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Résumeé

L'utilisation thérapeutique de glycoprotéines recombinantes produites dans le systeme
baculovirus-cellules d'insectes reste limitée par le potentiel de glycosylation de ces cellules,
qui produisent essentiellement des structures O- et N-glycanniques courtes. Notre travail

s'inscrit donc dans un effort global d"humanisation” de la glycosylation des protéines

produites dans les cellules de Lépidoptéres.

Nous nous sommes d'abord attachés a comprendre la voie de maturation des N-
glycannes dans des cellules Sf9. L'utilisation d'inhibiteurs de la maturation ou du trafic
intracellulaire nous a permis d'identifier des intermédiaires clés et de confirmer I'hypothése
que la maturation des N-glycannes dans les cellules d'insectes et de mammiferes suivent un
chemin métabolique paralléle jusqu'a la formation de I'espéce GIcNAcMans[Fuc]GIcNAC,.
Chez les insectes, cette structure est ensuite substrat d'une B-N-acétylglucosaminidase qui

produit I'espece finale Mans[Fuc]GIcNAC.

Cette voie de maturation peut néanmoins étre déviee vers la synthése de N-glycannes
de type complexe par l'addition de glycosyltransférases absentes : ainsi, I'expression d'une

B1,4-galactosyltransférase permet la synthese de I'espece GalGIcNAcMans[Fuc]GIcNAC,.

Notre intérét s'est ensuite porté sur l'ingénierie de la sialylation dans les cellules
d'insectes, compliquée par l'absence du donneur d'acides sialiques, le CMP-Neu5Ac. Notre
stratégie a été d'exprimer la trans-sialidase de Trypanosoma cruzi sur la membrane plasmique
des cellules, afin qu'elle puisse sialyler les glycoprotéines sécrétées en utilisant des donneurs
du milieu. La construction exprimée grace a un vecteur baculovirus code une enzyme active,
dont une partie est retrouvée sur la membrane plasmique et sur I'enveloppe des particules
virales, tandis qu'une partie, croissante avec l'infection, est soluble. Néanmoins, le systeme

permet une sialylation quantitative d'accepteurs exogenes.

Notre étude contribue a montrer que I'ingénierie de la glycosylation dans le systeme
baculovirus-cellules d'insectes est envisageable. Pour résoudre le probleme de la sialylation,

la trans-sialidase est une alternative possible aux sialyltransférases.



Modification of insect cell glycosylation

One limitation to the therapeutic use of insect cell-produced recombinant
glycoproteins is their glycosylation potential which mainly leads to short O- and N-glycans.
Thus, our work is part of a global effort to "humanize" the glycoproteins produced in

Lepidopteran cells.

Our first concern was to understand the N-glycan processing pathway by metabolically
labeling Sf9 cells. The use of processing inhibitors and of an intracellular trafficking inhibitor
led us to the identification of key intermediates, thus confirming the hypothesis that the N-
glycan processing pathway in insect cells parallels the one of mammalian cells up until the
formation of the GIcNAcMans[Fuc]GIcNAC,. In insects, this structure is the substrate for a [3-

N-acetylglucosaminidase, yielding Mans[Fuc]GIcNAcC,.

Nonetheless, this processing pathway can be diverted to the synthesis of complex-type
N-glycans by adding the lacking glycosyltransferases. As an example, the expression of a

[1,4-galactosyltransferase allows the formation of GalGIcNAcMans[Fuc]GIcNAC;.

We were then interested in engineering the sialylation in insect cells, which is
complicated by the lack of the sialic acid donor, CMP-Neu5Ac. Our strategy was to express
Trypanosoma cruzi trans-sialidase on the plasma membrane of insect cells, so that the
enzyme can sialylate secreted glycoproteins, using sialylated donors from the medium. The
construction was expressed by a baculovirus vector and found to encode an active enzyme
which is partially located on the membrane and in the envelope of viral particles, while an
increasing amount is soluble. However, the system can achieve the quantitative sialylation of

exogenous acceptors.

Our study contributes to demonstrate that engineering the glycosylation pathways in
insect cells can be considered. The trans-sialidase is a potential alternative to

sialyltransferases to address the question of the sialylation.



"Si la nature apparut d'abord a I'nomme comme un donné qu'il ne pouvait maitriser parce qu'il
ne pouvait que l'observer a défaut de le comprendre, qui profitait & son corps ou le menagait,
jamais depuis qu'il est homme il ne sut s'en contenter. Toujours, il lui fallut chercher a
conserver ou a modifier le vivant qui l'entourait, parce que d'abord il lui fallait protéger son

corps, sa vie méme."

Francois Gros in "I'Ingénierie du vivant™, éd. Odile Jacob, 1992.
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ADN
ADNCc
AEP
ARN
Asp
ATP
BHK
CDG
CHO
CMP
EDTA
FDA
Fn3

Fuc

Gal
GalNAc
GDP
Glc
GIcNAc
GIcNAC-T ou GNT
Glc-NH,
Glc-P-Dol
GM-CSF
GPI

GV
HBsAg
hGH
HPAEC
HPLC
IFN

1gG
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acide désoxyribonucléique

acide désoxyribonucléique complémentaire
aminoéthylphosphonate

acide ribonucléique

acide aspartique

adénosine triphosphate

Baby Hamster Kidney

Congenital Disorders of Glycosylation
Chinese Hamster Ovary

cytidine monophosphate

ethylene diamine tetraacetic acid
Food and Drug Administration
module de type Il de fibronectine
L-fucose

D-galactose
D-N-acétylgalactosamine
guanidine diphosphate

D-glucose

D-N-acétylglucosamine
D-N-acétylglucosaminyltransférase
D-glucosamine

glucosyl phosphodolichol

Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor

glycosyl-phosphatidylinositol
Granulosis Virus
antigéne de surface du virus de I'hépatite B

human Growth Hormone

High Performance Anion Exchange Chromatography

High Performance Liquid Chromatography
interféron

immunoglobuline G



IL

Kdn
LTR
MAA
MAG
MALDI
Man
Man-6-P
Man-P-Dol
MNPV
MOI
4MU-NANA
N-CAM
Neu5Ac
Neu5Gc
NPV
PDI

pfu

p.i.
PIPLC
PNGase
RCA

RE (ER)
Ser
SNA
Thr

TS

UDP

interleukine

acide 2-ceto-3-désoxynononique

Long Tandem Repeat

Maackia amurensis agglutinin

Myelin Associated Glycoprotein

Matrix Assisted Laser Desorption lonization
D-mannose

mannose-6-phosphate

mannosyl phosphodolichol

Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus
multiplicity of infection

acide 4'-méthyl-umbelliféryl N-acétylneuraminique
Neuronal Cell Adhesion Molecule

acide N-acétylneuraminique

acide N-glycolylneuraminique

Nuclear Polyhedrosis Virus

peptide disulfide isomérase

plaque forming unit

post-infection

Phosphatidylinositol phospholipase C
peptide N-glycanase

Ricinus communis agglutinin

reticulum endoplasmique (endoplasmic reticulum)
L-Sérine

Sambucus nigra agglutinin

L-thréonine

trans-sialidase

uridine diphosphate
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La production de protéines recombinantes

Issue des techniques du génie génétique, dont les premiers jalons ont été posés par Cohen
et al. en 1973, la production de protéines recombinantes est un élément essentiel des
biotechnologies actuelles. Elles ont envahi la bioindustrie et représentent un vaste réservoir de

nouveaux médicaments potentiels.

1. Définition

Une protéine recombinante résulte de I'expression par un organisme ou une cellule hote
d'un ADN étranger. La protéine, synthétisée par une cellule différente de sa cellule d'origine, est
aussi dite hétérologue. Un systeme efficace de production de protéines recombinantes s‘appuie
sur: (i) un gene ou un ADN complémentaire codant la protéine d'intérét, qualifié d'insert, (ii) un
vecteur d'expression transportant le géne d'intérét, et (iii) une cellule héte qui exécute les

instructions fournies par l'insert pour synthétiser la protéine.

2. Applications

L'expression d'une protéine recombinante peut étre une nécessité pour établir la fonction
d'un gene. Il existe divers systemes d'expression voués a optimiser la production et la purification
des protéines recombinantes. Au niveau industriel, des centaines de protéines recombinantes
peuvent étre fabriquées pour cribler de nouveaux médicaments, selon le postulat que les cibles
pour la thérapie sont, pour une grande majorité, des protéines. Ces méthodes peuvent étre
automatisées pour le criblage a haut débit. Le séquencage du génome humain publié en février
2001 (Nature, 409, n°6822 ; Science, 291, n°5507) devrait, entre autres, multiplier les cibles
potentielles a explorer.

En outre, les protéines recombinantes peuvent aussi constituer un produit industriel a

haute valeur ajoutée :

¥¢ De nombreuses enzymes sont ainsi produites pour des secteurs industriels aussi différents que
ceux de la pharmacie, de l'agro-alimentaire, du textile, de la tannerie, du papier, et des
détergents. Ces outils moléculaires ont constitué, il y a une vingtaine d'années, une petite
révolution : non polluants, biodégradables, ils consomment nettement moins de réactifs
toxiques et colteux et produisent beaucoup moins de déchets que les réactifs chimiques

classiques.



Y Gréace a leur spécificité tres fine, les protéines recombinantes peuvent constituer de puissants

réactifs diagnostics.

Y Enfin, des protéines recombinantes peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques,
constituant une nouvelle génération de produits dits biopharmaceutiques extrémement précis

et prometteurs.

3. Les principaux systéemes d'expression

3.1. Les qualités d'un systéme d'expression efficace

Le systeme idéal doit permettre une production abondante a des co(ts raisonnables. Pour
cela, les cellules hotes doivent se préter a la culture a densité élevée en fermenteurs, étre

résistantes et peu exigeantes en milieux nutritifs.

Il faut ensuite s'assurer que la protéine soit correctement synthétisée et repliée, que les
bons ponts disulfures soient établis, qu'elle ne subisse pas de protéolyse inopportune, et que les
modifications post-traductionnelles soient réalisées: en somme, il faut que la molécule
recombinante soit semblable voire identique a la protéine native. La question encore délicate de
la glycosylation, cruciale pour les applications thérapeutiques, sera discutée dans le deuxiéme

chapitre de cet exposé.

Enfin, la purification est un point essentiel : elle doit étre simple, rapide et garantir le
maintien de toutes les propriétés physico-chimiques et biologiques de la protéine. Les capacités
de secrétion des cellules hétes sont un critere déterminant. Sur le plan sanitaire, il faut se
débarrasser des toxines éventuellement contenues dans les milieux de culture et surveiller les

risques de contaminations virale ou bactérienne ou encore la présence de prions.

3.2. Les systemes procaryotes

La bactérie Escherichia coli fut et reste le premier hote utilisé pour la fabrication de
protéines recombinantes (Dodet, 1990). Ses avantages incontestables sont une génétique
parfaitement connue, une culture relativement simple et peu colteuse, et des taux d'expression
trés élevés, de l'ordre de plusieurs grammes de protéine par litre pour des cultures de masse en
fermenteurs. Un grand nombre de vecteurs plasmidiques sont disponibles pour faciliter I'insertion
de genes étrangers et la sélection des recombinants, contrdler trés précisément I'expression, et

purifier la protéine produite.



L'un des principaux inconvénients d'E. coli est qu'elle sécrete mal les protéines. D'autres
hotes procaryotes suscitent l'intérét des industriels, notamment Bacillus subtilis et le genre
Streptomyces, qui présentent de meilleures propriétés de sécrétion qu'E. coli. Néanmoins, grace
aux progrés dans la connaissance de ses mécanismes de secrétion, de nouveaux vecteurs
permettant un adressage spécifique des protéines recombinantes dans les différents

compartiments cellulaires sont apparus (Pines et Inouye, 1999 et Cornelis, 2000).

Pourtant, les procaryotes ne constituent pas le systeme idéal pour la production de
protéines recombinantes car ils ne sont pas capables de réaliser les modifications post-
traductionnelles de type eucaryote. Ceci peut avoir des conséquences essentielles sur la
conformation, l'activité biologique ou encore I'antigénicité de la protéine. E. coli reste donc un
systeme de choix pour des molécules simples, mais son utilisation est exclue pour des protéines
plus complexes. Parmi les protéines eucaryotes produites avec succes en systéme procaryote,
I'insuline, premiére protéine recombinante utilisée en thérapie humaine, a été commercialisee

depuis 1982 sous forme injectable.

3.3. Les systémes eucaryotes

3.3.1. Les levures et les champignons filamenteux

Ces eucaryotes présentent a la fois I'avantage de se multiplier rapidement et de pousser sur
des milieux simples, et l'aptitude a réaliser un grand nombre de modifications post-
traductionnelles connues telles que la carboxylation, I'acylation, la phosphorylation et la

glycosylation, celle-ci différant toutefois substantiellement de celle des mammiféres.

Parmi les levures, la mieux connue est la levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae.
Les taux d'expression de protéines hétérologues peuvent atteindre plusieurs centaines de
milligrammes par litre de culture. Par contre, les protéines restent souvent cytoplasmiques, ce qui
nécessite leur extraction apres la lyse des cellules. La encore, la sécrétion et la maturation
peuvent étre améliorées par adjonction de signaux spécifiques (Eckart et Bussineau, 1996).
D'autres organismes semblent étre de bons candidats pour la production de protéines
recombinantes, étant meilleurs sécréteurs. C'est le cas de Pichia pastoris, une autre levure qui a la
particularité de pousser sur du méthanol, tres économique, et est capable de convertir 30 a 40%

de son poids en protéines (Dodet, 1990). De grandes quantités de protéine d'intérét, de lI'ordre de



quelques grammes par litre, peuvent étre obtenus. Le systeme levure convient tout a fait a la

production industrielle d'enzymes parfaitement actives (Malissard et al., 1999).

Les champignons filamenteux de la famille des Aspergillus sont également utilisés pour la
production de quelques enzymes industrielles. Bons sécréteurs, ils réalisent des modifications
post-traductionnelles plus proches de celles des cellules animales que ne le font les levures. Les
taux de production sont tres variables d'une protéine a l'autre, mais atteignent dans certains cas

des taux considérables (plusieurs dizaines de grammes par litres) (Maras et al., 1999).

3.3.2. Les plantes transgéniques

L'insertion d'un gene étranger dans une plante est rendue possible grace a la bactérie
Agrobacterium tumefaciens. Cette bactérie est capable de provoquer des tumeurs chez certaines
plantes comme le tabac ou le mais, grace a un plasmide particulier, dit "tumor inducing™ (Ti),
capable de s'introduire dans une cellule infestée et de s'intégrer de facon stable a un chromosome.
Cette propriété a été mise a profit pour transformer les cellules végétales avec des plasmides
recombinants contenant les séquences d'intérét. Les plantes transgéniques générées a partir de ces
cellules transformées représentent une source considérable et tres bon marché de protéines, avec
peu de risques de contaminations virales ou bactériennes (pour revue, voir Giddings et al., 2000).
La sécrétion des protéines par les cellules végétales conduit a leur accumulation dans Il'espace
extra-cellulaire, ou elles restent prisonnieres de la paroi et sont donc difficiles a purifier. C'est
pourquoi les proteines recombinantes sont le plus souvent adressées grace a des signaux
spécifiques vers la vacuole ou le reticulum endoplasmique, dont I'environnement garantit une
meilleure stabilité. En outre, la purification des protéines a partir de ces compartiments est plus
simple. Ce systéme semble néanmoins trés prometteur pour la fabrication a faible colt de vaccins
administrés par voie alimentaire, particulierement adaptés aux besoins des pays en voie de

développement (Walmsley et Arntzen, 2000).

3.3.3. Les cellules animales

Les principaux systemes sont des cellules de mammiféeres ou d'insectes (pour revue, voir

Geisse et Kocher, 1999, et Geisse et al., 1996), ou des mammiféres transgéniques.



a. Les cellules de mammiféres

Il existe une pléthore d'hotes mammiféres utilisés pour la production de protéines
recombinantes. Le choix dépend de [l'utilisation prévue, des quantités recherchées et de la

nécessité ou non d'une expression continue.

Les cellules les plus largement utilisées sont les cellules d'ovaire de hamster chinois, CHO
(Chinese Hamster Ovary), et les cellules de rein de hamster nouveau-né, BHK (Baby Hamster
Kidney). Ces cellules peuvent subir des transfections stables, grace a une pression de sélection.
Les lignées cellulaires ainsi obtenues produisent en continu et de facon constante les protéines
d'intérét. En outre, elles peuvent étre cultivées en fermenteurs et sans sérum. Les protéines
recombinantes sont trés semblables aux molécules natives, ce qui en fait le systeme préféré a
I'neure actuelle pour la fabrication de protéines pour la thérapie humaine, malgré des taux
d'expression assez faibles et une culture délicate et coteuse. Néanmoins, leur physiologie est tres
bien connue et I'optimisation des rendements fait I'objet de nombreuses études. Parallélement au
développement de vecteurs toujours plus puissants, il est notamment possible de travailler sur le
contréle de la prolifération et de I'apoptose pour augmenter la productivité et améliorer la qualité
des protéines synthétisées (Fussenegger et al., 1999), ou sur le contréle de lI'expression de génes
endogenes (Warner, 1999). D'autres lignées cellulaires sont couramment utilisées en laboratoire
pour I'expression transitoire, en particulier les cellules COS, de rein de singe vert.

Une autre application possible est I'expression de protéines recombinantes chez des
animaux transgéniques entiers, notamment dans la glande mammaire. Ces animaux sont obtenus
par microinjection du géne étranger dans le pronucleus de I'ceuf fécondé, qui est ensuite
réimplanté dans l'utérus d'une femelle. La technique est surtout appliquée pour des souris, dont
I'élevage est peu colteux, mais peut I'étre pour d'autres animaux, notamment des chevres ou des
brebis. Les protéines obtenues sont faciles a purifier, parfaittment maturées et en quantités
satisfaisantes. Une dizaine de brebis transgéniques suffiraient a satisfaire la demande mondiale en
facteur 1X (Gros, 1992). Néanmoins, ce systeme se heurte toujours a des problémes d'éthique.

b. Les cellules d'insectes
Le systeme baculovirus-cellules d'insectes, I'un des plus populaires pour I'expression de
protéines recombinantes d'origine eucaryote, s‘appuie sur l'insertion du ou des genes a exprimer

dans le génome d'un baculovirus vecteur, et sur I'infection de cellules en culture ou de larves de



Lépidopteres par le virus recombinant (pour revue, voir Miller, 1988 ; Fraser, 1992 ; Devauchelle
et Cerutti, 1993 et 1999 ; Jarvis, 1997 et Possee, 1997). Le systeme a l'inconvénient d'étre lytique
et donc transitoire, mais ses atouts sont les tres hauts niveaux d'expression et les relatives rapidité

et facilité avec lesquelles les recombinants sont obtenus. Ce systeme fera I'objet du chapitre I1I.

4. Les protéines recombinantes en thérapie humaine

En 2000, une soixantaine de protéines recombinantes étaient répertoriées sur le marché
pharmaceutique (Walsh, 2000), mais des centaines d'autres molécules sont en cours d'évaluation.
60 millions de patients a travers le monde ont déja bénéficié de ces nouveaux produits, dont le

précurseur fut I'insuline commercialisée en 1982 par la société Eli Lilly sous le nom d’humuline.

4.1. Avantages des protéines recombinantes sur les protéines naturelles

La technologie de I'ADN recombinant a un impact triple sur la production de protéines
thérapeutiques. Tout d'abord, il a permis de contourner les problémes liés a I'approvisionnement a
partir d'une source naturelle, souvent insuffisant en termes de quantités mais aussi compliqué
dans certains cas par une extraction difficile ou méme dangereuse comme le venin de vipeére,

source d'un anticoagulant dont la version recombinante est aujourd'hui en cours d'évaluation.

D'autre part, les techniques d'ingénierie des protéines ont permis aux sociétes
pharmaceutiques d'introduire des modifications dans la séquence peptidique afin d'augmenter
I'efficacité ou la rapidité d'action des protéines recombinantes. On peut ainsi tailler sur mesure
une protéine pour modifier l'une de ses propriétés en se basant sur des techniques de

modélisation, ou méme générer de nouvelles protéines de fusion.

Enfin, une considération d'importance grandissante concerne la sécurité liée aux produits
recombinants par rapport a la source naturelle. L'exemple le plus frappant reste celui de
I'normone de croissance humaine (hGH) extraite jusqu'en 1985 de glandes pituitaires de cadavres.
La découverte d'un lien entre ce traitement et la maladie de Creutzfeld-Jacob a mis fin a cet
approvisionnement et a profité a la société Genentech qui commercialisait la premiére hormone

de croissance humaine recombinante (Walsh, 2000).

Néanmoins, des risques de contaminations par des virus, de I'ADN ou des protéines

existent pour les protéines d'extraction comme pour les protéines recombinantes. Les exigences
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de pureté et de securité sont par consequent équivalentes pour les deux types de protéines

thérapeutiques (Faure et al., 1991 et Dodet, 1992).

4.2.

Les protéines recombinantes utilisées en thérapie humaine sont des hormones, des

facteurs sanguins, des facteurs de croissance hématopoiétiques, des interférons et interleukines, et

des vaccins.

Il faut noter qu'un nombre limité d'hotes, ceux dont la biologie est la mieux caractérisée,

Quelques exemples

sont aujourd'hui agréés pour la production de protéines recombinantes a visée thérapeutique.

