et al., 1991). Notamment, le poliovirus présente une activité protéolytique
supplémentaire exprimée par la protéase 2A (Ryan and Flint 1997). Cependant, aucune étude
dans le monde des calicivirus n'a rapporté la possibilité d'une protéase en sus de la protéase
3C-like. D'ailleurs, Boniotti et al. (1994) avaient démontré que la partie N-terminale de I'acide
aminé 9 a l'acide aminé 1032 de la polyprotéine du RHDV ne présentait pas d'activité
autocatalytique. De méme, dans le cas de notre étude, nous n‘avons pu observer d'activité
autocatalytique des protéines p16 et p29 au sein des polypeptides P1P2 et 2C3AB. Il a, donc,
été suggéré que la protéase 3C-like soit la seule responsable de la maturation de la
polyprotéine du RHDV (Wirblich et al., 1996). Cependant, a ce jour, aucune étude n'a permis
d'exclure l'intervention d'une protéase d'origine cellulaire.
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Conclusion/Perspectives

Au début de ce travail, peu dinformations étaient disponibles sur les mécanismes de
maturation de la polyprotéine du RHDV. Par ailleurs, le virus RHDV ne se multipliant pas en
culture cellulaire les moyens d'investigations étaient limités.

L'utilisation du géne de la luciférase comme géne rapporteur nous a permis d'élaborer une
technique originale permettant d'évaluer le taux de clivage sur différents sites par expression
en cis de l'activité protéolytique de la protéase du RHDV. Cette technique a pu, non seulement,
étre utilisée en systéme d'expression TNT7/lysat de réticulocytes mais aussi en systéme
vaccine T7/cellules de rein de lapin. En effet, a I'époque, la recherche des sites de clivage
permettant de décrire le processus de maturation de la polyprotéine du RHDV se faisait
classiquement en systéme bactérien ou TNT7/lysat de réticulocytes de lapin. Le systéme
vaccine T7/cellules de reins de lapin a permis d'étudier les mécanismes de la maturation dans
un systeme eucaryote cellulaire.

Cette technique originale s'est révélée souple, reproductible et simple d'utilisation. Elle a
permis d'identifier un nouveau site parfaitement clivé, le site EG2 (143-144) et des sites
faiblement clivées EG3 (339-340) et EG5 (776-777). Ces 3 sites de clivage s'integrent
parfaitement dans le modele de maturation proposé par Konig et al. (1998).

Ce travail de thése permet de présenter pour la premiére fois une analyse comparée de
I'activité protéolytique de la protéase courte (1109-1251) telle qu'elle a été décrite par Wirblich
et al. (1995) avec celle du précurseur p72 (3CD). La protéase courte est capable d'exercer une
activité trans au niveau des sites EG2, EG4 et EG10 et d'une activité cis au niveau des sites
EG2, EG4, EG7 et EG10. Cependant, il semblerait que ce soit la protéase p72 qui possede la
meilleure efficacité de clivage et qui soit donc responsable de la maturation de la polyprotéine
du RHDV.

Bien qu'ayant répondu a des questions essentielles, ce systéeme semble trop limité pour bien
décrire la maturation compléete de la polyprotéine du RHDV. Il semble nécessaire de
développer un systeme de culture cellulaire permettant la réplication du virus ou permettant
I'expression de la construction de pUGG10 (cellules Tet on). Ces systemes cellulaires
pourraient non seulement aboutir & une production suffisante de protéines virales pour réaliser
des expériences de séquencage N-terminal et d’'identifier ou confirmer les sites de maturation
mais en plus, elle permettrait I'étude des interactions moléculaires intervenant dans le cycle
viral.
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