Tableau | : Quelques

exemples

de

protéines

thérapeutiqgues commercialisées, d'aprés Walsh (2000).

recombinantes

Catégorie Protéine* Systeme de | Nom commercial | Société
production
hormones rhGH E. coli Humatrope Eli Lilly
rhGH modifiée E. coli Protropin Genentech
Glucagon S. cerevisiae | Glucagen Novo Nordisk
Facteurs sanguins | Facteur IX CHO Benefix Genetics Institute
Facteur VIII BHK Kogenate Bayer
Facteurs de Erythropoiétine CHO Neorecormon Boerhinger-
croissance Mannheim
hématopoiétiques GM-CSF modifié |E. coli Leukine Immunex
Interférons, IFN-a.2b E. coli Alfatronol Schering Plough
Interleukines IL-2 modifiée | E. coli Proleukin Chiron
Vaccins HBsAg S. cerevisiae | Merck Recombivax

(hépatite B)

*Toutes les protéines citées sont des protéines recombinantes d'origine humaine. Les protéines modifiées

résultent d'une modification du géne humain.

Abréviations :

du virus de I'népatite B.

rhGH, hormone de croissance humaine
Macrophage Colony Stimulating Factor ; IFN : interféron, IL : interleukine ; HBsAg : antigéne de surface

11

recombinante ;

GM-CSF :

Granulocyte-



. La glycosylation des protéines : application aux glycoprotéines
recombinantes

1. Définition

La structure primaire de la chaine polypeptidique ne dépend que de celle de I'ADN
complémentaire, et est donc parfaitement contrélable, car le code génétique est universel. Mais la
plupart des protéeines subissent, au cours de leur synthése et de leur maturation, des modifications
dites co- ou post-traductionnelles. Ces modifications dépendent de la protéine et de I'équipement
enzymatique de la cellule héte. La glycosylation, qui est en fait un terme générique pour désigner
différentes réactions d'addition covalente de chaines d'oligosaccharides ou oligosides sur un
squelette peptidique (ou sur un lipide), est probablement la plus importante chez les eucaryotes,
elle est aussi I'une des plus complexes. D'aprés Hanisch (2001), plus de la moitié des protéines

répertoriées dans les bases de données seraient des glycoprotéines.

2. Structures glycanniques courantes chez 'homme

2.1. N-glycosylation

C'est la mieux connue et la plus répandue des formes de glycosylation. Les N-glycannes
sont toujours liés a un résidu d'asparagine au sein d'une séquence particuliére aussi appelée
séquon de formule Asn-X-Thr/Ser, X désignant n'importe quel acide aminé autre que la proline.
La présence d'un acide aminé hydroxylé en position n+2 est absolument requise (Figure 1). Par
contre, tous les sites potentiels de N-glycosylation ne sont pas nécessairement substitués. D'autres
signaux dans la chaine proteique ou, plus vraisemblablement, le repliement de la protéine et donc
I'accessibilité des enzymes semblent jouer un réle dans I'occupation des sites de glycosylation. En

outre, tous les séquons ne sont pas occupés avec la méme efficacité.

12



H

N NH,
/C — CHy iH
NH
GIcNAc NH
o-d” H X
CHs

i Thr/Ser COOH
OH_CH _CH
CH3/H O—i

Figure 1: liaison GIcNAcS1Asn

Classiquement, trois types de structures sont décrites chez les mammiferes (Kornfeld et
Kornfeld, 1985) : le type oligomannosidique, le type hybride et le type complexe, dont les
modeles sont représentés figure 2. En réalité, un grand nombre de variations existent au sein de
ces trois classes. Il est remarquable que ces différentes structures sont en fait toutes constituées
d'un noyau identique, souvent appelé core, et différent par les extrémités non réductrices. Les
glycannes de type oligomannosidique portent sur ce noyau des chaines de mannose, alors que les
glycannes de type complexe présentent des antennes plus ou moins longues constituées d'une ou
plusieurs unité(s) N-acétyllactosaminiques (GalB1,4GIcNAc), terminées par des sucres
périphériques, notamment des résidus d'acides sialiques, de fucose ou de galactose lié en a. Il
peut exister jusqu'a 5 antennes. Il est a noter que le fucose, quand il est branché sur le noyau, est
aussi considéré comme un sucre périphérique. Les glycannes sont dits de type hybride quand

I'une des branches est oligomannosidigue et I'autre de type complexe.
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Structure oligomannosidique

1,2
Man “=5 Man %6

Man 1,6

Man “i Man ﬁ,S B B B

1,4 1,4 1
Man —> GIcNAc — GIcNAc — Asn
Manag Manaﬁ Man 41,3

Structure hybride

al,? +GIcNACc
Man — Man %6 B1.4
Man ¢1,6
Man /ocl,?: B B B

Man P4 Gienac Pcienac P Asn

Gal %GICNAcﬁgMan al,3

Structure complexe

+GIcNAC
a2,3 ou 6 B1,4
cal PcicNacPtE Man @16
B1.4 BL,4 Bl
a2,30u6 Man"— GIcNAc — GIcNAc — Asn

Gal P cienacPtE Man 43

noyaux

antennes

[: sucres périphériques

Figure 2 : Structures des trois grandes familles de N-glycannes

2.2. O-glycosylation

L'autre forme majeure de glycosylation est la O-glycosylation, pour laquelle la liaison
sucre-protéine se fait via un acide aminé hydroxylé. En réalité, différents types de O-
glycosylation sont connus (et I'inventaire n'est probablement pas terminé) mais certains sont
limités a des espéces, des tissus ou des polypeptides particuliers. Pour revue, voir Hanisch
(2001). La plus fréquente de ces modifications est la O-glycosylation dite de type mucine, qui est

répandue dans tout le regne animal et dont I'existence a récemment été démontrée chez les
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plantes (Kishimoto et al., 1999). La liaison se fait entre I'nydroxyle anomérique d'un résidu de o.-
N-acétylgalactosamine et I'hydroxyle d'une sérine ou d'une thréonine de la protéine. Les mucines
qui ont donné leur nom a cette forme de glycosylation possedent des segments peptidiques riches
en sérine et thréonine sur lesquels sont rassemblés de trés nombreux oligosaccharides, mais les
mémes sucres existent de facon isolée sur bon nombre de glycoprotéines sécrétées ou

membranaires.

NH,
NH
GalNAc O—C‘H —%H Thr/Ser
l\|H CHyH O=C
0=¢ COOH

CHs

Figure 3 : Liaison GalNAcalSer/Thr

Les O-glycannes sont formés de trois régions : le noyau, le squelette et la périphérie. La
combinaison de ces éléments, schématisés figure 4, aboutit a une quasi-infinité de structures : il
existe au moins 8 noyaux différents et deux types de squelettes, qui peuvent étre linéaires ou
ramifiés, et de longueurs trés variées. Quant a la région périphérique, elle peut étre le siege
d'antigénes de groupes sanguins. Notons que les sucres périphériques peuvent aussi étre portés

directement par les noyaux.
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Périphérie Squelette Noyau type

Galp1,3GalNAc 1
GalNAcad 3 Galp1.3GIcNACBL.3
a , C Cpl,
Fucal? /63'51'3/4\GlcN N B p GICNAGBLEN 2
Fucal,4/3/ Type 1 Galp1,3”
- GIcNACcB1,3GalNAc 3
Antigene A Galp14GIcNACBL,3
Galal3 Type 2 GIcNACBL,6, .
AN GalNAc
Galpl,3/4 GIcNACB1,3/
Fucal,2” AN
/GIcNAc
FUCOL1,4/3 G&lBl,4G|CNACB1,6\GaI G&'NACOL].BG&'NAC 5
Antigéne B Galp1,4GIcNACp1,3”
GIcNAcB1,6GalNAc 6
Branchement
NeuSAca2,3GalpL,3/ AKGI " GalNAcal,6GalNAC 7
Fucal 4/3/ 2 CNAC
S|a|y| Lewis a/x Gal(Xl,SGaINAC 8

Figure 4 : Exemples d'éléments structuraux des O-glycannes de type
mucine (d'apres Hanisch, 2001)

Les noyaux ou cores de types 1 et 2 sont les plus fréquents, le core 1 est aussi appelé
antigene T, tandis qu'un simple résidu de N-acétylgalactosamine non substitué est désigné

antigéne Tn.

2.3. L'ancrage a glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)

L'ancrage GPl combine wune protéine, un oligosaccharide et un lipide, le
phosphatidylinositol, ce qui permet la liaison de la protéine a une membrane via la partie
lipidique (figure 5). Ces structures sont tres répandues chez de nombreux protozoaires, mais se
rencontrent aussi chez les eucaryotes supérieurs (pour revue, voir Ferguson et Williams, 1988, et
Ferguson, 1999).
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NH;
Espace

extracellulaire
|:| Ancre GPI

OO0 OOOOOOO
membrane plasmique

OO0O000O0OOOOOOOOOO

cytoplasme

Figure 5: Représentation schématique d'une protéine liée a la

membrane plasmique par un ancrage GPI

Autour d'un noyau commun (figure 6, en bleu) comprenant une phosphoéthanolamine,
trois résidus de mannose et un residu de glucosamine, on rencontre divers substituants, y compris
des chaines lipidiques supplémentaires, variables selon les especes ou les tissus. Ce noyau est lié
a un acide phosphatidique par l'intermédiaire d'un myo-inositol. Certaines protéines liées a la
membrane via un GPI pourraient étre libérées dans le milieu par I'action d'une phospholipase
specifique. Ce type d'ancrage membranaire permet ainsi a de nombreux parasites d'éliminer

rapidement leurs antigénes de surface et d'échapper au systeme immunitaire.
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NH;

Protéine
/,
N H N
Ho Pont éthanolamine
Hz phosphate
'O_{O Phosphatidyl myo-inositol

Rs—2Mana —2Mana \
4 Mgnoc —4GIcNH01 —O

— |1(CH2)14 —CH3s

+ palmltoyl

Ra EL 0
‘0_P—0 {
H,— CH__CH,

+ phospho-éthanolamine {
NH>—CH»>—CH,

R1, R2 : chaines alkyles ou acyles assurant I'ancrage membranaire.
R3, R4 : substituants glycanniques spécifiques.

acide
phosphatidique

Figure 6 : Structure chimique d'une ancre GPI

3. Biosynthése des glycoprotéines

L'objet de ce chapitre n'est pas de détailler toutes les étapes qui menent a la formation des
différentes structures glycanniques (pour revue, se référer a Kornfeld et Kornfeld, 1985 pour les
N-glycoprotéines et a Brockhausen, 1995 pour les O-glycoprotéines), mais plutét de dégager
quelques idées necessaires a la compréehension de ces mecanismes et a toute stratégie d'ingénierie

de la glycosylation.

3.1. Principe général

A la différence des acides nucléiques et des protéines, les glycannes ne sont pas
synthétisés selon un modéle mais résultent de I'action d'un grand nombre d'enzymes, elles-mémes
produits de génes. Une autre caractéristique fondamentale, qui rend leur étude beaucoup plus

complexe que celle des autres classes de macromolécules, est leur structure non-linéaire, qui
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autorise une immense diversité de motifs (Sharon, 1975) puisque plusieurs liaisons sont possibles
entre deux monosaccharides. Le tableau Il illustre la diversité de structures linéaires pouvant étre
formées avec un nombre réduit de monomeéres différents, mais les ramifications possibles
multiplient encore le nombre de combinaisons. Il n'existe donc pas un schéma simple de
biosynthese, mais c'est la conjonction d'une multitude de facteurs qui détermine les structures
produites. Une autre conséquence est qu'on ne trouve pas une structure unigue associée a un site

de glycosylation mais un répertoire de structures, a I'origine de la microhétérogenéité.

Tableau Il : Nombre d'oligomeres linéaires théoriquement possibles avec n

monomeres différents (d'aprés Kobata).

n ADN Protéines Oligosaccharides*
1 4 20 4 8
2 16 400 128 800
3 64 8000 4096 6,40x10"
10 1,04x10° 1,28x10" 1,40x10" 1,34x10"

* exemples avec 4 ou 8 types de monosaccharides

3.1.1. Localisation

A l'exception des protéines a O-N-acétylglucosamine ou des résidus séryl ou thréonyl sont
modifiés par de la N-acétylglucosamine non substituée (Wells et al., 2001), et qui sont
essentiellement nucléaires ou cytosoliques, I'assemblage des glycoprotéines est toujours réalisé
dans les compartiments du reticulum endoplasmique ou de I'appareil de Golgi (Hirschberg et
Snider, 1987). Les protéines concernées sont donc en majorité secrétées, membranaires ou
résidentes de ces compartiments, ce qui implique qu'elles possédent toutes une séquence signal

gouvernant leur translocation vers le reticulum endoplasmique granulaire.

3.1.2. Les précurseurs

Pour étre transféré sur une glycoprotéine, un monosaccharide doit d'abord étre sous forme
activée, c'est-a-dire sous forme de nucléotide-sucre. La trés grande majorité des
glycosyltransférases utilise ces molécules comme donneurs exclusifs. Seules, des enzymes du
reticulum endoplasmique granulaire ont pour substrat un monosaccharide lié a un lipide : le
mannosyl phosphodolichol (Man-P-Dol) ou le glucosyl phosphodolichol (Glc-P-Dol), eux-
mémes formés respectivement a partir du GDP-mannose et de I'UDP-glucose.
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Les formes activées des differents monosaccharides intervenant dans la biosynthése des
glycoprotéines et leurs caractéristiques sont résumées dans le tableau I1l. Remarquons que seul

I'acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac) est lié & un nucléotide monophosphate (Kean, 1991),

chacun des autres oses éetant lie a un nucléotide diphosphate.

Tableau Il : Formes activées des principaux monosaccharides

rencontrés dans les glycoprotéines

Monosaccharide Forme activée abréviation anomerie
Glc Uridine diphospho-glucose UDP-Glc o
Gal Uridine diphospho-galactose UDP-Gal o
GIcNAc Uridine diphospho-N-acétylglucosamine UDP-GIcNAC «
GalNAc Uridine diphospho-N-acétylgalactosamine UDP-GaINAc «
Man Guanosine diphosphomannose GDP-Man o
Fuc Guanosine diphosphofucose GDP-Fuc B
Neu5Ac Cytidine monophosphate-acide N-acétylneuraminique ~ CMP-NeuSAc B

Exception faite du CMP-Neu5Ac qui est synthétisé dans le noyau puis transporté dans le
cytosol (Munster et al., 1998), tous les nucléotides-sucres sont synthétisés dans le cytosol, alors
que les réactions de glycosylation ont lieu dans les compartiments réticulaires et golgiens
(Hirschberg et Snider, 1987). L'utilisation des donneurs dans la lumiere de ces compartiments est

permise par la mise en ceuvre de deux systemes distincts :

% Dans le reticulum endoplasmique, les intermédiaires Man-P-Dol et Glc-P-Dol sont formés
coté cytosol a partir du GDP-Man et de I'UDP-GIc puis subissent un retournement (un flip-

flop) vers le compartiment luminal.

¥ Dans l'appareil de Golgi, les nucléotides-sucres sont pris en charge par des transporteurs
spécifiques. Il existe aussi des transporteurs d'UDP-GIcNAc et d'UDP-GIc vers le reticulum

endoplasmique, mais pas de GDP-Man.

3.1.3. Les glycosyltransférases

Ce sont les enzymes clés de toutes les réactions de glycosylation (pour revue, voir Kleene

et Berger, 1993). Les glycosyltransférases intervenant dans la biosynthése des glycoconjugués
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chez les eucaryotes sont des protéines membranaires de type Il, présentant un court domaine N-
terminal cytoplasmique, un segment transmembranaire hydrophobe et un domaine C-terminal
luminal, de forme globulaire, portant I'activité catalytique. Entre le domaine transmembranaire et
la région catalytique, une région tige, encore appelée peptide de liaison ou stem, fait fonction
d'espaceur (figure 7) et est accessible a des protéases spécifiques qui génerent des formes

solubles.

N-glycanne q

COOH
Domaine catalytique

Lumiére du reticulum endoplasmique
ou de |'appareil de Golgi

Région tige
Domaine transmembranaire

Cytosol NH: Domaine cytoplasmique

Figure 7 : Représentation schématique d'une glycosyltransférase

Dans la plupart des cas, les glycosyltransférases ont une spécificité treés fine pour leur
accepteur. Un exemple est donné par la p1,4-galactosyltransférase (Blanken et al., 1984) qui agit
sur toutes les antennes des N-glycannes de type complexe, mais a des vitesses tres différentes. De
plus, elles ont une localisation trés spécifique dans le reticulum endoplasmique ou l'appareil de
Golgi (Colley, 1997), grace a des signaux de rétention dont certains ont été localisés. Ces
éléments sont déterminants pour la séquence en monosaccharides. Enfin, si certaines transférases
sont ubiquistes, d'autres ne sont présentes que chez des espéces, dans des tissus ou a des moments
donnés du developpement, ou encore dans des états physiologiques particuliers, ou elles

permettent la synthese de structures glycanniques spécifiques (van den Eijnden, 2000).

De maniere générale, notons que plus les glycosyltransférases sont impliquées dans le
transfert des sucres terminaux, plus elles sont spécifiques de I'organisme, du tissu, de la cellule et

méme de son état de différenciation.
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3.2. La glycosylation dans le reticulum endoplasmique

Les premieres étapes de la N-glycosylation et de la synthése des ancrages GPI se
déroulent dans le reticulum endoplasmique granulaire, parallelement a la ségrégation de la chaine

protéique naissante dans la lumiére. Elles mettent en jeu des intermédiaires lipidiques.

3.2.1. Biosynthese des N-glycannes

Un oligosaccharide de structure GlcsMangGIcNAcC,, (figure 8) commun a tous les
eucaryotes, est assemblé sur une molécule de dolichol via une liaison pyrophosphate, avant d'étre
transfére en bloc sur une protéine en cours d'élongation (pour revue, voir Kornfeld et Kornfeld,
1985). Le cycle des dolichols qui aboutit a ce précurseur tétradécasaccharidique a été largement
étudié (Abeijon et Hirschberg, 1992), il est résumé dans la figure 9. La premiere étape est la
formation du dolicholpyrophospho-N-acétylglucosamine par une N-acétylglucosaminyl-1-
phosphotransférase, et peut étre inhibée par la tunicamycine. Le transfert sur la protéine est
catalysé par un complexe enzymatique supramoléculaire, l'oligosaccharyltransférase. Ce
complexe est capable, quand les accepteurs protéiques manquent, de transférer I'oligosaccharide
sur de l'eau, générant des oligosaccharides solubles qui ont un systéeme spécifique de transport
vers le cytosol (Verbert et Cacan, 1999). Ce processus participe au controle du cycle des

dolichols et évite I'accumulation de précurseurs inutilisés dans le reticulum endoplasmique.
Man — Man A

. Man
Man —> Man Man —> GIcNAc — GIcNAc
Man — Man — Man

Glc

Glc Glc

—
Figure 8 : Structure de l'oligosaccharide précurseur des N-glycannes
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Figure 9: Le cycle des dolichols
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L'oligosaccharide transféré subit ensuite une premiere étape d'élagage (figure 10), assortie
d'un contréle de qualité de la mise en conformation de la protéine (Trombetta et Helenius, 1998).
Les premiers résidus éliminés sont les résidus de glucose. Les glycoprotéines mal repliées
subissent alors un cycle de déglucosylation-reglucosylation qui leur permet d'acquérir leur
conformation. Les especes monoglucosylées (de formule Glc;MangGIcNAC,) sont en effet
reconnues par des chaperons moléculaires tels que la calnexine ou la calréticuline. Cette
interaction permet le recrutement d'enzymes intervenant dans la mise en conformation, comme la
peptide disulfide isomérase (PDI), ou dans l'assemblage de sous-unités en complexes
multimoléculaires. La glycoprotéine libérée est alors soumise a la glucosidase Il qui clive le
résidu de glucose. Si elle n'a pas encore acquis sa conformation finale, la glycoprotéine est
substrat d'une glucosyltransférase qui transfere un nouveau résidu de glucose, permettant une
nouvelle interaction avec la calnexine ou la calréticuline. Aprés un certain nombre de cycles, les
glycoprotéines dont la mise en conformation a échoué sont éliminées : elles sont transportées par
rétrotranslocation vers le cytosol ou ont lieu la déglycosylation puis la dégradation par un
complexe supramoléculaire spécialisé, le protéasome. Le glycanne permet de distinguer une
glycoprotéine qui a échoué a se mettre en conformation d'une glycoprotéine nouvellement
synthétisée qui n'a pas encore acquis sa conformation. Selon une hypothese émergente, la
glycoprotéine finit par étre substrat de la mannosidase | réticulaire qui clive un résidu de
mannose. Le glycanne Glc;MangGIcNAC; résultant est un mauvais substrat pour la glucosidase Il
et reste donc plus longtemps associé a la calnexine ou a la calréticuline (Helenius et Aebi, 2001 et
Rudd et al., 2001). Les glycoprotéines mal conformées sont ainsi retenues dans le reticulum puis
envoyees vers la dégradation par une lectine spécialisee. Au contraire, les glycoprotéines mises
en conformation portant du MangGIcNAC,, n'étant plus glucosylées, peuvent partir vers I'appareil
de Golgi. Ce mécanisme de contrdle qualité, dont la compréhension est récente, assure que seules
les glycoprotéines correctement mises en conformation donc biologiquement actives soient
dirigées vers leur site d'action. On estime qu'un tiers environ des protéines nouvellement

synthétisées subit la dégradation (Schubert et al., 2000).
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Figure 10 : Elagage et contréle qualité des N-glycoprotéines dans le

reticulum endoplamique

3.2.2. Biosynthese des ancres glycosyl phosphatidylinositol

Un précurseur est également formé dans la lumiére du reticulum endoplasmique par

I'addition séquentielle de monosaccharides sur une molécule de phosphatidylinositol, a partir

d'UDP-GIcNACc et de trois molécules de Man-P-Dol. Le groupe éthanolamine-phosphate est

fourni par une phosphatidyléthanolamine et transféré sur le mannose terminal. 1l est intéressant

de constater que la séquence des événements n'est pas la méme chez I'nomme et chez les

trypanosomes (Ferguson, 1999).

L'ancrage GPI se fait par une réaction de transamidation qui élimine le peptide C-

terminal. Le résidu du point d'attache varie selon les protéines, mais il est toujours caractérisé par

une courte chaine latérale non hydrophobe. Le signal d'ancrage GPI situé en aval de ce résidu est
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clivé, il n'existe pas de séquence consensus mais on trouve en genéral un segment hydrophobe de
12 a 20 acides aminés. La nature des acides aminés adjacents au point d'attache o est également
importante : les résidus w+2 et, dans une moindre mesure, o+1, doivent étre de petits acides

aminés, tout comme le résidu o (Kodukula et al., 1993).

3.3. La glycosylation dans I'appareil de Golgi

L'appareil de Golgi est divisé en saccules a I'équipement enzymatique distinct. Il est le
siege de la maturation des N-glycannes formés dans le reticulum endoplasmique (figure 12), et de
la biosynthese, étape par étape, des O-glycannes. Les glycoprotéines traversent successivement
les compartiments cis, médian et trans de I'appareil de Golgi avant d'étre sécrétées. Les étapes
tardives de glycosylation, c'est-a-dire I'addition des sucres périphériques, prennent place dans les
saccules et dans le réseau trans-golgiens. Parmi les enzymes qui branchent ces résidus terminaux
(fucosyl et sialyltransférases, mais aussi des sulfotransférases), certaines peuvent agir a la fois sur

des N- et des O-glycannes, et des glycolipides (van den Eijnden, 2000).

3.3.1. Maturation des N-glycannes

Le cas des N-glycannes est le mieux documenté, car il existe une voie de biosynthése tres
bien définie conduisant jusqu'aux N-glycannes de type complexe (Schachter, 1991). Le nombre
d'antennes est déterminé par l'action de différentes N-acétylglucosaminyltransférases toutes
capables de brancher une N-acétylglucosamine sur un mannose du noyau, mais par des liaisons
différentes (figure 11) (Schachter, 2000).

GIcNAc-T V GIcNACcp1,6

GIcNAc-T VI GIcNAcp1,4

GIcNAC-T Il GIcNAcB1,2—Manol,6

GIcNAC-T 111 GIcNAcp1,4 Manp1,4GIcNAcB1,4GIcNAC
GIcNAC-T | GIcNAcB1,2 —Manal,3

GIcNAc-T IV GIcNAcp1,4

Figure 11 : Spécificité des différentes N-acétylglucosaminyltransférases

impliguées dans la biosynthése des N-glycannes
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La GIcNACc-TI est une enzyme clé puisque son action est une condition sine qua non aux
réactions catalysées par la mannosidase Il et I'al,6-fucosyltransferase. C'est donc I'enzyme qui
ouvre la voie vers le type complexe. Au contraire, la GICNAc-TIII, qui n'agit qu'apres la GIcNAc-

TI1, empéche I'action de la mannosidase Il et bloque ainsi la maturation au type hybride.

glucosidase |
glucosidase I

al,2-mannosidase
noyaux

mannosidase |

GNT-I

antennes al,6-fucosyltransférase

mannosidase Il

GNT-II

B1,4-galactosyltransférase
a2,3- et/ou 0.2,6-
sialyltransférases

périphérie

@ Fuc [ GIcNAc

@ Gal O Man

< Glc <4 Neu5Ac

GNT : N-acétylglucosaminyltransférase

Figure 12 : Schéma de maturation des N-glycannes

3.3.2. Biosynthese et maturation des O-glycannes

Moins bien connu, ce processus commence dans le cis-Golgi avec l'action d'une
polypeptide N-acétylgalactosaminyltransférase. Il n'existe pas de séquence consensus sur le
polypeptide pour l'addition d'un O-glycanne de type mucine, en revanche il existe plusieurs N-
acétylgalactosaminyltransférases avec différentes spécificités d'accepteurs. Le noyau est
complété par l'addition de Gal, de GIcNAc ou de GalNAc, probablement dans le Golgi médian.
La voie biosynthétique qui est ensuite suivie, parmi I'énorme diversité de chemins possibles,

dépend de nombreux facteurs : (i) la synthése des précurseurs et leur transport vers l'appareil de
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Golgi, (ii) la synthése des enzymes et leur adressage vers le Golgi, (iii) la spécificité tres fine des
glycosyltransférases (ce que I'on peut résumer par la regle "3 avant 6" : la liaison en 3 doit étre
formée avant la liaison en 6), et la compétition entre des enzymes ayant les mémes substrats, (iv)
la présence de signaux de terminaison, par exemple un acide sialique ou un monosaccharide en
anomérie a, (V) la présence de cofacteurs comme les cations divalents, (vi) le temps de résidence
de la glycoprotéine dans l'appareil de Golgi. A ces facteurs il faut ajouter la structure
tridimensionnelle locale des glycoprotéines, qui favorise ou non I'acces des glycosyltransférases.
De plus, les glycosyltransférases du Golgi médian seraient organisées en complexe de haut poids
moléculaire (Opat et al., 2000) et il est probable que les glycoprotéines subissent I'action de

plusieurs enzymes au sein d'un méme complexe.

4. Réles biologiques associés aux oligosaccharides

Dans une revue générale de 1993, A. Varki affirme que, s'agissant des réles biologiques
des oligosaccharides, "toutes les théories sont correctes”. Il est extrémement hasardeux de prédire
la fonction d'un O- ou d'un N-glycanne sur une protéine donnée, car aucune regle ne se dégage
des trés nombreux exemples examinés. Néanmoins, il est désormais clair que les défauts de la
glycosylation, s'ils ont peu de conséquences sur les cellules en culture, sont in vivo la cause de
désordres profonds. Chez I'hnomme, ces maladies regroupées sous le terme de CDG (congenital
disorders of glycosylation) se manifestent par de multiples malformations et une mortalité
précoce (pour revue, voir Marquardt et Freeze, 2001).

De facon générale, les glycannes constituent presque toujours une interface entre une
protéine, un lipide ou une cellule et I'environnement. Ils ont par conséquent des effets variés

allant de la structure a la communication intercellulaire :

Y stabilisation de la conformation, solubilité, protection vis-a-vis de la température ou des

protéases ;
masquage d'épitopes ;
signaux pour les trafics inter- et intracellulaire des protéines et leur destinée ;

régulation ou modulation de I'activité des protéines ;

> o X X

interactions cellule-cellule, cellule-pathogéne ou cellule-symbiote.
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La variabilité inter- et intra-espéces des structures glycanniques, ainsi que la variabilité
spatio-temporelle chez un méme individu rend difficile I'association d'une structure glycannique
donnée a une fonction particuliére. Cependant, les structures inhabituelles sont plus susceptibles
d'assurer une fonction spécifique : le cas des enzymes destinées au lysosome, triées au cours de
leur passage dans I'appareil de Golgi grace a un signal mannose-6-phosphate, est un exemple des
plus convaincants (Fischer et al., 1980). De méme, ce sont des épitopes glucidiques particuliers
qui déterminent I'appartenance a des groupes sanguins comme les systemes A/B/O ou Lewis
(Oriol, 1995) (voir figure 4).

5. Notion de glycosylation terminale

L'addition des sucres périphériques tels que le galactose, la N-acétylgalactosamine, le
fucose ou les acides sialiques, ainsi que des modifications telles que la sulfatation, interviennent
en fin de biosynthése, sur des glycoprotéines comme sur des glycolipides. En outre, comme ces
réactions se produisent dans les derniéres vésicules de la voie de sécrétion, ces sucres terminaux
se retrouvent majoritairement a la surface cellulaire ou dans les sécrétions. Etant exposés, ils sont
les plus impliqués dans les fonctions biologiques. La glycosylation terminale est aussi la plus
sujette aux variations, et supporte la spécificité d'espece, de tissu, ou spatio-temporelle. Par

opposition, le role des antennes ou des squelettes semble étre essentiellement de porter ces motifs

terminaux.
6. Les acides sialiques
6.1. Définition et structures

Les acides sialiques sont une large famille, dont une quarantaine de membres sont
aujourd'hui connus (pour revue, voir Schauer, 2000 et Schauer et Kamerling, 1997). Ce sont des
oses acides a 9 carbones formant un cycle pyranique qui dérivent tous de l'acide neuraminique
(acide 5-amino-3,5-didéoxy-D-glycéro-D-galacto-non-2-ulosonique). Les dérivés les plus
courants sont les formes N-acétylée ou N-glycolylée : I'acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac) et
I'acide N-glycolylneuraminique (Neu5Gc), respectivement. L'acide 2-céto-3-désoxynononique ou
Kdn, forme désaminée de l'acide neuraminique, se rencontre également. La substitution des
hydroxyles 4, 7, 8 et 9 par des groupements acétyles, méthyles, lactyles, sulfates ou phosphates,

donne naissance aux nombreux dérivés répertoriés et dont la liste continue de s'allonger.
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Neu5Ac acétyl N
Neu5Gc glycolyl

Figure 13 : Structure de base des acides sialiques

Le Neu5Ac est I'acide sialique le plus répandu, les autres dérives sont souvent limités a
des tissus ou des especes particuliers. Le Neu5Gc est assez abondant dans le regne animal, mais il
est absent des tissus humains adultes normaux. De plus, le Neu5Ac est considéré comme le
précurseur de tous les autres acides sialiques, puisqu'ils sont formés a partir du Neu5Ac libre (qui
peut étre a l'origine de Neu5Gc), du CMP-Neu5Ac (dont I'hydroxylation fournit du CMP-
Neu5Gc (Shaw et Schauer, 1988)) ou encore apres le transfert sur un glycanne (c'est le cas des
dérivés acétylés) (Klein et Roussel, 1998). La suite de I'exposé sera donc essentiellement limitée
au Neu5SAc.

6.2. Impact des acides sialiques sur les glycoprotéines

Dans les glycoconjugués, les acides sialiques sont presque toujours en position terminale
non réductrice. Ils sont liés en a2,3 ou en a2,6 sur des résidus de Gal, et en a2,6 sur des résidus
de GalNAc ou de GIcNAc. lls peuvent aussi former des chaines d'acide polysialique ou les
résidus sont lies en o2,8. Ce type de structure existe notamment sur la molécule d'adhésion
cellulaire neuronale (N-CAM) (Walsh et Doherty, 1996). Chez les bactéries, des chaines d'acides

sialiques liés en 2,3 constituent I'acide colominique.

6.2.1. Réles structuraux liés aux acides sialiques

En conditions physiologiques, les acides sialiques sont toujours ionisés (Varki, 1997).
Leur position terminale, leur grande taille, leur hydratation et leur caractere anionique influencent
la conformation des glycoconjugués (Schauer et Kamerling, 1997) et font des acides sialiques,
plus que le reste du glycanne, la véritable interface avec I'environnement. Ainsi, ils sont un
composant essentiel du manteau cellulaire et des mucus, ou ils exercent un effet protecteur vis-a-
vis des attaques protéolytiques, des phagocytes et de certains agents pathogénes. La répulsion des
charges peut empécher I'agrégation cellulaire (Varki, 1992) ou favoriser la migration, notamment
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des neurones embryonnaires ou des cellules tumorales. Inversement, l'interaction avec des cations

divalents peut former des ponts intercellulaires qui contribuent a maintenir I'intégrité d'un tissu.

6.2.2. Implication des acides sialiques dans des phénomenes de
reconnaissance

Un nombre croissant de lectines animales, végétales ou microbiennes specifiques des

acides sialiques est aujourd'hui connu (pour revue, voir Varki, 1997).

a. Interactions hotes-pathogénes

L'exemple le plus connu est sans doute I'hémagglutinine du virus de I'Influenza qui
reconnait les acides sialiques de la cellule cible, permettant la pénétration dans la cellule. D'autres
lectines spécifiques des acides sialiques ont depuis été identifiées chez de nombreux virus, citons
par exemple I'némagglutinine-neuraminidase du rubulavirus porcin (Reyes-Leyva, 1999), mais
aussi chez des bactéries pathogenes comme Helicobacter pylori dont les adhésines reconnaissent
les mucines gastriques ou chez des protozoaires parasites comme Plasmodium falciparum (Varki,
1997).

b. Processus d'adhésion et de migration cellulaires

Les lectines spécifiques des acides sialiques chez les mammiféres ont été classées en deux
familles : (i) les sélectines et (ii) les sialoadhésines encore appelées siglecs. Mais d'autres lectines

comme le facteur H du complément n'appartiennent a aucun de ces groupes.

Les sélectines sont impliquées dans la communication entre les cellules endothéliales
d'une part et les lymphocytes, les phagocytes ou les plaquettes d'autre part, cruciale dans la
domiciliation des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques ou leur recrutement sur les lieux
d'inflammation. Il existe trois types de sélectines: E (endothéliale), L (leucocytaire) et P
(plaquettaire), ayant des spécificités différentes. Leurs ligands sont des motifs sialylés de type
Lewis mais il semble qu'elles reconnaissent aussi I'axe protéique ou lipidique (Varki, 1992 et
1997).

Les sialoadhésines sont des membres de la superfamille des immunoglobulines
apparentées a la sialoadhésine des macrophages et comprennent le CD22 (un marqueur des
lymphocytes T et B), le CD33 (un marqueur des cellules myéloides et des macrophages), et la

glycoprotéine associée a la myéline (MAG), qui, en reconnaissant des gangliosides a la surface
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des neurones, participe au maintien de la myéline (Varki, 1997) et inhibe la croissance des
neurites (Walsh et Doherty, 1996).

6.2.3. Implication de la désialylation dans la clairance des
glycoprotéines circulantes

Outre un effet général de masquage d'antigenes portés par le reste de la glycoprotéine, les
acides sialiques peuvent servir a protéger des épitopes spécifiques, en particulier le galactose.
Ainsi, les glycoprotéines désialylées portant des résidus Gal exposés sont rapidement éliminées
de la circulation grace a un récepteur a Gal situé a la surface des hépatocytes (Ashwell et
Harford, 1982 et Chitlaru et al., 1998). Ce phénomene est aussi vrai pour des cellules: la
désialylation des érythrocytes conditionne leur capture par les macrophages (Pfannschmidt et

Schauer, 1980 et Bratosin et al., 1995) et semble étre un indicateur de leur sénescence in vivo.

7. La glycosylation des protéines recombinantes thérapeutiques

En résumé, les glycannes peuvent avoir des impacts variés et totalement imprédictibles
sur les protéines recombinantes, allant du trivial au crucial. Si le génie génétique permet de
contrbler parfaitement la séquence de l'axe peptidique, la structure des chaines glycanniques
dépend, comme discuté précédemment : (i) de I'équipement enzymatique de la cellule héte, (ii) de
la protéine elle-méme, (iii) de son taux d'expression, qui joue sur la disponibilité des enzymes,
mais aussi (iv) des conditions de culture (Goochee et Monica, 1990 et Jenkins, 1995). Une
glycosylation incorrecte peut avoir des conséquences majeures sur l'antigénicité, la
pharmacocinétique ou l'activité biologique (pour revue, voir Cumming, 1991, et Bhatia et
Mukhopadhyay, 1999).

Par conséquent, la production d'une protéine recombinante naturellement glycosylée exige
un contrdle minutieux a plusieurs niveaux (Jenkins et al., 1996) qui expligue le temps et les codts
de développement des glycoprotéines thérapeutiques. Les structures glycanniques associées a une
protéine recombinante seront le reflet des capacités de glycosylation de la cellule hote, dont le

choix est alors crucial.
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lll.  Produire des glycoprotéines recombinantes dans le systeme
baculovirus-cellules d'insectes

1. Présentation du systeme

Bien que l'expression de protéines recombinantes ait été décrite dans d'autres types de
cellules d'insectes, comme celles de drosophile (Benting et al., 2000), le systeme baculovirus-
cellules d'insectes utilise des lignees cellulaires de Lépidopteres (papillons) ou, éventuellement,
des larves entieres. Notons que les cellules d'insectes peuvent également étre transfectées pour

I'expression stable de genes d'intérét (Jarvis et Guarino, 1995).

1.1. Les cellules de Lépidoptéres
Les lignées couramment utilisées sont issues de différentes espéces, de différents tissus, a
différents stades de developpement. La lignée Sf9, établie a partir de cellules ovariennes de pupe

de Spodoptera frugiperda, est la mieux connue et la plus utilisée.

Les cellules de Lépidoptéres se cultivent entre 25 et 30°C, en milieu tamponné (pH de 6,2
a 6,4) sans exigence particuliéere en CO, (Summers et Smith, 1987). Elles peuvent croitre en

suspension a haute densité comme en monocouches et étre adaptées a la culture sans sérum.

1.2. Les baculovirus

1.2.1. Définition et classification

Pour revue : Blissard et Rohrmann, 1990 ; Devauchelle et Cerutti, 1993 et 1999.

Les Baculoviridae sont une large famille de virus qui infectent des Arthropodes. Ils ont
été décrits chez plus de 600 espéces d'insectes dont une majorité de Lépidoptéres et chez
quelques crustacés. En revanche, ils ne sont pathogénes ni pour les Vertebres, ni pour les
végétaux. Leur génome, constitué d'une molécule d'ADN bicaténaire circulaire et superenroulée,
est contenu dans une capside ayant la forme d'un batonnet de 350nm de longueur et de 50nm de

diametre.

Les Baculoviridae se divisent en deux groupes : les Eubaculoviridae, qui forment des
corps d'inclusion a l'intérieur des cellules infectées, et les Nudibaculoviridae, qui n'en forment
pas. Parmi les Eubaculoviridae, on distingue, selon la forme des corps d'inclusion, le genre
granulose (GV, Granulosis Virus) et le genre polyédrie nucléaire (NPV, Nuclear Polyhedrosis
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Virus). Ces derniers ont été les plus étudiés et sont utilisés pour la production de protéines
recombinantes, et plus particulierement le virus AcCMNPV ou AcNPV (A. californica Multiple
Nuclear Polyhedrosis Virus), isolé a l'origine de larves d'Autographa californica. Ce virus,
auquel se limitera la suite de I'exposé, est capable de se multiplier dans le noyau de plus de 30

especes.

1.2.2. Cycle naturel du baculovirus
Au cours de son cycle, le baculovirus prend deux formes fonctionnellement distinctes : les
particules virales extracellulaires enveloppées et les particules virales incluses dans des polyedres
(figure 14). Ces derniéres sont la forme de résistance responsable de la transmission horizontale
du virus. Elles sont constituées de polyédrine, une protéine virale de 29kDa, qui forme une

matrice de structure paracristalline renfermant plusieurs nucléocapsides (Miller, 1988).

péplomeéres VTITITY;

triméres de gp64
( 9po4) 3 ADN viral & cristal de
vira ( polyédrine
enveloppe dérivee de la _, capside
membrane plasmique )
enveloppe formée

~—

— dans le noyau

Particule virale enveloppée Particule virale incluse

Figure 14 : Les deux formes du baculovirus

Lorsqu'une larve ingére des polyédres, le pH alcalin (10,5) de l'intestin les dissout
rapidement et libére les particules virales qui pénetrent dans les cellules de I'épithélium intestinal
par fusion membranaire (figure 15). Les nucléocapsides sont transportées jusqu'au noyau ou le
virus commence a se répliquer. Dés 12h post-infection (p.i.), des nucléocapsides apparaissent par
bourgeonnement a partir de I'enveloppe nucléaire, cette premiére enveloppe est perdue dans le
cytoplasme, et les nucléocapsides acquiérent une nouvelle enveloppe en bourgeonnant a partir de
la membrane plasmique (Blissard et Rohrmann, 1990). L'infection systémique, ou le virus se
propage dans tous les tissus, est due a ces particules enveloppées, qui sont couvertes de la
glycoprotéine gp64 (ou gp67) (Volkman et al., 1984 et Whitford et al., 1989). Cette
glycoprotéine, spécifique des particules enveloppées, est treés conservée chez les baculovirus du

genre NPV. Elle s'assemble en trimeres qui forment des épines ou péploméres (Oomens et al.,
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1995). Elle joue plusieurs réles: (i) elle est indispensable au bourgeonnement des particules
enveloppées a partir de la membrane plasmique (Oomens et Blissard, 1999); (ii) elle est
impliguée dans la reconnaissance spécifique de la cellule hote, permettant I'endocytose (Hefferon
et al., 1999), et (iii) elle est capable de médier la fusion de membranes a pH acide, comme dans

I'endosome, ce qui permet la libération de la nucléocapside dans le cytosol (Kingsley et al.,

1999).
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Figure 15 : Cycle infectieux du baculovirus

On distingue généralement quatre phases dans I'expression des genes du baculovirus
ACMNPV : Les génes des phases trés précoce (de O a 4h p.i.) et précoce (de 5 a 7h p.i.)
s'expriment avant la réplication de I'ADN. Les geénes tardifs (de 8 a 18h p.i.) codent des protéines
de structure, dont la protéine de capside P39. En phase trés tardive (aprés 18h p.i.), deux génes au
moins sont tres fortement exprimés : le gene p10 et celui de la polyédrine (Devauchelle et Cerultti,
1993). Toutefois, le géne de la gp64 est exprimé en phases précoce et tardive grace a deux

promoteurs distincts (Oomens et al., 1995).

35



2. Application a I'expression de génes étrangers

Historiquement, les baculovirus ont dabord suscité l'intérét pour leur potentielle
application comme pesticides biologiques. Mais ils sont rapidement devenus un systéme tres
populaire d'expression de genes eucaryotes, grace aux propriétés de la polyédrine : ce géne
possede un promoteur tres fort, n'est pas essentiel in vitro, et fournit un marqueur de sélection tres
pratique. Ces observations ont conduit Smith et al. (1983) a utiliser pour la premiére fois
ACMNPV comme vecteur pour produire l'interféron . Depuis, 3000 a 4000 génes ont été

exprimés dans ce systeme, le plus souvent avec succes.

2.1. Insertion d'un gene étranger dans le baculovirus

(d'apres Summers et Smith, 1987 ; Devauchelle et Cerutti, 1993 et Jarvis, 1997)

La grande taille du génome des baculovirus (130 kilobases dans le cas d'’AcMNPV)
interdit dans la plupart des cas les manipulations directes avec des enzymes de restriction. Il est
donc nécessaire de passer par un vecteur plasmidique de transfert dans lequel est inséré le gene
ou I'ADN complémentaire a exprimer. Un vecteur de transfert classique contient le promoteur de
la polyédrine avec les séquences flanquantes amont et aval, mais le cadre de lecture du gene lui-
méme est éliminé ou interrompu, et comporte un ou des site(s) de clonage. Le vecteur de transfert
chargé du gene d'intérét est melangé avec de I'ADN viral nu puis ce mélange est introduit dans
les cellules d'insectes au cours d'une étape appelée cotransfection. Une recombinaison homologue
peut se produire entre le vecteur de transfert et 'ADN viral. Cet événement est rare, mais les
virions recombinants qui en résultent se multiplient aussi bien et se distinguent facilement des
virions non recombinés grace a l'absence de polyedres. En pratique, le mélange de virus
recombinants et non recombinants est mis en présence de cellules sur lesquelles est ensuite étalé
un milieu semi-gélifié (de l'agarose) qui permet la croissance cellulaire mais empéche la
dispersion des virions. En quelques jours, des plages de lyse sont visibles dans le tapis cellulaire.
Sous microscope, les plages avec polyedres se distinguent nettement des plages sans polyédre,

correspondant aux virus recombinants.

Ultérieurement, la méme stratégie a été appliquée avec l'autre géne tres tardif du
baculovirus, p10. Ce géne exprimé légerement plus tét que celui de la polyédrine code une
protéine qui forme des structures fibrillaires et dont le rdle probable dans la lyse cellulaire n'est

pas encore trés clair, mais qui n'est pas nécessaire in vitro. Dans ce cas, pour faciliter la sélection
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des recombinants, les virus utilisés sont modifiés par delétion de toute la région polyédrine et par
réinsertion du géne de la polyédrine sous le contréle du promoteur de p10 (these de H.Chaabihi,
1992).

2.2. Atouts et limites du systeme pour la production de glycoprotéines
recombinantes

Le systéeme baculovirus-cellules d'insectes offre I'avantage de pouvoir obtenir, dans des
temps relativement courts, des vecteurs recombinants faciles & sélectionner et de trés hauts
niveaux d'expression, allant de quelques dizaines a quelques centaines de milligrammes par litre
de culture (Fraser, 1992). A titre d'exemple, Shinkai et al. (1997) rapportent que la méme
quantité de fucosyltransférase recombinante peut étre purifiée a partir d'une culture de cellules
d'insectes que d'une culture 100 fois plus importante de cellules lymphoblastiques humaines.
Exprimée sous le contrdle d'un promoteur tardif, une protéine recombinante peut représenter 50%
des protéines totales. Certaines lignées, comme les Tn5 (appelées Hi-5 ou high-five) de

Trichoplusia ni, donneraient de meilleurs rendements.

La simplicité avec laquelle se cultivent les cellules d'insectes (notamment I'indépendance
vis-a-vis du CO,) est une autre raison de leur succes. En outre, elles peuvent étre cultivees sans

sérum, donc a moindre codt.

Une autre considération importante est liée a la securité : aucun virus de vertébré ne peut
se multiplier dans les cellules de Lépidopteres employées et aucun prion n'a a ce jour été identifié
chez ces insectes. Quant au baculovirus, il ne peut pas accomplir son cycle lytique dans les
cellules de Vertébrés.

Enfin, les cellules d'insectes réalisent la plupart des modifications post-traductionnelles
courantes (pour revue, voir Klenk, 1996): formation de ponts disulfures, oligomérisation,
acylation, phosphorylation se font généralement conformément aux protéines natives. L'insertion
membranaire est également efficace : des récepteurs (Cahoreau et al., 1994 et Loisel et al., 1997),
des canaux ioniques (Julien et al., 1999) et des protéines d'enveloppe virale (Thomsen et al.,
1993 ; Garnier et al., 1995 et Munro et al., 1999) ont ainsi été exprimées. Quant aux clivages
protéolytiques intervenant dans la maturation de certaines protéines, ceux qui sont médiés par des

enzymes comme la furine, ubiquiste chez les mammiferes, sont correctement réalisés. Par contre,
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des protéines clivées par des enzymes plus spécifiques peuvent ne pas étre coupées dans les

cellules d'insectes.

Cependant, le systeme est perfectible : le caractere lytique du systéeme et les trés hauts
niveaux d'expression ont pour conséquence que les capacités de maturation et de sécrétion des
cellules sont engorgées, ce qui explique en partie que les modifications post-traductionnelles se
font de facon moins efficace (van Oers et al., 2001). Diverses améliorations ont été apportées :
pour les protéines et glycoprotéines sécrétées, le remplacement de la séquence signal et de la
proséquence d'origine par des séquences d'insectes peut améliorer significativement la maturation
et la sécrétion (Tessier et al., 1991 et Jarvis et al., 1993). L'utilisation de promoteurs moins forts
que celui du gene de la polyédrine rend également la sécrétion et la maturation plus completes
(Sridhar et Hasnain, 1993). Une autre étude montre que la mise en conformation des protéines
recombinantes est plus efficace dans une lignée transfectée exprimant une protéine chaperon
(Lenhard et Reilander, 1997). Néanmoins, la glycosylation, détaillée ci-aprés, reste I'une des

limites majeures du systeme.

2.3. Exemples d'applications thérapeutiques

Des protéines exprimées dans le systeme baculovirus-cellules d'insectes sont employées
en routine dans des tests diagnostics (Devauchelle et Cerutti, 1999). Mais un autre domaine trées
prometteur est la production de candidats vaccins qui se révelent immunogénes chez I'animal.
Des vaccins a usage vétérinaire sont déja sur le marché, notamment le vaccin contre la fiévre
aphteuse, développé par la société Intervet et commercialisé aux Etats-Unis, ou contre la grippe
aviaire (Swayne et al., 2000). Pour la thérapie humaine, des vaccins recombinants anti-cancer
(Samanci et al., 1998), contre le virus de I'immunodéficience humaine (Keefer et al., 1994) ou
contre lI'agent du paludisme (Shi et al., 2000) sont en cours d'évaluation clinique et pourraient
prochainement arriver sur le marché. En 1998, I'épidémie de grippe de Hong-Kong, transmise de
la poule & I'nomme, a pu étre contenue a l'aide du premier vaccin humain produit en cellules

d'insectes, développé par la firme Protein Sciences Corporation.

3. Potentiel de glycosylation des cellules d'insectes

Pour revue, voir Mérz et al., 1995 et Altmann et al., 1999.
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Bien que les capacités de glycosylation des cellules d'insectes aient été nettement moins
étudiées que celles des mammiféeres ou méme des levures, les données concernant les structures
portées par des glycoprotéines recombinantes produites en cellules de Lépidopteres commencent
a s'accumuler. Malgré quelques discordances, un consensus s'‘établit: sur les glycoprotéines
recombinantes, les sites de glycosylation sont généralement correctement occupés, mais les

structures maturées sont plus courtes.

3.1. N-glycosylation

3.1.1. Biosynthese
Les premieres études ont concerné des Diptéres et ont contribué a démontrer que le cycle
des dolichols existait chez Ceratitis capitata (Quesada Allue et Belocopitow, 1978), chez les
moustiques Aedes aegypti (Butters et al., 1981) et Aedes albopictus (Hsieh et Robbins, 1984) ou
chez la drosophile (Sagami et Lennarz, 1987 et Parker et al., 1991). De plus ce cycle est, comme

chez les mammiferes, sensible a l'inhibition par la tunicamycine.

3.1.2. Structures glycanniques

a. Glycoprotéines endogenes

Les cellules d'insectes utilisent les mémes sites de N-glycosylation que les cellules de
mammiferes, et les séquons qui sont les plus efficacement utilisés chez les mammiféres le sont
aussi dans les cellules d'insectes (Kawar et Jarvis, 2001). Néanmoins, les seuls N-glycannes
ajoutés sont de structure oligomannosidique (Mang.9GICNAC;), comme chez les mammiféres, ou
des glycannes tronqués, dits paucimannosidiques, de structure ManzGIcNAc, ou méme, plus
rarement, Man,GIcNAC,. Ces dernieres portent souvent sur le résidu GIcNAc d'attache du fucose
en al,6 et chez certaines especes, en al,3 (pour revue, voir Altmann et al., 1999). Ces structures
se retrouvent chez des lignées de Lépidoptéres issues de Mamestra brassicae (1ZD-Mb-0503), de
S. frugiperda (Sf-21) et de Bombyx mori (Bm-N) (Kubelka et al., 1994) et chez la drosophile
(Seppo et Tiemeyer, 2000), ainsi que chez les Hyménoptéres, notamment sur la phospholipase A,
du venin d'abeille (Staudacher et al., 1992a). Les résidus de fucose peuvent coexister sur le méme
glycanne mais il existe des structures monofucosylées sur l'une ou l'autre position. La
fucosylation en a.1,3 est plus rare, seules des traces sont détectables chez S. frugiperda et B. mori,

et pas chez la drosophile (Staudacher et al., 1992b).
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b. Glycoprotéines recombinantes

La plupart des etudes structurales poussées réevélent que les structures sont essentiellement
du type oligo- ou paucimannosidiques. Pour des glycoprotéines de mammiferes produites dans le
systeme baculovirus-cellules d'insectes, il est remarquable que les sites normalement occupés par
des glycannes oligomannosidiques portent le méme type de glycanne sur la glycoprotéine
recombinante, alors que les glycannes de type complexe sont remplacés par des structures
paucimannosidiques. Cette correspondance est nette pour la lactoferrine bovine exprimée dans
des cellules de M. brassicae (Lopez et al, 1997). D'autres analyses révélent le méme type de
structure sur la gp120 du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) exprimée dans des cellules
Sf9 (Butters et al., 1998), sur l'interféron ol (Voss et al., 1993) ou encore sur le récepteur de
I'interféron y produits dans les mémes cellules (Manneberg et al., 1994). Certaines lignées
semblent toutefois avoir un potentiel de maturation un peu plus poussé puisqu'on retrouve en
position terminale des résidus de GICNAc et méme de Gal sur l'une ou l'autre branche des N-
glycannes portés par divers glycoprotéines produites chez T. ni (Hsu et al., 1997 ; Joshi et al.,
2000 et Rudd et al., 2000) et Estigmene acrea (Ogonah et al., 1996 et Hooker et al., 1999).
Néanmoins, l'existence de N-glycannes de type complexe sialylés a été rapportée sur une
glycoprotéine, le plasminogene humain recombinant dans des cellules de S. frugiperda (Sf21)
(Davidson et al., 1990), de M. brassicae (IZD-Mb-0503) et de Manduca sexta (CM-1) (Davidson
et Castellino, 1991b). Des structures tri- et tétraantennées apparaitraient méme en fin d'infection
(Davidson et Castellino, 1991a). Ces travaux, ou les structures des oligosaccharides ont été
analysées par chromatographie d'échange d'anions & haute pression (HPAEC), associée a des
digestions enzymatiques, restent le seul exemple de mise en évidence de N-glycannes de type
complexe. Pour expliquer cette singularité, les auteurs font I'hypothése que le plasminogene
humain recombinant est un substrat exceptionnellement bon pour les glycosyltransférases qui
synthétisent le type complexe et dont I'activité n'est qu'a I'état de traces. Néanmoins, le fait que

I'infection modifie les structures glycanniques est réfuté par Kretzschmar et al. (1994).

3.1.3. Données enzymatiques

Pour comprendre l'origine des structures glycanniques originales synthétisées par les
cellules d'insectes, les investigateurs se sont penchés sur les enzymes qui les produisent. Une

al,2-mannosidase active sur le MangGIcNAC; a été isolée et clonée a partir de cellules Sf9 par
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Kawar et al. (1997), par homologie avec des séquences humaine, murine, de drosophile et de
levure. Cette enzyme se distingue des a.1,2-mannosidases réticulaires 1A et IB des mammiferes
par sa propriété de produire directement du Man;GIcNAc, (Kawar et al., 2000). La mannosidase
I golgienne (voir figure 12) a été mise en évidence puis purifiée dans des cellules Sf21 (Ren et
al., 1995 et 1997). Une mannosidase Il sensible a la swainsonine a également été détectée dans
plusieurs lignées (Altmann et Mdrz, 1995) puis clonée par Jarvis et al. (1997). Une étude
d'Altmann et al. (1993) montre que des cultures de cellules de S. frugiperda, B. mori et M.
brassicae contiennent des niveaux de N-acétylglucosaminyltransférase | (GICNACT-I)
comparables a ceux de cellules humaines, alors que l'activité N-acétylglucosaminyltransférase 11
détectée est beaucoup plus faible. De plus, les auteurs montrent que la fucosyltransférase dépend
de l'action préalable de la GICNACT-I. Velardo et al. (1993) observent en outre que l'activité
GIcNACT-1 augmente au cours de l'infection. Aucune activité 1,4-galactosyltransferase n'est
détectable (Jarvis et Finn, 1996), en revanche van Die et al. (1996) montrent I'existence d'une
B1,4-N-acétylgalactosaminyltransférase  impliquée dans la synthése de chainons
GalNAcB1,4GIcNAc déja identifies chez diverses especes non-mammiféeres. Cependant, ces
structures ne sont jamais rencontrées chez les cellules d'insectes étudiées. Enfin, Staudacher et al.
(1992b) étudient les activités fucosyltransférasiques de cellules de Lépidoptéres d'une part et de
cellules de la glande & venin de l'abeille Apis mellifera d'autre part. Alors que l'activité ol,6-
fucosyltransférase est présente dans toutes ces cellules, l'activité al,3-fucosyltransférase n'est
détectée que chez l'abeille et les cellules de M. brassicae, pas chez celles de B. mori et S.

frugiperda.

Une nouvelle piste pour expliquer les structures glycanniques courtes des cellules
d'insectes est I'existence de glycosidases : dans ce sens, Licari et al. (1993) démontrent que des
cellules de S. frugiperda, T. ni, B. mori et Malacosoma distria saines ou infectées par un
baculovirus contiennent et sécrétent des activités p-N-acétylglucosaminidase, B-N-acétyl-
galactosaminidase, -galactosidase et sialidase. En outre, Altmann et al. (1995) caractérisent une
nouvelle B-N-acétylglucosaminidase membranaire, capable dhydrolyser le GIcNAc terminal
porté par la branche en «l,3 dun N-glycanne biantenné mais inactive sur [l'espece
GIcNAcMansGIcNAc,. Wagner et al. (1996a) montrent ensuite que cette enzyme est absente des

cellules d'E. acrea, ce qui expliquerait les structures plus longues produites par ces cellules.
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3.2. O-glycosylation

Les données sur la O-glycosylation sont beaucoup moins nombreuses mais plus
homogenes, les structures retrouvées se limitant aux antigenes T (Galf1,3GalNAc-O-Ser/Thr) et
Tn (GalNAc-O-Ser/Thr) dans des proportions variées. L'antigene T a été caractérise sur une
mucine sécrétée de drosophile (Seppo et Tiemeyer, 2000). Lopez et al. (1999) ont également
montré & l'aide de lectines que les cellules non infectées de S. frugiperda et T. ni présentaient un
mélange de ces deux structures. Les auteurs caractérisent les activités enzymatiques
correspondantes en analysant les produits par spectrométrie de masse en mode MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization) et rapportent que les deux lignées présentent des niveaux
de polypeptide N-acétylgalactosaminyltransférase comparables a ceux des cellules de
mammiféres, par contre l'activité B1,3-galactosyltransférase est plus faible, ce qui avait déja éte
constaté par Thomsen et al. (1990) pour la lignée Sf9. Ces observations sont aussi vraies pour les
cellules de M. brassicae qui présentent, en outre, une importante activité ol,4-
galactosyltransférase active sur l'antigéne T (Lopez et al., 1998) et absente des deux autres

lignées.

Ces structures sont également décrites sur des glycoprotéines recombinantes dans des
cellules Sf9 telles que la gp50 du virus de la pseudorage (Thomsen et al., 1990), une protéine
chimérique du virus syncitial respiratoire (Wathen et al., 1991), sur la sous-unité B de la
choriogonadotropine humaine (Chen et al., 1991) et l'interféron a2 humain (Sugyiama et al.,

1993), ainsi que sur l'interleukine 2 produite dans la lignée Sf21 (Grabenhorst et al., 1993).

3.3. Autres types de glycosylation

3.3.1. Le signal mannose-6-phosphate

Une étude de Aeed et Elhammer (1994) montre que les cellules Sf9 n'expriment pas le
signal de reconnaissance des enzymes lysosomales, le Man-6-P : la prorénine humaine exprimée
a l'aide d'un vecteur baculovirus ne porte que des N-glycannes pauci- ou oligomannosidiques non
phosphorylés, et aucune activitt UDP-GICNAc : enzyme lysosomale N-acétylglucosaminyl-
phosphotransférase n'est détectable, méme dans des cellules saines. En outre, le récepteur de
Man-6-P reconnait des protéines des fractions microsomales de cellules murines ou de CHO mais
pas de Sf9.
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3.3.2. La O-N-acétylglucosaminylation
La O-GIcNAc, glycosylation majeure des compartiments cytosolique et nucléaire, est
observée pour le récepteur 3 des cestrogenes exprimé dans des cellules Sf9 (Cheng et al., 2000).
Ce resultat appuie le caractére ubiquiste de cette modification décrite par Wells et al. en 2001

(pour revue).

3.3.3. L'ancrage GPI

Il reste des contradictions quant a la capacité du systéeme baculovirus-cellules d'insectes a
réaliser cette modification. Quelques protéines a ancrage GPI ont été exprimées dans le systeme
baculovirus, notamment le CD-80 dans des cellules Sf9 ou Hi-5 (Nagarajan et Selvaraj, 1999)
pour lequel I'ancrage GPI est démontré par la sensibilité de la protéine a la phospholipase C
(PIPLC), ou encore l'acétylcholine estérase de drosophile (Chaabihi et al., 1994).
L'aminopeptidase N, implantée dans la bordure en brosse intestinale, a été étudiée et clonée chez
M. sexta (Luo et al., 1999), et son ancrage GPIl a été mis en évidence chez ce Lépidoptere.
Exprimée grace a un vecteur baculovirus dans des cellules Sf21, la protéine est correctement liée
a un ancrage GPI, comme en témoigne sa sensibilité a la PIPLC. Par contre, les auteurs ne
détectent dans ces cellules aucune protéine endogene qui porte un ancrage GPI.

Récemment, deux etudes du groupe de R. Schwarz suggerent pourtant que la capacité des
cellules Sf9 a réaliser I'ancrage GPI est limitée. Kedees et al. (2000) montrent que la protéine de
surface de Toxoplasma gondii, SAG1, normalement ancrée par un GPI, ne l'est pas dans les
cellules d'insectes infectées, bien que présente en surface. Les travaux d'Azzouz et al. (2000)
montrent que des cellules Hi-5 non infectées sont capables de synthétiser des précurseurs d'ancres
GPI et de les transférer sur des protéines naissantes, mais que l'infection abolit ce processus :

I'étape qui est bloquée est la désacétylation de I'intermédiaire GICNAc-PI en GIcNH,-Pl.

3.3.4. Glycannes a phosphono-éthanolamine
Une analyse structurale détaillée des N-glycannes liés a I'apolipophorine 111, une protéine
de I'némolymphe du criquet Locusta migratoria (Orthoptére), révele de nouvelles structures de
type complexe (c'est-a-dire portant un ou deux résidus de GICNAc terminaux) contenant jusqu'a
deux groupes 2-aminoéthylphosphonate (AEP), branchés en 6 sur le Man de la branche en 1,6

ou sur le GIcNAc de l'autre branche (Hard et al., 1993). Cette structure AEP se retrouve
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également sur des glycosphingolipides équivalents des gangliosides de mammiféeres (Weske et
al., 1990).

3.4. Le probléme de la sialylation

Le caractére controverse et essentiel d'un point de vue pharmacologique de cette question
nous a conduits a lui consacrer une revue générale (Marchal, 1., Jarvis, D.L., Cacan, R. et
Verbert, A., 2001) (en annexe). Nous ne citerons ici que quelques exemples sélectionnés. En
confrontant toutes les études sur des glycoprotéines endogenes ou recombinantes, particuliéres ou
totales, obtenues a partir d'insectes variés, a divers stades de développement, ou de cultures
cellulaires, il apparait que s'il n'est plus contestable que la sialylation existe dans certains cas
particuliers, c'est un processus absent ou tres mineur dans les cellules d'insectes en culture, si I'on

s'en tient aux études structurales les plus poussées.

La sialylation peut étre étudiée de plusieurs facons: (i) par détection des activités
enzymatiques ou (ii) par détection des structures formées. Quelques problemes méritent
I'attention : la présence de sialidase(s) mise en évidence par Licari et al. (1993) risque de fausser
I'interprétation de I'absence d'acides sialiques et, inversement, la contamination par des
sialoglycoprotéines contenues dans le sérum peut étre source de faux-positifs. Les lectines
peuvent étre un outil facile et puissant a condition de disposer des contréles adéquats. Les
analyses structurales directes restent le moyen le plus sdr d'identification.

3.4.1. Sialylation de glycoprotéines endogénes

Des 1963, Warren, dans un examen systématique des acides sialiques dans le régne
animal, affirme que les insectes en sont dépourvus. Pourtant, quelques résultats récents le
contredisent. A l'aide de la lectine de Limax flavus, Roth et al. (1992) détectent de facon trés
localisée de I'acide sialique dans des embryons de drosophile et confirment ce résultat par une
analyse structurale en spectrométrie de masse. De plus, de I'acide polysialique est détecté grace a
un anticorps spécifiqgue mais uniquement dans des embryons de 14h a 18h. Un autre groupe
rapporte la présence d'acides sialiques dans les glandes prothoraciques larvaires et dans les
testicules de pupe du Lépidoptére Galleria melonella (Karagali et al., 1997 et 1999). Ces études,
qui combinent des methodes histochimiques et la détermination structurale par spectrométrie de
masse en mode impact électronique, montrent en outre que le contenu en acides sialiques décroit

au cours du développement et suggerent I'implication de la désialylation dans le vieillissement
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(Karacali et al., 2000). L'existence d'acides sialiques dans les larves d'insectes semble se
généraliser puisque Malykh et al. (1999) en caractérisent chez la cigale Philaenus spumarius
(ordre des Homoptéres), a l'aide du méme panel de techniques. Les auteurs précisent que chez cet

insecte, qui se nourrit exclusivement de végétaux, la contamination alimentaire est exclue.

Pourtant, la composition en monosaccharides des glycoprotéines des ovules de deux
Lépidopteres, T. ni et Danaus plexippus, déterminée par HPAEC, ne révéele que des traces de
Neu5SAc (Park et al., 1999). Enfin, I'analyse a l'aide de lectines des glycoprotéines de lignées
cellulaires de S. frugiperda, T. ni et M. brassicae, cultivées avec et sans sérum, montre l'absence

d'acides sialiques (Lopez et al., 1999).

3.4.2. Sialylation de glycoprotéines recombinantes

L'utilisation de lectines a indiqué la présence d'acides sialiques pour quelques
glycoprotéines recombinantes dans le systeme baculovirus-cellules d'insectes (Vandenbroeck et
al., 1994 ; Davis et Wood, 1995 ; Russo et al., 1998 et Pajot-Augy et al., 1999). Toutefois,
d'autres études donnent des résultats inverses (Lehman et al., 1993 ; Voss et al., 1993 ; Sugyiama
et al., 1993 ; Grossmann et al., 1997 et van de Wiel et al., 1998). Certains auteurs montrent
I'absence d'acides sialiques par I'insensibilité a la neuraminidase (Luo et al., 1992 et Wester et al.,
1997). Plus démonstratives, des méthodes de séparation des glycannes par chromatographie
(Thomsen et al., 1990 ; Hsu et al., 1997 et Butters et al., 1998) ou par électrophorése (Kulakosky
et al., 1998 et Donaldson et al., 1999) indiquent également I'absence d'acides sialiques sur
diverses glycoprotéines recombinantes, le plasminogene humain recombinant (Davidson et al.,
1990 et Davidson et Castellino, 1991a et b) faisant donc figure d'exception. Enfin, les études
ayant impliqué des analyses structurales par spectrométrie de masse montrent sans équivoque
I'absence d'acides sialiques (Sugyiama et al., 1993 ; Grabenhorst et al., 1993 ; Ogonah et al.,
1996 ; Salmon et al., 1997 ; Lopez et al., 1997 ; Hooker et al., 1999 et Rudd et al., 2000).

3.4.3. Activités sialyltransférasiques et donneur d'acides sialiques
Quelques auteurs ont recherché dans des lysats ou des fractions de cellules d'insectes en
culture des activités sialyltransférasiques, mais celles-ci restent indétectables (Butters et al.,
1981 ; Hooker et al., 1999 et Lopez et al., 1999). De plus, Hooker et al. (1999) signalent
I'absence de CMP-Neu5Ac parmi les nucléotides solubles de cellules Sf9, Sf21 ou Ea4 non

infectées ou de cellules Sf9 infectées. La méme observation est faite pour des cellules Hi-5
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(Tomiya et al., 2001). Ces cellules ne contiennent pas non plus d'acides sialiques libres
(Lawrence et al., 2000).

Néanmoins, une séquence codante putative de p-lactosamide o2,6-sialyltransférase
(encore appelée ST6Gall) a été identifiée chez la drosophile (Farkas et al., 2000, non publié,

numeéro d'acces & GenBank : AF218237), mais sa fonction n'a pas encore éte vérifiée.

L'ensemble de ces résultats laisse prévoir que les glycoprotéines recombinantes dans le
systeme baculovirus cellules d'insectes ne peuvent pas étre sialylées. La modification du potentiel
de glycosylation du systeme baculovirus-cellules d'insectes, en particulier pour la sialylation,

reste donc un champ prometteur.

4. Ingénierie de la glycosylation dans le systeme baculovirus-cellules
d'insectes

Pour revue, voir Jarvis et al. (1998).

4.1. Différentes stratégies

Une approche logique pour étendre les capacités de N-glycosylation des cellules d'insectes
serait d'inactiver le gene de I'hexosaminidase golgienne, mais il n'a a ce jour pas été isolé. L'autre
possibilité consiste donc a ajouter au systeme de nouvelles glycosyltransférases, en s'assurant que
les cellules contiennent les donneurs monosaccharidiques nécessaires. Les genes ou ADNCc de ces
enzymes peuvent étre introduits dans le large génome du baculovirus ou insérés de facon stable

dans les cellules.

Une autre voie, pour l'instant inexplorée, serait de réactiver les génes des enzymes
éventuellement responsables de la synthese de glycannes de type complexe au cours du

développement.

Enfin, on peut essayer de sélectionner un clone ou une sous-population de cellules ayant
les capacités de glycosylation désirées : c'est la stratégie de Donaldson et Shuler (1999) qui ont
sélectionné a l'aide d'une lectine spécifique des chainons N-acétyllactosaminiques une sous-
population de cellules d'E. acrea, mais dans ce cas les différences de glycosylation entre les

cellules sélectionnées et les cellules parentales sont tres ténues.
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4.2. Etat de l'art

La coexpression dans des cellules Sf9 d'une hémagglutinine virale et de la GICNACT-I, a
I'aide de deux vecteurs baculovirus différents, multiplie par 4 la quantité de résidus GICNAc
terminaux (Wagner et al., 1996b). La 1,4-galactosyltransférase exprimée grace a un baculovirus
sous le contréle du promoteur précoce iel permet a la gp64 dacquérir des résidus de Gal
reconnus par la lectine RCA (Ricinus communis agglutinin) (Jarvis et Finn, 1996). L'analyse
structurale des N-glycannes produits par les cellules infectées par ce virus révele des structures
monogalactosylées sur la branche en a.1,3 (Wolff et al., 1999 et Ailor et al., 2000). Hollister et al.
(1998) ont ensuite transfecté des cellules Sf9 avec I'ADNCc de la B1,4-galactosyltransférase sous
le contréle du méme promoteur, et ont obtenu une lignée stable, SfB4GalT. Quand ces cellules
sont infectées avec un virus sauvage ou recombinant, la gp64 est également galactosylée. Enfin,
la méme stratégie a été appliquée pour ajouter a ces cellules I'ADNc d'une a2,6-sialyltransférase
(Hollister et Jarvis, 2001). Les auteurs observent alors que la gp64 est réactive a la lectine SNA
(Sambucus nigra agglutinin), spécifique de I'acide sialique lié en a2,6, et ce uniquement quand
les cellules sont cultivées en présence de sérum (dialysé ou non) ou d'une sialoglycoprotéine
comme la fétuine. Des observations similaires sont faites avec des cellules Hi-5 transfectées
(Breitbach et Jarvis, 2001) ou pour des cellules Sf9 infectées avec un baculovirus recombinant
exprimant les deux enzymes (Jarvis et al., 2001). Ces résultats suggérent une possible
réutilisation, par les cellules transformées, des acides sialiques portés par des glycoprotéines du

milieu.

Les mécanismes généraux de glycosylation discutés précédemment impliquent des
enzymes, les glycosyltransferases, qui utilisent des donneurs spécifiques, sous forme de
nucléotides-sucres. Ces molécules sont synthétisées aux dépens de nucléotides triphosphates dont
le taux est étroitement corrélé a celui de I'ATP, et leur transfert est une réaction
thermodynamiquement irréversible. Cependant, d'autres enzymes mettent en jeu un mécanisme
tout a fait différent : la trans-glycosylation, qui permet le transfert direct d'un sucre d'un oligo- ou
polysaccharide a un autre. Ce type de réaction est reversible et ne consomme pas de liaisons

riches en énergie.
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IV. Latrans-sialidase : une alternative aux sialyltransférases chez
certains trypanosomes

Certains parasites du genre Trypanosoma, incapables de synthétiser les acides sialiques
pourtant indispensables a l'invasion des cellules hétes, utilisent une réaction de trans-
glycosylation grace a une enzyme originale, la trans-sialidase. Cette enzyme, particulierement
bien étudiée chez Trypanosoma cruzi, catalyse le transfert de résidus sialyl des glycoconjugués
de I'h6te vers ceux du parasite. L'intérét qui lui est porté par plusieurs équipes de chercheurs en
particulier latino-américains depuis une dizaine d'années repose a la fois sur son implication dans
la biologie du parasite (ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle) et sur les multiples

applications rendues possibles par son activité enzymatique inédite.

1. Trypanosoma cruzi et la maladie de Chagas

Trypanosoma cruzi est le parasite responsable de la trypanosomiase américaine
découverte par Chagas en 1909, une affection endémique en Amérique latine, ou elle cause la
mort de plusieurs millions d'individus. Son cycle de vie complexe se déroule en plusieurs stades
bien distincts, chez deux hétes successifs, 'nomme et un insecte hématophage. Le trypomastigote
représente le stade infectieux pour les mammiferes (figure 16), transmis lors de la pigdre d'un

insecte contaminé du genre Rhodnius ou Triatoma.

Les premiers mois de l'infection sont caractérises par une prolifération active du parasite
dans divers tissus, en particulier le muscle cardiaque, I'appareil digestif et les cellules gliales du
systéeme nerveux central. De sévéres encéphalites sont fréquentes au cours de cette phase aigué.
Une période asymptomatique lui succede, pouvant durer plusieurs années voire plusieurs
décennies, avant l'installation de la maladie chronique caractérisée par de multiples neuropathies
(Chuenkova et Pereira, 2000).
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Figure 16 : Schéma du cycle de vie de Trypanosoma cruzi (d'apres Cross
et Takle, 1993).

2. La trans-sialidase

2.1. Découverte de la trans-sialidase

En 1983, Schauer et al. rapportent la caractérisation de résidus d'acides N-acétyl- et N-
glycolylneuraminique a la surface d'épimastigotes et de trypomastigotes de T. cruzi, mais
échouent dans les tentatives d'incorporation des précurseurs d'acides sialiques tels que l'acétate
tritié ou la N-acétylmannosamine tritiée. Previato et al. (1985) proposent que l'acquisition
d'acides sialiques par le parasite implique une trans-glycosylation. L'acide sialique libre n'est pas
transfére (Zingales et al., 1987), mais la fétuine est un excellent donneur. La sialylation des
trypomastigotes en présence de fétuine stimule I'infection de cellules fibroblastiques (Piras et al.,
1987). L'enzyme est localisée a la surface du parasite et intervient dans la synthese d'antigenes
spécifiques du stade trypomastigote (Schenkman et al., 1991). Une sialidase avait déja été décrite
chez T. cruzi (Pereira, 1983 ; Pereira et al., 1991), mais Schenkman et al. (1992) démontrent que

les activités sialidase et trans-sialidase sont portées par les mémes enzymes.

49



L'activité trans-sialidase a également été detectée chez deux trypanosomes africains,
Trypanosoma brucei et T. congolense, mais pas chez les autres Kinétoplastidés examineés
(Engstler et al., 1995).

2.2. Structure de la trans-sialidase

(Pour revue, voir Cross et Takle, 1993 et Schenkman et al., 1994b).

Le génome de Trypanosoma cruzi contient au moins une centaine de genes codant pour la
trans-sialidase ou des protéines apparentées (Egima et al., 1996), définissant une superfamille de
genes (Frasch, 2000). La trans-sialidase du stade trypomastigote est multimérique et constituée
d'un mélange de polypeptides de tailles diverses (entre 100 et 220kDa), liés a la membrane par un
ancrage GPI et pouvant étre relargués dans le milieu (Frevert et al., 1992). Seule la partie N-
terminale est catalytique, la digestion par la papaine produit un fragment de 70kDa actif
(Schenkman et al., 1994a et Campetella et al., 1994). L'analyse des génes de trans-sialidase
montre que ce domaine est trés conservé au sein d'une méme souche et présente des éléments
structuraux communs aux neuraminidases bactériennes et virales (Parodi et al., 1992, et Pereira et
al., 1991), les motifs a aspartate, ou "Asp boxes" de séquence consensus SXDxGxTW. Ce
domaine est suivi d'un second comportant des séquences de module de type Il de fibronectine,
appelé Fn3. Enfin, le domaine C-terminal est constitué de répétitions en tandem (Long Tandem
Repeat, LTR) d'une séquence de 12 acides aminés (DSSAHSTPSTPA). Ce domaine de longueur

variable s'acheve par une sequence hydrophobe typique des protéines a ancrage GPI.

Les épimastigotes expriment, en phase stationnaire de prolifération uniquement, une
trans-sialidase distincte de lI'enzyme de trypomastigote : monomeérique, elle ne posséde pas de
domaine LTR ni dancrage GPl mais est liée a la membrane via un segment protéique
hydrophobe (Chaves et al., 1993).

50



Trypomastigote

Epimastigote

domaine catalytique

domaine Fn3

répétitions en tandem

£ .

membrane plasmique

Figure 17 : Structure schématique des formes de trans-sialidase
exprimées aux stades épimastigote et trypomastigote (d'aprés une

revue de Schenkman et al., 1994b).

2.3. Activité catalytique de la trans-sialidase
Neu5Ac(a2,3)Galp-R1 Galp-R2
TS
Galp-R1 Neu5Ac(a2,3)Galp-R2

Figure 18 : Schéma général des réactions catalysées par la trans-
sialidase de Trypanosoma cruzi

2.3.1. Spécificité de substrats
La spécificité a été étudiée en détails (Vandekerckhove et al., 1992, Ferrero-Garcia et al.,
1993 et Scudder et al., 1993). Seuls les résidus sialyl liés en a2,3 sur des résidus p-galactosyl
d'oligosaccharides, de glycoprotéines ou de glycolipides sont transférés, les acides sialiques liés

en a2,6 , a2,8 ou 2,9 n'étant pas donneurs. L'acide N-glycolylneuraminique semble étre aussi
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bien transferé que l'acide N-acétylneuraminique, ainsi qu'un certain nombre d'autres dérives.
L'acide sialique libre n'est pas transféré, en revanche des hétérosides comme l'acide 4'-methyl-
umbelliféryl N-acétylneuraminique (4MU-NANA) ou l'acide 2-O-(p-nitrophenyl)-N-acétyl-o.-

neuraminique sont de bons donneurs.

Divers glycoconjugués (glycolipides et glycoprotéines) ou oligosaccharides peuvent servir
d'accepteurs, a condition de présenter des résidus de P-galactose en position terminale non
réductrice. L'un des meilleurs accepteurs est le lactose, mais la trans-sialidase est active sur une
grande variété d'autres motifs. In vivo, les accepteurs a la surface du parasite sont surtout des O-
glycoprotéines de type mucine (Schenkman et al., 1993) et liées a la membrane par un ancrage
GPI.

2.3.2. Activités sialidase et trans-sialidase

Si la plupart des glycosidases sont théoriquement capables de catalyser des réactions de
transfert en présence d'excés de substrats, elles sont généralement plus efficaces comme
hydrolases. A l'inverse, la trans-sialidase de T. cruzi semble avoir évolué vers I'acquisition d'une
activité transférase beaucoup plus efficace en conditions physiologiques que son activité
d'hydrolase (Scudder et al., 1993). Cette derniére augmente en l'absence d'accepteur et avec la
température (Ribeirao et al., 1997), ce que les auteurs expliquent par une affinité diminuée de
I'enzyme pour l'accepteur : la température optimale pour la trans-sialylation est de 13°C alors
qu'elle est de 35°C pour I'hydrolyse. En construisant des hybrides entre la trans-sialidase de T.
cruzi et la sialidase de T. rangeli, Smith et Eichinger (1997) montrent que le domaine Fn3 joue
un réle dans l'activité de transfert. Mais I'élément essentiel est la présence d'un site accepteur de
galactose, que Chuenkova et al. (1999) identifient par des expériences de délétion dans le
domaine N-terminal. La comparaison des structures tridimensionnelles de la sialidase de T.
rangeli cristallisée et de la trans-sialidase de T. cruzi modélisée semble confirmer I'existence de

ce site de fixation du galactose (Buschiazzo et al., 2000).

2.4. Fonctions biologiques de la trans-sialidase

In vivo, la trans-sialidase utilise des sialoglycoconjugues (glycoprotéines circulantes ou
glycoconjugués membranaires des cellules endothéliales) de I'h6éte pour sialyler des

glycoprotéines a ancrage GPI et riches en O-glycannes de la surface des trypomastigotes. Pour
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I'ndte, l'incidence de cette désialylation n'est pas encore comprise. Il est en revanche clair que la
sialylation des parasites augmente leur infectivité envers différents types cellulaires (Piras et al.,
1987) en générant des épitopes particuliers impliqués dans l'invasion (Schenkman et al., 1991),
elle masque certains antigénes, notamment des résidus o-galactosyl (Pereira-Chioccola et
Schenkman, 1999) et augmente vraisemblablement leur résistance au complément. Au contraire,
la désialylation des trypomastigotes augmente leur infectivité vis-a-vis des phagocytes,
probablement via les recepteurs a galactose des macrophages. La sialylation des cellules cibles
influence également l'infectivité, ce qui suggere un role de lectine a acides sialiques pour la trans-
sialidase. Mais des versions inactives de trans-sialidase pourraient aussi se comporter comme des
lectines & P-galactose (Frasch, 2000). Apres l'invasion cellulaire, les trypomastigotes doivent
sortir de la vacuole parasitophore pour évoluer vers le stade amastigote, I'activité trans-sialidase

serait également impliquée dans ce processus.

Les séquences répetées du domaine LTR commun a beaucoup d'autres molécules de la
superfamille de la trans-sialidase sont des motifs immunodominants, et sont la cible de I'essentiel
de la réponse immunitaire précoce, prévenant en quelque sorte l'inhibition de I'activité catalytique
au début de I'infection (Leguizamon et al., 1994 et Buscaglia et al., 1998). On trouve ainsi dans le
sérum des patients chagasiques en phase aigué des formes solubles et actives de trans-sialidase,

qui pourraient étre impliquées dans les manifestations de la maladie.

2.5. Applications de l'activité trans-sialidase

La trans-sialidase reste le seul exemple d'enzyme capable, dans des conditions
physiologiques, de catalyser le transfert d'un monosaccharide sur un accepteur sans utiliser de
nucléotides-sucres qui sont les colteux donneurs des transférases. La réaction est réversible, et en
conditions steechiométriques un équilibre s'établit théoriquement pour 50% de produit sialylé,
mais un exces de donneur permet un transfert pratiquement total (Scudder et al., 1993). De plus,
en dépit d'une stricte spécificité pour les liaisons a2,3, elle utilise une grande variété de donneurs
et d'accepteurs, contrairement aux sialyltransférases. On peut ainsi envisager des donneurs
d'acides sialiques modifiés (Lee et Lee, 1994) pour synthétiser des analogues d'oligosaccharides,
des donneurs micro- ou macromoléculaires et méme des donneurs immobilisés sur support. La

trans-sialidase a été employée avec succes pour resialyler des érythrocytes (Tomlinson et al.,
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1992) et dans divers procédés synthetiques (Ito et Paulson, 1993, Vetere et Paoletti, 1996 et
Lubineau et al., 1997).
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Travaux personnels



Position du travail dans le domaine

Les protéines recombinantes représentent de nouveaux espoirs en thérapies animale et
humaine. Cependant, le développement et la commercialisation de ces molécules restent sous la
contrainte d'une production généralement colteuse. Les protéines recombinantes sont a priori
plus sdres que des protéines extraites a partir d'une source naturelle, néanmoins, le lien
soupgonné (mais réfuté par Ascherio et al., 2001) entre la vaccination contre I'hépatite B (a l'aide
d'un vaccin recombinant produit dans Saccharomyces cerevisiae) et des cas de sclérose en
plaques illustre la nécessité d'un controle trés strict de la qualité de ces protéines et de leurs effets
biologiques. Notamment, la compréhension de plus en plus claire des roles possibles des
oligosaccharides montre que la glycosylation des protéines recombinantes thérapeutiques est un

probléme crucial qui complique considérablement leur développement pré-clinique.

Le choix d'un systeme d'expression doit, par conséquent, largement tenir compte des

capacités de glycosylation des cellules hotes (Jenkins et al., 1996, pour revue).

Parmi les hétes couramment utilisés, les bactéries, qui ne réalisent pas de glycosylation de
type eucaryote, sont souvent exclues pour la production de glycoprotéines. Les levures
synthétisent des structures hypermannosylées pouvant atteindre 150 résidus de mannose dans le
cas de Saccharomyces cerevisiae, plus courtes chez Pichia pastoris (pour revue, Gemmil et
Trimble, 1999). Cette hypermannosylation est susceptible de diminuer l'activité biologique des
molécules injectables et d'induire une réaction immunitaire. Les structures N-glycanniques
associées aux glycoprotéines d'origine végétale sont dépourvues d'acides sialiques et, le plus
souvent, de galactose terminaux, en outre elles contiennent des résidus de xylose et la
fucosylation sur le résidu de GIcCNAc du noyau est faite en a1,3 (Lerouge et al., 1998). Ces deux
structures inexistantes chez I'homme sont potentiellement allergéniques ou antigéniques (Garcia-
Casado et al., 1996). Les cellules de mammifeéres, phylogénétiquement plus proches de I'homme,
ne constituent pourtant pas la solution : comme beaucoup de mammiféres, les lignées de souris
expriment une al,3-galactosyltransférase responsable de la synthése de I'antigéne de Galilli, qui
est absent chez I'homme et les singes du nouveau monde (Oriol et al., 1999). L'administration par
injection d'une glycoprotéine portant ce determinant est susceptible de déclencher un choc
anaphylactique car les anticorps dirigés contre cette structure constitueraient 1% des anticorps

humains (Galili, 1993). Un autre inconvénient des cellules de mammiféres (notamment CHO ou
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BHK) est la présence dacide N-glycolylneuraminique (Neu5Gc). Absent des tissus humains
normaux, ce composé constitue chez I'nomme un antigene oncofcetal (Noguchi et al., 1995 et
Schauer et Kamerling, 1997). Méme des cellules humaines en culture synthétisent des structures
différentes de celles rencontrées in vivo : ainsi, I'érythropoiétine recombinante dans une lignée de
cellules lymphoblastoides humaines présente des N-glycannes tres différents de ceux portés par
I'érythropoiétine urinaire humaine (Cointe et al., 2000). Ce fait montre que les structures
oligosaccharidiques sont le résultat d'un équilibre fragile entre de tres nombreux paramétres qui

ne sont pas nécessairement reproductibles in vitro.

Le systeme baculovirus-cellules d'insectes parait intéressant pour son rendement, sa
sécurité, et la relative facilité avec laquelle sont générés les vecteurs recombinants. Les structures
glycanniques synthétisées sont certes plus courtes mais exemptes de structures "exotiques”. Seule
la fucosylation en 1,3 sur le point d'attache pourrait étre un obstacle, mais certaines lignées
comme la lignée Sf9, qui est pour l'instant la seule lignée agréée par la FDA (Food and Drug
Administration), en sont dépourvues. Les structures tronquées laissent donc envisager une
possible "humanisation” de la glycosylation dans les cellules d'insectes. Dans l'idéal, cette
stratégie doit permettre de contrdler précisément la glycosylation des protéines recombinantes et

d'obtenir une bonne homogénéité.

Néanmoins, la voie de maturation des N-glycannes aboutissant a ces structures
paucimannosidiques demeurait mal comprise lorsque nous avons entrepris ce travail et de
nombreuses contradictions persistaient. Avant de chercher a modifier les capacités de
glycosylation des cellules de Lépidopteres, il nous a paru essentiel de définir les différentes
étapes de ce processus. Nous avons donc entrepris de rechercher des intermédiaires de ce
métabolisme dans les cellules Sf9. L'utilisation d'inhibiteurs nous a permis de caractériser des
intermédiaires clés de ce métabolisme et de montrer que ce sont les mémes que chez les
mammiferes. Les divergences se situant dans les étapes terminales, il apparait possible d'agir sur
ces intermédiaires communs pour dévier la maturation vers la synthése de N-glycannes de type

complexe.

Les tentatives déja rapportées de correction de la glycosylation dans les cellules d'insectes
montrent que l'addition de glycosyltransférases suffit a étendre partiellement les capacités de

glycosylation lorsque les donneurs correspondants sont présents. La glycosylation terminale et
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tout particulierement la sialylation est, elle, compliquée par lI'absence du donneur CMP-Neu5Ac,
observée par plusieurs auteurs. Plusieurs stratégies sont alors envisageables. La premiére serait de
sialyler in vitro les glycoprotéines purifiées a l'aide d'une sialyltransférase et de CMP-NeuAc,
mais le colt élevé de ce composé est difficilement compatible avec une production industrielle
(Stanley et al., 1992). Il est egalement possible d'ajouter d'autres génes nécessaires a la synthése
et au transport du CMP-Neu5Ac. Le travail publié par Hollister et Jarvis (2001) suggere que les
cellules de Lépidoptéres expriment déja quelques-unes de ces activités, ce qui est encore mal
compris. Une autre stratégie est de copier une propriété de certains trypanosomes qui, incapables
de synthétiser les acides sialiques, utilisent la trans-sialylation. Le parasite Trypanosoma cruzi
possede en effet une trans-sialidase membranaire capable de sialyler des antigénes de sa surface
aux dépens de glycoconjugués de I'néte. Notre but était d'exprimer la trans-sialidase a la
surface des cellules d'insectes afin de mimer cette propriété unique du parasite. L'enzyme
recombinante est capable de sialyler des accepteurs galactosylés exogéenes. Nos résultats
montrent donc que la sialylation de glycoprotéines recombinantes dans le systeme baculovirus-

cellules d'insectes grace a la trans-sialidase est envisageable.
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l. Etude métabolique de la voie de maturation des N-glycannes
dans les cellules Sf9

1. Introduction

Lorsque nous avons entrepris ce travail, I'essentiel des connaissances sur les capacités de
glycosylation des cellules d'insectes dérivait d'analyses structurales de glycoprotéines produites
dans des vecteurs baculovirus. Si la grande majorité de ces études montraient que seules des
structures de types oligo- ou paucimannosidique étaient synthétisées, il restait d'importantes
contradictions. En effet, le cas du plasminogéne humain recombinant dans plusieurs lignées
cellulaires de Iépidopteres (Davidson et al., 1990 et Davidson et Castellino, 1991a et b), pour
lequel les auteurs décrivent des N-glycannes de type complexe galactosylés et sialylés, suggere
que les cellules d'insectes ont dans une certaine mesure la capacité de former des glycannes
complets. Ces contradictions montrent toutefois qu'il est difficile de déduire un métabolisme
d'études concernant des glycoprotéines particulieres. De plus, il s'agit toujours de glycoprotéines

synthétisées au cours d'une infection virale, ou le métabolisme est profondément perturbe.

D'autres études ont consisté a rechercher des activités enzymatiques susceptibles
d'intervenir dans la maturation des N-glycannes, prenant le cas des mammiféres comme modele.
Comme discuté précédemment, les enzymes réticulaires, les mannosidases | et 11 golgiennes et la
N-acétylglucosaminyltransférase | existent a des niveaux comparables a celles des cellules de
mammiferes, alors qu'il n'existe pas d'activités N-acétylglucosaminyltransférase I, B1,4-
galactosyltransférase ni sialyltransférase. En outre, une nouvelle glucosaminidase membranaire a
été décrite (Altmann et al., 1995 et Wagner et al., 1996a), et il est tentant de penser qu'elle est
responsable de I'élimination du résidu GIcNAc pour former les espéces de type MansGIcNAC,,
comme c'est le cas chez les végétaux (Vitale et Chrispeels, 1984). Néanmoins, des voies
alternatives ont été décrites dans certains systéemes (Yamashita et al., 1983 et Chui et al., 1997)
et, en l'absence de données métaboliques, rien ne permet de les exclure pour les cellules

d'insectes.

Dans ce travail, nous avons voulu apporter un éclairage supplémentaire en examinant, par
des marquages métaboliques, le processus de maturation de I'ensemble des N-glycannes dans des

cellules d'insectes Sf9 non infectées.
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Les inhibiteurs de la glycosylation ou du trafic intracellulaire ont contribué a la
compréhension des voies de glycosylation et de leur topologie dans les cellules de mammifeéres.
Chez les cellules d'insectes, les seules informations obtenues avec ces inhibiteurs ont concerné
des changements de mobilité ou de sensibilité a I'endoglucosaminidase H des glycoprotéines

recombinantes.

Le premier inhibiteur utilisé, la castanospermine, bloque les glucosidases du reticulum
endoplasmique (Pan et al., 1983). Dans les cellules d'insectes, la castanospermine entraine un
changement de mobilité électrophorétique des glycoprotéines (Jarvis et al., 1990 et Jarvis et
Garcia, 1994). La swainsonine, en empéchant l'action de la mannosidase Il golgienne (Tulsiani et
al., 1982), conduit a la formation de N-glycannes de type hybride. Jarvis et al. (1997) et Ren et
al. (1997) ont montré que la mannosidase Il des cellules Sf9 était également sensible a la
swainsonine. Qutre ces inhibiteurs de glycosylation proprement dits, des inhibiteurs du
fonctionnement de I'appareil de Golgi peuvent fournir des informations sur la glycosylation et sa
compartimentation (Dinter et Berger, 1998). Ainsi, la monensine, un inhibiteur de la sécrétion et
du trafic intervésiculaire (Tartakoff et al., 1978), a été utilisée dans cette étude. En présence de
monensine, les différents auteurs observent un gonflement des saccules golgiens et Cecchelli et
al. (1986) constatent notamment une entrée accrue de nucléotides-sucres, ce qui est susceptible
d'entrainer des changements dans la glycosylation. Les cellules d'insectes voient également leur

sécretion bloquée en présence de monensine (Gunne et Steiner, 1993).

Des marquages métaboliques des N-glycannes en présence de ces inhibiteurs nous ont
ainsi permis de caractériser des intermédiaires clés de la voie de maturation des N-glycannes dans
des cellules Sf9.

2. Résultats

Ces travaux ont fait I'objet d'un article publié dans Glycobiology.
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Article | :

Marchal, I., Mir, A.-M., Kmiécik, D., Verbert, A. and Cacan, R. (1999)

Use of inhibitors to characterize intermediates in the processing of N-glycans

synthesized by insect cells: a metabolic study with Sf9 cell line.

Glycobiology 9(7), 645-54.
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3. Discussion

La maturation des N-glycannes est un processus rigoureusement ordonné et
compartimenté. Il fait intervenir des enzymes de spécificité tres stricte qui doivent trouver dans le
méme compartiment subcellulaire tous leurs substrats. Ainsi, la présence dans un extrait
cellulaire d'une activité enzymatique donnée n'implique pas qu'elle soit effective in vivo.
L'objectif poursuivi dans ce travail était d'étudier les intermédiaires réellement produits dans les

cellules Sf9, grace a des marquages métaboliques des N-glycannes.

En utilisant des inhibiteurs de la glycosylation ou du trafic intracellulaire, nous avons mis
en évidence des intermédiaires clés de ce processus. La castanospermine, en inhibant les
glucosidases du reticulum endoplasmique, provoque I'accumulation d'especes glucosylées. La
swainsonine, inhibiteur de la mannosidase 11, révele I'intermédiaire GIcNAcMansGIcNAc,. Une
partie au moins de cette espece est fucosylée sur le résidu dattache a la protéine. Cette

observation montre qu'une al,6-fucosyltransférase est capable d'agir deés ce stade.

Nous avons en outre observé qu'en plus des résidus de mannose, les résidus de fucose
étaient radioactifs aprés un marquage métabolique au 2-[*H]Man. La principale source de fucose
sur les glycoconjugués est en effet la conversion du GDP-Man en GDP-Fuc (Tonetti et al., 1998).
Le fucose exogene n'est que tres peu incorporé, comme nous l'ont montré des expériences de
marquage avec du fucose radioactif. Dans le cas de 2-[*H]Man, seule la conversion en GDP-Fuc

conserve la radioactivité, de sorte que les seuls résidus marqués sont le mannose et le fucose.

Enfin, la monensine nous a permis d'observer, en dépit d'une trés forte diminution de
Iincorporation du mannose précurseur, un nouvel intermédiaire de  structure
GIcNAcMansFucGIcNACc,. Cet intermédiaire est, selon toute vraisemblance, utilisé par la B-N-
acétylglucosaminidase pour produire la structure finale MansFucGIcNAc,. En outre, nous avons
constaté qu'en présence de monensine, seuls les résidus de fucose sont radioactifs : ainsi,
I'incorporation dans ces conditions est liée exclusivement a la fucosylation de glycoprotéines
synthétisées avant l'addition de la monensine et bloguées dans I'appareil de Golgi. La figure 19

présente notre interprétation des effets de la monensine.

L'observation de l'espéce GIcNAcMansFucGIcNAC, en présence de monensine, alors

qu'elle est indétectable en situation controle, suggére fortement un blocage dans un compartiment
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ne contenant pas la glucosaminidase. Cette enzyme apparait donc physiquement séparée des
enzymes catalysant les étapes précédentes (mannosidase Il et al,6-fucosyltransférase). Il est par
conséquent probable que cette enzyme soit située dans un compartiment tardif de la voie de
sécrétion.

RE cis  médian trans
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4_/

+ monensine X

Figure 19 : Effets de la monensine

En situation contrdle, le mannose est en majorité incorporé dans le RE pour la biosynthese de
glycoprotéines. Seule une partie est incorporée sous forme de fucose dans I'appareil de Golgi.

En présence de monensine, la synthese protéique est abolie, le mannose n'est donc plus incorporé
dans le RE. Les saccules golgiens sont dilatés et incorporent plus de nucléotides-sucres. Le seul
marquage radioactif observeé est donc di a la fucosylation de glycoprotéines synthétisées avant le
marquage et l'addition de monensine et bloquées dans I'appareil de Golgi.

Ce travail nous a permis d'établir que la voie de maturation des N-glycannes dans les
cellules d'insectes est parallele a celle des cellules de mammiféres jusqu'a un intermédiaire de
structure GIcNAcMan;[Fuc]GIcNAc; et confirme donc ce qu'indiquaient les données structurales
et enzymatiques. Les divergences sont liees a l'existence, dans les cellules d'insectes, d'une 3-N-
acetylglucosaminidase qui convertit le GIcNAcManz[Fuc]GIcNAc; en Mans[Fuc]GIcNAc,. La

figure 20 résume le chemin métabolique suivi dans chacun des deux cas.
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Figure 20 : Voies de maturation des N-glycannes dans les cellules de
mammiferes et d'insectes

D'aprés ces résultats, l'inactivation de la B-N-acétylglucosaminidase peut s'avérer utile
dans une stratégie d"'humanisation” des cellules d'insectes. Néanmoins, le géne codant cette
nouvelle enzyme n'a pas été identifié a ce jour et le clonage est compliqué par l'existence, chez
les insectes, de chitinases. En outre, il faut signaler qu'une mannosidase Il a récemment été

identifiée dans des cellules Sf9 (Kawar et al., 2001). Cette enzyme est golgienne, sensible a la
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swainsonine mais se distingue de la mannosidase Il par sa propriété d'agir sur le MansGICNAC,,
mais pas sur le GIcNAcMansGIcNAC,, pour produire le MansGIcNAc,. Son implication effective

dans la biosynthése des N-glycannes tronqués reste a étudier.

Une autre facon de modifier le métabolisme est d'augmenter I'expression de certaines
glycosyltransférases pour orienter le flux métabolique vers la formation de N-glycannes de type
complexe. C'est ce que nous allons illustrer par une étude sur I'expression d'une [1,4-
galactosyltransférase dans les cellules Sf9, dans le cadre d'une collaboration avec le laboratoire

de D.L. Jarvis (Université du Wyoming).
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. Exemple d'ingénierie de la glycosylation dans les cellules
d'insectes : expression d'une galactosyltransférase

1. Introduction
Les tentatives de modification de la glycosylation dans les cellules d'insectes ont, comme
discuté dans l'introduction, impliqué la surexpression de glycosyltransférases déja présentes ou

I'addition de nouvelles enzymes.

Ainsi, l'une des premiéres expériences a été d'exprimer de fagcon stable une B1,4-
galactosyltransférase (Hollister et al., 1998). Les cellules Sf34GalT ainsi produites contiennent
I'’ADNCc de la B1,4-galactosyltransférase bovine sous le contrdle du promoteur précoce viral iel.
Ce promoteur, actif des le début de I'infection, utilise des facteurs de transcription cellulaires
(Jarvis et al., 1996). Dans leur étude, les auteurs montrent que la gp64 produite lors de I'infection
de ces cellules par un baculovirus sauvage est réactive a la lectine RCA, et qu'elle contient donc

des résidus de galactose terminaux.

Dans le cadre d'une collaboration avec le laboratoire ou ces cellules ont été produites,
nous avons examiné la nature des N-glycannes produits en présence de cette

galactosyltransférase.

2. Résultats

2.1. Structures N-glycanniques synthétisées par les cellules SfB4GalT

Aprés un marquage métabolique de 2 heures avec du mannose tritié, suivi d'une extraction
séquentielle des intermédiaires du cycle des dolichols (voir l'article précédent et Cacan et
Verbert, 1995), les oligosaccharides liés aux protéines dans les cellules Sf9 ou dans les cellules
SfB4GalT ont été analysés par chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Les profils
obtenus sont représentés sur la figure 21. Le pic supplémentaire (A) detecté dans le cas des
cellules SfB4GalT a le méme temps de rétention qu'un standard MansGIcNAC,. Ce pic a été isolé,
et sa structure examinée au moyen de digestions par des exoglycosidases (figure 22). Apres
action de la B-galactosidase, le pic A migre avec le méme temps de rétention qu'un standard
Man,GIcNACc,. L'action séquentielle de la B-galactosidase et de I'hexosaminidase produit le
Mans[Fuc]GIcNAC,. Le pic A représente donc une espece GalGIcNAcManz[Fuc]GIcNAc,. Etant
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donné l'absence d'activité N-acétylglucosaminyl-transférase Il dans ces cellules, la branche

galactosylée est, selon toute vraisemblance, portée par le mannose en al,3.

1194] %O—EH}

Sf9

597 4

3213

SfR4GalT

Radioactivité (dpm)

%o A

1606
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Figure 21 : Analyse par HPLC des N-glycannes marqués dans les cellules
Sf9 ou Sfp4GalT

Les cellules Sf9 ou SfR4GalT ont été incubées pendant 2h avec du 2-[*H]Man conformément &
I'article I. Apres une extraction séquentielle des intermédiaires lipidiques, les oligosaccharides
liés aux protéines ont été libéres par la PNGase, dessalés puis analysés par HPLC.
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Figure 22 : Détermination de la structure représentée par le pic A
Aprés un marquage des cellules SfB4GalT au 2-[*H]Man, les différentes espéces
oligosaccharidiques libérées des protéines ont été isolées par HPLC préparative. Le pic de

Man3[Fuc]GIcNACc2 et le pic A ont été traités par la B-galactosidase de jack bean ou par la -
galactosidase puis la -hexosaminidase de jack bean avant d'étre analysés par HPLC.
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2.2. Etude de la galactosylation de surface

Les résultats de Hollister et al. ainsi que les marquages précédents montrent que les
cellules SfB4GalT produisent des N-glycannes galactosylés. Néanmoins, les travaux de Licari et
al. (1993) indiquent que diverses lignées cellulaires de Lépidoptéres, dont la lignée Sf9,
produisent et sécretent des exoglycosidases, notamment des activités p-galactosidase et
hexosaminidase. Ces enzymes pourraient intervenir pour digérer les especes galactosylées
produites par les cellules SfB4GalT. Afin de déterminer si les espéces finales synthétisees par les
cellules SfB4GalT non infectées étaient effectivement galactosylées, il nous a paru intéressant
d'examiner la galactosylation en surface de ces cellules. Dans ce but, les cellules Sf34GalT ainsi
que des cellules Sf9 ont éte incubées avec une lectine spécifique des résidus de B-galactose et
couplée a un fluorophore. La fixation de la lectine RCA15 (Ricinus communis agglutinin) sur les
cellules a éte observée par cytofluorimétrie en flux, dont les résultats sont présentes sur la figure
23. La méme expérience a également eté faite sur les cellules Ea4. Ce clone cellulaire a éte isolé
par Ogonah et al. (1996) a partir d'une lignée parentale issue d'Estigmene acrea et sélectionné
pour sa capacité a produire des N-glycannes de type complexe liés a l'interféron y humain
recombinant. Dans ce cas précis, les N-glycannes produits sont galactosylés mais non sialylés et
on observe jusqu'a trois antennes. Depuis ce résultat, les cellules Ea4 sont commercialisées par la
firme Novagen sur la base de leurs meilleures capacités de production et de glycosylation des

protéines recombinantes.
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Figure 23 : Analyse de la galactosylation de surface par cytofluorimétrie
de flux
Les cellules (0,5 & 1x10° cellules par expérience) ont été incubées en présence de RCAiz &

1ug/mL et de 5mg/mL de BSA. La fixation non spécifique a été mesurée en présence de 100mM
de lactose.

Une fixation spécifique de la lectine RCA est observée pour les trois lignées, mais elle est

nettement plus importante dans le cas des cellules Sf4GalT que pour les deux autres, ce qui
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révele une galactosylation de surface plus importante. Aucune différence significative n'est

observée entre les lignées Sf9 et Ea4.

Ce résultat montre que les résidus de Gal fixés sur les glycoprotéines membranaires ne

sont pas éliminés par d'éventuelles B-galactosidases.

2.3. Effet de l'infection par un baculovirus

Nous avons ensuite examiné les structures N-glycanniques produites dans les cellules Sf9
et SfB4GalT lors d'une infection par un baculovirus. Jarvis (1993) a en effet constaté que dans
des cellules transfectées contenant un géne étranger contrdlé par le promoteur iel, l'infection par
un baculovirus provoque une activation transitoire du transgéne en début d'infection. De la méme
facon, Hollister et Jarvis (2001) observent une importante augmentation de l'activité p1,4-
galactosyltransférase dans les cellules Sf34GalT dés le début de I'infection. Afin de rechercher si
cette activation de la galactosyltransférase a une influence sur les structures N-glycanniques, les
cellules SfB4GalT ont été infectées par le baculovirus AcSLP10 puis marquées avec du mannose

radioactif 48h apres I'infection. Les profils glycanniques obtenus sont reportés sur la figure 24.
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Figure 24 : Profils HPLC des N-glycannes synthétisés par les cellules Sf9

ou SfpAGalT saines ou infectées par un baculovirus

Les cellules ont été infectées avec le virus AcSLP10 (voir I'appendice technique et l'article
suivant) & une multiplicité d'infection de 5 pfu/cellule. Le marquage métabolique au 2-[*H]Man a
été effectué a 48h p.i. ou sur des cellules non infectées.

Apres 48h d'infection, les espéeces finales détectées lors d'un marquage de 2h sont moins
importantes que pour des cellules saines, ce qui traduit une maturation légérement ralentie. Ce
ralentissement est normal puisque I'infection virale inhibe la transcription des genes cellulaires.
Néanmoins, le profil observé avec les cellules Sf9 infectées reste qualitativement semblable a
celui obtenu hors infection. Dans le cas des cellules SfB4GalT, au contraire, I'espece
Man3[Fuc]GIcNAc2 n'est plus détectée, seule I'espéce galactosylée est observée. Le flux
métabolique a été totalement dévié vers la production d'un glycanne galactosylé au détriment de

la forme paucimannose.
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3. Discussion

Comme discuté précedemment, I'absence de N-glycannes de type complexe au profit de
N-glycannes paucimannosidiques chez les insectes est essentiellement due a deux phénomenes :
(i) I'existence d'une activité B-N-acétylglucosaminidase et (ii) I'absence de glycosyltransférases
terminales. L'inactivation de la glucosaminidase ne suffirait donc pas a la synthése de glycannes
complets. En revanche, l'addition des transférases terminales absentes s'avérerait inutile si la
glucosaminidase pouvait agir avant. Une enzyme clé pour la modification des potentialités de
glycosylation dans ces cellules est donc la p1,4-galactosyltransférase, susceptible d'entrer en
compétition avec la glucosaminidase pour le méme substrat GICNAcMans[Fuc]GIcNAC,. Les
résultats que nous avons obtenus précédemment en présence de monensine suggérent toutefois
que la glucosaminidase est localisée dans un des compartiments les plus tardifs de la voie de

sécrétion.

Les travaux entamés par Jarvis et Finn (1996) et poursuivis par Hollister et al. (1998) ont
impliqué I'expression d'un ADNc codant une p1,4-galactosyltransférase bovine. Les
glycoprotéines produites dans ce cas étaient effectivement reconnues par une lectine spécifique
du galactose, indigquant que I'enzyme avait pu galactosyler une partie au moins des N-glycannes

avant l'action de la glucosaminidase.

Les marquages métaboliques que nous avons réalisés sur les cellules SfB4GalT montrent
gue la moitié environ des N-glycannes néosynthétisés sont en effet galactosylés. La voie de
maturation est donc partiellement déviée vers la formation de N-glycannes de type complexe. De
facon intéressante, l'activation de la production de la galactosyltransférase lors de Il'infection
suffit a dévier la totalité des N-glycannes vers le type complexe, puisque seule la structure
galactosylée est observée. Néanmoins, une seule branche est occupée, ce qui confirme l'absence
d'activité N-acétylglucosaminyltransférase Il. En outre, les nouvelles structures ne sont pas
sialylées. L'absence d'acides sialiques dans les cellules d'insectes sauvages n'est donc pas due
seulement a un défaut d'accepteur, mais aussi a un défaut de transférase et/ou de donneur CMP-
Neu5Ac.

La production de glycoprotéines galactosylées a également été analysée par
cytofluorimétrie de flux en utilisant une lectine fluorescente spécifique des résidus de galactose.

La galactosylation de surface des cellules SfB4GalT s'est révélée nettement supérieure a celle des
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cellules Sf9 et Ead. Dans le cas des cellules Sf9, la lectine révele probablement des O-glycannes
et des glycolipides galactosylés. La faible galactosylation des cellules Ea4 est plus surprenante,
puisque Ogonah et al. (1996) rapportent la présence de galactose terminal sur les N-glycannes

liés a l'interféron y recombinant dans ces cellules.

Ces résultats montrent qu'il est donc envisageable de modifier les capacités de
glycosylation du systéme baculovirus-cellules d'insectes simplement en ajoutant les
glycosyltransférases absentes (figure 25). L'inactivation de la glucosaminidase ne semble pas

indispensable mais peut étre envisagée pour optimiser la synthése de N-glycannes complexes.

Cette stratégie n'est toutefois possible que lorsque les donneurs sont déja présents dans les
cellules. Le probleme de la sialylation est plus compliqué puisque plusieurs études, dont celle de
Hooker et al. (1999) ont démontré I'absence de CMP-Neu5Ac dans les cellules d'insectes. Les
auteurs prévoient donc que l'addition de sialyltransférases ne peut suffire a l'obtention de
glycoprotéines sialylées, mais qu'il est nécessaire d'ajouter également tous les genes assurant la
synthése et le transport de CMP-Neu5Ac absents des cellules d'insectes.

§®O—D—5Asn

glucosaminidase D_go‘D'EFASH UDP-Gal
Sout = Bueaw\&

Asn Asn

membrane plasmique
ou sécrétion

Figure 25 : Schéma de la voie de maturation des N-glycannes dans les

cellules d'insectes exprimant la f1,4-galactosyltransférase

La galactosylation de Il'intermédiaire GICNAc[Fuc]Mans;GIcNAc, empéche l'action de la B-N-
acetylglucosaminidase. p1,4GalT : B1,4-galactosyltransférase.
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lll.  Une autre voie possible pour sialyler des glycoprotéines dans le
systeme baculovirus-cellules d'insectes : expression d'une trans-
sialidase

1. Introduction

Le parasite Trypanosoma cruzi est incapable de synthétiser des acides sialiques. Pourtant,
la forme humaine porte des antigénes de surface sialylés, contenant notamment du Neu5Ac et du
Neu5Gc (Schauer et al., 1983) qui paraissent nécessaires a son infectivité (Schenkman et al.,
1991). La sialylation est en effet réalisée grace a une trans-sialidase située a la surface du parasite

et capable d'utiliser des glycoconjugués de I'hote.

Comme nous en avons discuté précédemment et dans la revue générale en annexe, les
cellules d'insectes en culture ne produisent pas de glycoprotéines sialylées, et ceci pour plusieurs
raisons : (i) un mangue d'accepteurs galactosylés, (ii) un manque d'activité sialyltransférase et
(iii) un manque de donneur d'acides sialiques. Le premier point est partiellement résolu par les
travaux de Hollister et al. (1998) qui montrent que I'expression de la B1,4-galactosyltransférase
permet la synthése d'accepteurs galactosylés. Concernant les deux autres, une possibilité pour
obtenir des glycoprotéines sialylées est d'ajouter tous les genes nécessaires a la synthese, au
transport et au transfert de CMP-Neu5Ac. Nous avons opté pour une autre stratégie mimant celle

du trypanosome.
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Figure 26 : Stratégie d'ingénierie de la sialylation dans le systeme

baculovirus-cellules d'insectes utilisant une trans-sialidase

Dans cette stratégie, illustrée par la figure 26, la trans-sialidase exprimée en surface doit
pouvoir utiliser des donneurs présents dans le milieu de culture pour sialyler les glycoprotéines

sécrétées, pourvu qu'elles portent des résidus de B-galactose terminaux.

Dans cette optique, nous avons réalisé une construction moléculaire constituée du
domaine catalytique et du domaine Fn3 de la trans-sialidase de T. cruzi (Campetella et al., 1994)
fusionnés au segment transmembranaire de la gp64 (Whitford et al., 1989), glycoprotéine
majeure de I'enveloppe du baculovirus. Cette séquence transmembranaire a été choisie pour

plusieurs raisons :

Y Chez le parasite, la trans-sialidase est liee a la membrane plasmique par un ancrage GPI, or la
capacité des cellules Sf9 a réaliser I'ancrage GPI semble limitée, surtout lors de I'infection par

un baculovirus ;

Y La trans-sialidase est donc liée a la membrane par son coté C-terminal, c'est aussi le cas de la
gp64. L'utilisation de cette séquence permet donc de respecter l'orientation de l'enzyme
(figure 27) ;
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¥ Au cours d'une infection, la gp64 du baculovirus s'intégre dans la membrane plasmique et

dans I'enveloppe des particules virales bourgeonnantes.

TS de frypomastigote TS recombinante

N-terminal
domaine catalytique
domaine Fn3 N-terminal

domaine catalytique
répétitions en tandem

C-terminal domaine Fn3
% ancrage GPI

gi milieu extracellulaire
. segment transmembranaire
membrane plasmique de la gp64 (23 aa)
C-terminal
Cytosol

segment cytoplasmique
de la gp64 (7 aa)

Figure 27 : Comparaison entre la structure de la trans-sialidase native et

la structure attendue de la trans-sialidase chimérique

De plus, afin de permettre un adressage efficace vers la voie de sécrétion (Tessier et al.,
1991 et Jarvis et al., 1993), un peptide signal du baculovirus a été utilisé. La séquence issue du
géne codant I'ecdystéroide-glucosyltransferase du virus ACMNPV (O'Reilly and Miller, 1989) a

été fusionnée du c6té N-terminal a la construction.

Dans une premiere approche, la protéine chimérique a été exprimée dans un vecteur
baculovirus, sous le contréle du promoteur tardif du géne p10. Le virus recombinant a été désigné
AcP10TS.

2. Résultats

Ces travaux ont été possibles grace a une collaboration avec le Dr M. Cerutti (UMR n°
5087 INRA / CNRS / Université de Montpellier I, Saint-Christol lez Alés).
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2.1. Article Il

L'expression et la caractérisation de la trans-sialidase, ainsi qu'une illustration de son

activité, ont fait I'objet d'un article paru dans Glycobiology.

Article 1l :

Marchal, 1., Cerutti, M., Mir, A.-M., Juliant, S., Devauchelle, G., Cacan, R and Verbert,
A. (2001)

Expression of a membrane-bound form of Trypanosoma cruzi trans-sialidase in
baculovirus-infected insect cells: a potential tool for sialylation of

glycoproteins produced in the baculovirus-insect cells system

Glycobiology 11(7), 593-603.
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2.2. Efficacité de la sialylation

Pour poursuivre ce travail, nous avons examiné I'efficacité de la resialylation constatée
pour I'orosomucoide (a.l-acid glycoprotein ou al-AGP) en présence de cellules infectées par le
virus AcP10TS et de sialyl-a2,3-lactose. En effet, seule la révélation avec la lectine MAA,
spéecifique des acides sialiques liés en 2,3, permet de conclure a la resialylation. Bien que
significatif, ce résultat n'est que qualitatif. Il est d'ailleurs a noter que nous n'avons jamais observé
de reconnaissance de I'orosomucoide natif par la MAA, bien qu'il présente des acides sialiques

liés en a2,3.

Nous avons donc étudié la composition en monosaccharides de l'orosomucoide natif,
désialylé ou resialylé, grace a une méthode de chromatographie en phase gazeuse (Zanetta et al.,

1999) impliquant la dérivation en composés heptafluorobutyrylés aprés méthanolyse.

Dans ce but, le milieu d'incubation contenant I'orosomucoide resialylé a été débarrassé des
particules virales puis dialysé de facon extensive afin d'éliminer tous les composants
micromoléculaires, en particulier les sucres du milieu de culture et surtout le sialyllactose
donneur. La concentration de lI'orosomucoide étant de 1mg/mL, les autres protéines présentes

dans le milieu ont été négligées.

La figure 28 montre le chromatogramme obtenu pour Il'orosomucoide resialylé. La
composition en monosaccharides de I'orosomucoide natif, désialylé et resialylé est présentée dans

le tableau IV.
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Figure 28 : Analyse par chromatographie en phase gazeuse des
monosaccharides de I'orosomucoide resialylé

Tableau IV : Composition en monosaccharides de ['orosomuoide

natif, désialylé ou resialylé*

orosomucoide Man GIcNAcC Gal NeuAc
natif 25,7% 24,2% 22,2% 27,8%
désialylé 33,1% 31,2% 31, 3% 4,3%
resialylé 26,4% 25,1% 20,5% 27,9%

*Ces valeurs ne représentent pas la composition molaire mais des intensités de réponse.

Le niveau de sialylation de lI'orosomucoide en présence des cellules Sf9 exprimant la
trans-sialidase atteint celui de la glycoprotéine native, suggérant que tous les résidus susceptibles
d'étre sialylés le sont. Ce résultat montre qu'une sialylation compléte de glycoprotéines sécrétées
et galactosylées peut étre envisagée avec la trans-sialidase.

3. Discussion

Comme discuté dans l'introduction bibliographique, l'activité enzymatique de la trans-
sialidase de Trypanosoma cruzi a été exploitée par plusieurs groupes pour synthétiser in vitro des

oligosaccharides ou des glycoconjugués sialylés. 1l nous a paru intéressant d'utiliser cette enzyme
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in vivo pour répondre a un probléeme dimportance biotechnologique, la sialylation de

glycoprotéines recombinantes dans le systeme baculovirus-cellules d'insectes.

Le but de cette étude était d'exprimer la trans-sialidase a la surface cellulaire, comme c'est
le cas chez le parasite. Pour y parvenir, nous avons fusionné le domaine catalytique de la trans-
sialidase a la séquence transmembranaire de la gp64 du baculovirus. L'enzyme recombinante a pu
étre détectée et caractérisée grace a un anticorps polyclonal produit au laboratoire et grace a la
détection de son activité. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la localisation membranaire de
I'enzyme. Néanmoins, une portion croissante au cours de l'infection de I'activité trans-sialidase

est détectée dans le milieu d'infection.

Nous avons constaté que la trans-sialidase était aussi en partie associée aux particules
virales. Ce résultat était prévisible puisque la gp64 joue un r6le prépondérant dans le
bourgeonnement des virions. Cette propriété a d'ailleurs été exploitée pour exposer des antigenes
spécifiquement a la surface des virions : c'est la technique de "viral display" (Boublik et al., 1995,
Grabherr et al., 1997, Ernst et al., 2000 et Grabherr et al., 2001). Néeanmoins, dans ce cas les
glycoprotéines d'intérét sont fusionnées a la gp64 entiere afin d'assurer une intégration
préférentielle dans I'enveloppe virale. Dans notre étude, le fragment de la gp64 est limité a 30
acides aminés, de sorte que les fonctions portées par les domaines extracellulaires de la gp64 ne

sont pas conservées.

Il est plus surprenant de constater qu'une trés grande part de l'activité est soluble. Alors
que l'activité cellulaire totale, tout comme l'activité membranaire, atteint un maximum vers 48h
p.i., l'activité soluble augmente tout au long de I'infection. Cette trans-sialidase soluble ne semble
pas résulter d'un clivage protéolytique. Elle n'est pas non plus sedimentable ni retenue sur filtre.
Par conséquent, il ne peut s'agir de vésicules résultant d'une exfoliation de la membrane (Trams et
al., 1981). L'analyse par électrophorése en conditions natives suggére plutdt I'existence d'agrégats
de haut poids moléculaire. 1l est en effet concevable que la trans-sialidase, surexprimée sous le
contr6le du promoteur p10, soit correctement intégrée dans la membrane en début d'infection,
puis établisse des liaisons hydrophobes permettant la formation d'agrégats stables lorsque
I'intégration membranaire ne peut plus se faire correctement. Il serait donc intéressant d'exprimer

la méme construction sous le contréle d'un promoteur moins fort.
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En dépit de cette mauvaise intégration membranaire, signalons que la totalité de la trans-
sialidase semble N-glycosylée, ce qui traduit I'efficacité de la reconnaissance du peptide signal,
de la translocation vers le RE et du transfert des glycannes. Par contre, nous n‘avons pas examiné

si les deux sites de N-glycosylation étaient occupés.

Le résultat essentiel de cette étude est que la construction permet I'expression d'une trans-
sialidase active et capable de catalyser une sialylation quantitative. Dans la premiere expérience
utilisant la fétuine comme donneur et du lactose comme accepteur, nous avons estimé que le
rapport entre les résidus d'acides sialiques susceptibles d'étre transférés et les résidus de galactose
accepteur était a peu pres stoechiométrique. La sialylation d'un tiers du lactose en 24h peut donc
étre considérée comme un trés bon resultat. De méme, nous avons pu resialyler totalement
I'orosomucoide en utilisant cette fois un exces de donneur. En outre, la concentration de
I'orosomucoide (1mg/mL) dans nos conditions est largement supérieure aux concentrations

généralement atteintes de protéines recombinantes produites dans le systeme baculovirus.

Au moment de cette étude, nous ne disposions pas de cellules modifiées capables de
produire des glycoprotéines galactosylées, c'est pourquoi nous avons utilisé des substrats
exogenes. On peut néanmoins prévoir que le systeme sera également efficace sur des

glycoprotéines produites par les cellules.

Le systeme reste donc a optimiser, d'abord par la régulation de I'expression de la trans-
sialidase, et par la définition des meilleures conditions permettant une bonne sialylation des
glycoprotéines galactosylées et sécrétées. Notamment, il faudra choisir le donneur d'acides
sialiques et la quantité nécessaire selon la glycoprotéine d'intérét.
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Conclusions et perspectives

Gréace a des vecteurs d'expression basés sur le baculovirus, les cellules d'insectes sont de
plus en plus utilisées pour la production de protéines recombinantes. Leur succes s'explique
notamment par les hauts niveaux d'expression qui peuvent étre atteints et la possibilité de
sélectionner facilement les recombinants. Dans le cas de protéines thérapeutiques, le systeme
offre aussi une certaine sécurité puisqu'aucun virus pathogene pour I'nomme ne peut se multiplier
dans les cellules de Lépidopteres. Aucun prion n'est pour l'instant connu chez les insectes. Le
systeme baculovirus-cellules d'insectes est par conséquent une alternative potentielle aux cellules

de mammiféres, dont la culture est plus délicate et plus colteuse.

Cependant, I'étude des capacités des cellules d'insectes concernant la maturation et la
sécrétion des protéines, encouragée par l'essor du systeme baculovirus, a révélé des propriétés
specifiques, en particulier pour la glycosylation. Dans leur majorité, les structures N-
glycanniques rencontrées sur les protéines endogenes ou recombinantes sont en effet des especes
oligomannosidiques (Mang.gGICNAC,) ou trongquées (Mans[Fuc]GIcNAc;), mais pas de type
complexe. Les principaux O-glycannes sont de type GalNAc ou Galpl,3GalNAc. Ces
oligosaccharides peuvent compromettre l'efficacité d'une glycoprotéine thérapeutique ou la

rendre antigénique.

Les techniques de génie génétique permettent néanmoins d'envisager l'ingénierie des
propriétés de glycosylation des cellules d'insectes, pour les rendre aptes a produire des protéines
glycosylées conformément a des protéines humaines. Notre travail s'inscrit dans cet effort global
d"humanisation™ de la glycosylation dans le systeme baculovirus-cellules d'insectes et a impliqué
une collaboration entre I'Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle de I'Université de
Lille I (UMR 8576 du CNRS) et la Station de Pathologie comparée de Saint-Christol lez Alés
(UMR 5087 INRA / CNRS / Université de Montpellier 11).

Notre premiere préoccupation a été de comprendre comment la voie de maturation aboutit
chez les insectes a des N-glycannes de type Mans[Fuc]GIcNACc,. La séquence des événements a
été examinée a l'aide de marquages métaboliques des N-glycannes. Nous avons choisi de
travailler sur la lignée Sf9 qui est la plus largement utilisée et la mieux connue, et nous nous
sommes focalisés sur des cellules non infectées. Ultérieurement, des marquages métaboliques de

cellules infectées n'ont montre aucune différence qualitative.
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Les premiers resultats ont révélé une trés grande homogenéité des especes complétement
maturées, puisqu'il s'agit essentiellement de Mans[Fuc]GIcNAc,, largement fucosylé. Les
intermédiaires typiques du reticulum endoplasmique (Glco.;Mang9GIcNAC,) ont un profil
similaire & celui retrouvé pour des cellules de mammiferes. Par contre, aucun intermédiaire n'est

détecté entre ces especes longues et I'espece finale.

C'est donc pour identifier des intermédiaires que nous avons eu recours a deux inhibiteurs
de la maturation (la castanospermine et la swainsonine) et a un inhibiteur du trafic golgien, la
monensine. L'utilisation de la swainsonine puis de la monensine nous ont permis d'observer deux
intermédiaires portant un résidu de GIcNAc terminal, de structures respectives
GIlcNAcMans[Fuc]GIcNAc; et GIctNAcMans[Fuc]GIcNACc,. Ce résultat est conforme au schéma
selon lequel, comme chez les mammiféres, I'action d'une N-acétylglucosaminyltranférase I
préecede celle de la mannosidase Il et de [I'al,6-fucosyltransférase. L'espéce
GIcNAcMans[Fuc]GIcNAC; ainsi produite et détectable seulement en présence de monensine est
ensuite le substrat d'une B-N-acétylglucosaminidase qui avait été mise en évidence par plusieurs
études (Altmann et al., 1995 et Wagner et al., 1996a). Nos résultats permettent donc de confirmer
le chemin métabolique suivi lors de la maturation des N-glycannes dans les cellules d'insectes et
suggerent de plus une localisation de la glucosaminidase dans un compartiment tres tardif de la

voie de sécrétion.

Sur ces bases, la modification du potentiel de glycosylation par addition de nouvelles
glycosyltransferases peut étre envisagée. Ainsi, les travaux du laboratoire de D. Jarvis montrent
que l'addition d'une pB1,4-galactosyltransférase dans des cellules transfectées permet I'obtention
de glycoprotéines portant du galactose terminal (Hollister et al., 1998). Les marquages
métaboliques que nous avons effectués dans le cadre d'une collaboration avec ce laboratoire
montrent qu'en présence de la galactosyltransférase, les deux espéces majoritairement
synthétisées sont de formules Mans[Fuc]GIcNAc, et GalGIcNAcMans[Fuc]GIcNAC,.
L'expression de la galactosyltransférase, sous le contréle d'un promoteur viral, est augmentée lors
de l'infection par un baculovirus. Dans ce cas, seule I'espece galactosylee est observee. Ces
résultats montrent que le flux métabolique peut étre partiellement a totalement dévié vers la
synthése d'oligosaccharides de type complexe grace a [l'expression dune p1,4-

galactosyltransférase, sans que la glucosaminidase ne soit inactivée.
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Néanmoins, les structures restent monoantennées, l'obtention de glycannes a deux
antennes ou plus demandera I'addition des N-acétylglucosaminyltransférases correspondantes. De
plus, les structures produites dans ce contexte ne sont pas non plus sialylées. Cette observation
est cohérente avec l'absence d'activités sialyltransférases (Butters et al., 1981 ; Hooker et al.,
1999 et Lopez et al., 1999) et de CMP-Neu5Ac (Hooker et al., 1999). En depit des contradictions
qui existent a ce sujet, ces données confirment que les cellules de Lépidoptéres en culture ne sont
pas capables de produire des glycoprotéines sialylées, méme lorsque I'accepteur galactosylé est

présent.

Ces constatations nous ont ameneés a l'autre volet de notre travail, qui a consisté & évaluer
un nouvel outil pour permettre la sialylation des glycoprotéines dans le systeme baculovirus-
cellules d'insectes : la trans-sialidase. La stratégie mise en ceuvre mime celle du parasite
Trypanosoma cruzi, incapable de synthétiser lui-méme les acides sialiques nécessaires a
I'invasion des cellules hotes. Une trans-sialidase présente a la surface du parasite permet en effet

la sialylation de ses antigénes membranaires aux dépens de glycoconjugués de I'hote.

Pour reproduire ce systeme dans les cellules d'insectes, nous avons réalisé une
construction moléculaire constituée du domaine catalytique de la trans-sialidase de T. cruzi et du
domaine transmembranaire de la glycoprotéine majeure d'enveloppe du baculovirus. La protéine
chimérique a, dans une premiére approche, été exprimée dans un vecteur baculovirus sous le
contr6le du promoteur p10. Son expression a été étudiée grace a des tests d'activité et a un
anticorps polyclonal produit au laboratoire. Nous avons ainsi observé que lI'enzyme était localisée
a la surface des cellules infectées et des particules virales isolées, mais aussi dans le milieu
extracellulaire, ou elle devient majoritaire en fin d'infection. Cette surprenante constatation nous
a conduits a rechercher comment I'enzyme était solubilisée. Il est apparu qu'elle ne résultait pas
d'un clivage protéolytique ni d'une exfoliation de vésicules, mais plus probablement d'une

formation d'agrégats supramoléculaires solubles, vraisemblablement due a la surexpression.

Néanmoins, nous avons également observé, a l'aide de substrats exogenes galactosylés
(lactose et asialo-orosomucoide), que les cellules Sf9 exprimant la trans-sialidase pouvaient

catalyser une sialylation quantitative en présence d'un donneur adéquat.

Ces résultats préliminaires demandent a étre optimisés, d'abord en diminuant I'expression

de la trans-sialidase grace a un promoteur modéré. Dans l'optique de produire et purifier des
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glycoprotéines recombinantes, il sera en effet important que la trans-sialidase ne soit pas libérée
dans le milieu extracellulaire. La construction elle-méme pourra étre modifiée si nécessaire.
D'autre part, la détermination des meilleurs donneurs et surtout des quantités nécessaires
permettra d'optimiser le rendement de sialylation et les colts. Enfin, I'efficacité de sialylation
d'une glycoprotéine modele sécrétée pourra étre évaluée plus précisément dans le cadre de la

coexpression d'une 1,4-galactosyltransférase avec la trans-sialidase.

La principale limite de la trans-sialidase est de ne réaliser que des liaisons a.2,3. L'enzyme
est donc inutilisable dans les cas ou une liaison 2,6 est absolument requise. En revanche, elle a

I'avantage de pouvoir sialyler efficacement des oligosaccharides N- et O-liés.

Parallelement a ce travail, Hollister et Jarvis (2001) ont obtenu une lignée de cellules
transfectées exprimant de facon constitutive la [B1,4-galactosyltransférase et une oZ2,6-
sialyltransférase et observent que des glycoprotéines produites dans ces cellules sont sialylées.
Toutefois, la sialylation ne se fait que lorsque des glycoprotéines sialylées sont présentes dans le
milieu. Les auteurs suggerent donc que les cellules d'insectes sont capables de réutiliser I'acide
sialique du milieu et de le transformer en CMP-Neu5Ac. D'aprés ce résultat, I'addition des génes
de sialyltransférases semble donc suffisante, a condition que le milieu contienne une source

d'acides sialiques.

Néanmoins, la trans-sialidase reste un outil intéressant grace a sa large spécificité : elle
peut assurer la sialylation de structures trés différentes alors que plusieurs sialyltransférases

seraient nécessaires.

L'ensemble de ces résultats montre que le systéme baculovirus-cellules d'insectes se préte
particulierement bien a l'ingénierie de la glycosylation par simple addition de
glycosyltransférases. Le probleme encore délicat de la sialylation peut étre résolu grace a une
trans-sialidase membranaire. L'obtention de glycoprotéines correctement glycosylées est par

conséquent envisageable a moyen terme.

Sur le plan fondamental, la signification des structures tronquées typiques des cellules
d'insectes reste un mystere. Plusieurs eétudes ont établi sans équivoque I'existence de composes

sialylés chez des embryons ou des larves de divers insectes (Roth et al., 1992, Karacali et al.,
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1997, 1999 et 2000 et Malykh et al., 1999), mais pas chez des adultes ou sur des cellules en
culture. Ces observations supposent que les genes nécessaires a la synthése de N- ou O-glycannes
sialylés sont présents et actifs dans les stades précoces de développement, puis réprimés par la
suite. Des structures sialylées pourraient ainsi avoir un réle essentiel au cours du développement,

comme chez les Vertébrés.

Une nouvelle voie de recherche s'ouvre donc avec l'identification et I'étude des genes de
glycosyltransférases d'insectes et de leurs mécanismes de régulation. A ce titre, I'identification
chez la drosophile d'un ADNCc similaire a une séquence d'a2,6-sialyltransférase est un résultat
encourageant (numéro d'accés GenBank : AF218237). Des expériences d'interruption de génes,
notamment chez la drosophile ou cette technique est désormais maitrisée, pourraient apporter des

informations sur la fonction des glycoconjugués sialylés au cours du développement.
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Appendice technigue



Dans cette section sont détaillées les procédures expérimentales qui ne sont pas ou pas

complétement décrites dans les articles.

l. Cellules et virus

1. Cellules

Les cellules Sf9 issues de Spodoptera frugiperda (ATCC CRL 1711) sont cultivées a
28°C dans le milieu EXTRA 1X™ (Eurobio, Les Ulis, France) contenant 5% de sérum de veau
feetal décomplémenté (Gibco BRL Life Technologies, France), et des antibiotiques : pénicilline
(3,5mM) et streptomycine (35uM) (Sigma, Saint-Louis, MO, USA) ou dans un milieu sans
sérum, EXTRA SB5™ (Eurobio), contenant du cholestérol (4mg/L, Sigma) et des antibiotiques.

Les cellules SfB4GalT nous ont été gracieusement fournies par J. Hollister (Université du
Wyoming). Elles sont cultivées dans le milieu TNM-FH (Sigma) contenant 10% de serum de
veau feetal décomplémenté, 1% de complément lipidique Pluronic F-68™ (Sigma) et des

antibiotiques.

Les cellules Ea4 issues d'Estigmene acrea (ECACC 96073116, Novagen) sont cultivées

dans les mémes conditions que les SfR4GalT.

2. Virus

Deux virus ont été utilisés :

Le virus AcSLP10 produit par H. Chaabihi (Chaabihi et al., 1993) dérive du baculovirus
sauvage ACMNPV par délétion du locus polyédrine et réinsertion de la séquence codant la
polyédrine dans le locus du gene p10. Il posséde ainsi un phénotype avec formation de polyedres.
Les virus recombinants produits par l'insertion de séquences étrangeres dans le locus pl0
possédent un phénotype sans polyedres et peuvent donc étre facilement distingués par la

technique des plages de lyse (Summers et Smith, 1987).

Le virus recombinant AcP10TS a été produit comme détaillé dans I'article Il par insertion
de la construction codant la trans-sialidase dans le locus p10. Il posséde un phénotype sans

polyedres.
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Les deux virus ont été amplifiés dans des cellules Sf9 et les stocks viraux, titres par la
méthode des plages de lyse, ont été stockés a 4°C. Les titres viraux obtenus pour les deux virus

sont comparables.

Les infections ont été effectuées a des multiplicités d'infection (MOI) de 5 pfu (plaque

forming unit) par cellule.

. Marquages métaboliques et analyse des oligosaccharides
1. Marquages métaboliques

1.1. Le milieu de marquage

Il s'agit d'un milieu synthétique, formule d'apres le milieu de Grace (Grace, 1962) mais
dépourvu de sucres et sérum. Avant le marquage, le milieu est retire, les cellules sont lavées par

le milieu de marquage puis préincubées pendant 30 minutes dans ce milieu.

1.2. Marquage métabolique au 2-[*H]Man

Les cellules sont incubées dans un volume minimal (2mL pour un flacon de 25cm?) de
milieu synthétique contenant 100pCi de 2-[*H]Man (Amersham, Royaume Uni, radioactivité
specifique : 429GBg/mmol), a 28°C. Aprés 2h d'incubation, les cellules sont lavées a 0°C par du

PBS de pH 6,5 avant de subir I'extraction sequentielle.

2. Préparation des oligosaccharides

2.1. Lyse des cellules en vue de I'extraction

Apres le marquage, les cellules sont remises en suspension dans 0,35mL de mélange
d'arrét (IgG 10%, MgCl, 5mM, cacodylate de sodium 0,1M, pH 7,4) puis transférées dans le tube
d'extraction avec 0,8mL de méthanol et 1,2mL de chloroforme.

2.2. Extraction séquentielle des intermédiaires lipidiques

Elle est fondée sur les différences de solubilité des produits marqués au 2-[*H]Man et
générés par le cycle des dolichols. Le mélange chloroforme/méthanol/eau (3/2/1, v/viv) donne

naissance, apres centrifugation, a trois phases majeures :

= la phase inférieure (CM pour chloroforme/méthanol) contient les composés les moins

polaires ;
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= la phase supérieure, aqueuse, contient les molécules les molécules les plus polaires :

monosaccharides libres, nucléotides-sucres et oligosaccharides libres ;

» [linterphase contient les glycoprotéines dénaturées mais aussi les intermédiaires
amphipolaires du cycle des dolichols, les oligosaccharides liés au pyrophosphodolichol. Ces
derniers seront séparés des glycoprotéines par des extractions supplémentaires dans un mélange
chloroforme/méthanol/eau (CMW, 10/10/3, viviv).

L'extraction séquentielle d'apres Cacan et Verbert (1995) est illustrée dans la figure 29.

— —
+ 12000l =
+ 350uL SHL \_ oML

melange d’'arrét

Lavage
+800pL MeOH omL PIT X2
] CM
| f _ j—>cm2;3
Oligosacchar'ides
solubles
Lavage
3mL PST
J_’ellmlne
CMW <— | |
= Lavage

x3

2mL CMW PIT : Phase Inférieure Théorique

PST : Phase Supérieure Théorique

glycoprotéines

Figure 29 : Extractions séquentielles des intermédiaires du cycle des

dolichols, d'aprés Cacan et Verbert, 1995.
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Les solutions utilisées ont les compositions suivantes :
¥ PIT : chloroforme/méthanol/MgCl, 4mM : 86/14/1, viviv.
Y PST : chloroforme/méthanol/MgCl, 4mM : 3/48/47, viviv.

¥ CMW : chloroforme/méthanol/eau : 10/10/3, v/viv.

2.3. Préparation d'oligosaccharides a partir des glycoprotéines
Le culot protéique obtenu apres I'extraction sequentielle est digéré par 300ug de trypsine
bovine (Sigma) dans 0,3mL de tampon bicarbonate de sodium 100mM pH 7,9 a température

ambiante pendant une nuit. La trypsine est inactivée par une ébullition de 10 minutes.

L'hydrolysat trypsique est séché puis redissout dans 0,1mL de tampon phosphate de
sodium 20mM pH 7,5, EDTA 50mM dans lequel sont ajoutés 500mU de PNGaseF (Boehringer
Mannheim, Allemagne). Aprés une nuit a 37°C, les oligosaccharides sont purifiés sur une

colonne de Biogel P2.

3. Analyse des oligosaccharides

3.1. Analyse par HPLC

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est réalisée sur une colonne de
type amino Asahipak NH,P50, de dimensions 250 x 4,6mm (Asahi, Kawasaki-Ku, Japon). Les
oligosaccharides sont €lués en fonction de leur taille par un gradient continu acétonitrile/eau de
70/30 a 50/50 (v/v). Les espéces radioactives sont détectées en continu par un détecteur § Flo-
One (Packard, France) en scintillation liquide dans le Flow 302 (Quickszink Flow, Allemagne).
Avant l'injection, I'échantillon sec est repris dans du melange acétonitrile/eau 70/30, (v/v) et
filtré.

3.2. HPLC préparative

Les especes sont séparées selon le méme principe et des fractions de 1mL sont récupérées.
Un aliquot de chaque fraction est compté en scintillation liquide afin de repérer les pics.

3.3. Digestions par des exoglycosidases spécifiques

Pour l'analyse des glycannes des cellules Sf4GalT, les enzymes (Glyko, Oxford,

Royaume Uni) ont été utilisées dans les conditions suivantes :
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enzyme N-acétyl-B-hexosaminidase [-galactosidase
source Canavalia ensiformis (jack bean)
tampon d'incubation Citrate/phosphate de sodium Citrate de sodium
100mM pH 5,0 50mM pH 3,5
quantité d'enzyme utilisée 100mU 100muU
conditions de digestion 2h a 37°C, dans 100uL 6h a 37°C, dans 100uL

Aprés l'incubation, I'enzyme est précipitée par addition d'éthanol froid et éliminée sur
filtre de 0,45um de porosité. L'échantillon est repris dans I'acétonitrile/eau 70/30 puis injecté en
HPLC.

lll. Cytofluorimétrie de flux

Les cellules Sf9, SfB4GalT et Ea4, prises en phase exponentielle de croissance (0,5 a
1x10° cellules par expérience), ont été lavées trois fois dans un tampon Tris-HCI 50mM pH 7,
NaCl 100mM, CaCl; 1mM, MnCl, 1mM, MgCl, 1mM, et 0,01% NaNs; dans la glace. Elles ont
ensuite été incubées 1h dans ce tampon en présence de 1ug/mL de RCA;,-FITC (Isothiocyanate
de fluorescéine) (Sigma) et de 5mg/mL de sérumalbumine bovine (Sigma). Les cellules ont été
analysées sur un systeme FACScalibur™ (Beckton Dickinson, Sunnyvale, USA). La fixation non

spécifique a été mesurée en ajoutant au milieu d'incubation 100mM de lactose.

IV. Analyse de la composition en monosaccharides de
I'orosomucoide

1. Préparation des échantillons

1.1. Orosomucoide désialylé

L'orosomucoide bovin natif (Sigma) a été désialylé par un traitement de 3h a l'acide
acétique 3M a 80°C. Aprés plusieurs jours de dialyse contre de l'eau a 4°C, le produit a été
lyophilisé puis stocké a —20°C. La désialylation a été contrdlée par chromatographie en phase

gazeuse comme décrit ci-apres.

1.2. Orosomucoide resialylé
Les cellules Sf9 cultivees en milieu sans sérum EXTRA SB5 ont été infectées par le virus

AcSLP10 ou par le virus AcP10TS comme décrit dans l'article 11. Apres 24h d'infection, le milieu
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a été remplacé par du milieu frais contenant 1mM de sialyl-a2,3-lactose et 1mg/mL
d'orosomucoide désialylé. Aprés 60h d'incubation, le milieu a été récupéré et débarrassé des
particules virales par ultracentrifugation 20min a 50000xg & 4°C, puis dialyse contre de I'eau a
4°C et sous agitation pendant une semaine en changeant le bain tous les jours. L'échantillon a

ensuite été lyophilisé et analysé par chromatographie en phase gazeuse.

2. Méthanolyse et dérivation

La méthode mise au point par Zanetta et al. (1999) implique la formation de dérivés
heptafluorobutyrates des O-méthyl-glycosides libérés par méthanolyse des glycoprotéines.

2.1 Méthanolyse
Les échantillons sont lyophilisés dans des tubes en pyrex en présence ou non de lysine
(2ng) comme standard interne. Le réactif de methanolyse (HCI 0,5M dans du méthanol anhydre,

0,5mL) est ajouté puis le tube bouché est placé pendant 20h a 80°C.

2.2. Acylation

Apres la méthanolyse, les échantillons sont séchés sous un flux d'azote puis traités
pendant 15min a 160°C par 25uL d'anhydride heptafluorobutyrique dans 200uL d'acétonitrile
anhydre. Apres refroidissement, ils sont séchés sous flux d'azote afin d'éliminer I'excédent de

réactif.

3. Chromatographie en phase gazeuse

Les échantillons sont repris dans un volume approprié d'acétonitrile anhydre, puis un
aliqguot (1 ou 2pL) est introduit dans l'injecteur. Les analyses ont été reéalisées sur un
chromatographe Shimadzu GC-14A équipé d'un injecteur Ross et d'une colonne capillaire de 25m
de longueur (25QC3/BP1 ; phase liquide en film de 0,5um; SGE France SARL ; Villeneuve
Saint-Georges, France). La température de l'injecteur et du détecteur par ionisation de flamme
sont de 260°C. La chromatographie est effectuée selon le programme suivant : deux gradients
successifs de température a 1,2°C/min de 100°C a 140°C, puis a 4°C/min de 140°C a 240°C puis
10min a 240°C. La pression du gaz (hélium) est de 0,8bar.
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Annexe



Au cours de ces travaux, nous avons écrit une revue générale pour faire le point sur
I'existence ou non d'acides sialiques chez les insectes. Cette revue a été publiée dans Biological

Chemistry.

Revue :

Marchal, 1., Jarvis, D.L., Cacan, R. and Verbert, A. (2001)
Glycoproteins from insect cells: sialylated or not?

Biol Chem 382(2), 151-9.
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