N
N

N

LES HEPARANES SULFATES: des ligands cellulaires

HAL

open science

et matricielles pour les cytokines

Hugues Lortat-Jacob

» To cite this version:

Hugues Lortat-Jacob. LES HEPARANES SULFATES: des ligands cellulaires et matricielles pour
les cytokines. Biochimie, Biologie Moléculaire. Université Joseph Fourier (Grenoble 1), 1998.

03394426

HAL Id: tel-03394426
https://hal.univ-grenoble-alpes.fr/tel-03394426

Submitted on 22 Oct 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

tel-


https://hal.univ-grenoble-alpes.fr/tel-03394426
https://hal.archives-ouvertes.fr

Mémoire en vue de la demande d'habilitation

a diriger des recherches

LESHEPARANES SULFATES: desligands cellulaires et matricielles pour les cytokines

Dr. Hugues Lortat-Jacob

Université Joseph Fourier

Domaine universitaire de Grenoble

B.P. 53 - 38041 Grenoble cedex 09

Soutenu le 23 novembre 1998 devant la commission d'examen:

Dr. Fernando Arenzana-Seisdedos
Pr. Marc Block

Pr. Bernard Pau

Dr. Maurice Petitou

Pr. Michel Van Der Rest




Oui, ne penses-tu pas, & Sage que tu es, que notre connaissance de
quelque chose que ce soit est imparfaite si elle se réduit a la notion
exacte de cette chose...?

(Dialogue de l'arbre. P. Valéry)

Nous savons, d'ailleurs, que mille choses sont nécessaires dans le
voisinage de ces étres, pour qu'ils soient.

(Eupalinos ou I'Architecte P. Valéry).

A Anne.

A Claire, Géraud, Alix et Jeanne.
A mes parents.

A ceux dont le travail est aussi ici.
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L. CURRICULUM VITAE -

ETAT CIVIL
Nom: Hugues LORTAT-JACOB
Date de naissance: 3 Janvier 1961
Situation de famille: Marié, 4 enfants
Adresse personnelle: 105 chemin crét de chaume
38330 S' Ismier
Adresse professionnelle: Institut de Biologie Structurale
CNRS UPR 9015
41, avenue des martyrs
38027 Grenoble cedex 01
Tel: 04.76 88 95 69, Fax: 04.76 88 54 94
CURSUS UNIVERSITAIRE
1988-1991 DOCTORAT (mention trés honorable)
UNIVERSITE DE TECHNOLOGIE DE COMPIEGNE
INSTITUT PASTEUR DE LYON - CNRS URA 602
1987-1988 D.E.A. de Génie Enzymatique, Bioconvertion et Microbiologie

UNIVERSITE DE TECHNOLOGIE DE COMPIEGNE
ROUSSEL UCLAF




1985-1987 DIPLOME D'INGENIEUR en Génie Biologique
UNIVERSITE DE TECHNOLOGIE DE COMPIEGNE
1983-1984 MAITRISE de Biochimie (Mention Bien)
UNIVERSITE D'ORSAY (Paris XI)
1982-1983 LICENCE de Biochimie (Mention Bien)
UNIVERSITE D'ORSAY (Paris XI)
1980-1982 D.E.U.G. B (Mention Assez Bien)
UNIVERSITE DE SAVOIE (Chambéry)
CURSUS PROFESSIONNEL
1988 Ingénieur, en poste chez Roussel Uclaf, centre de Romainville
1991 Chargé de recherche 2°™ classe, CNRS, en poste i l'nstitut Pasteur de
Lyon, CNRS URA 1459.
1995 Chargé de recherche 1™ classe, CNRS, en poste a I'institut Pasteur de

Lyon, CNRS URA 1459, puis a partir de mai 1997 a I'Institut de Biologie
Structurale, CNRS UPR 9015 - Grenoble.




IL. RESUME DES ACTIVITES DE RECHERCHE

L PERIODE PRE-DOCTORALE

Au cours d'une période d'un an (1988-1989), en tant qu'ingénieur dans les laboratoires Roussel
Uclaf, j'ai pu mettre au point une nouvelle méthode de purification d'un facteur de coagulation (la
thrombine) par des techniques de chromatographie. Commercialisée depuis 1947, cette protéine
était alors préparée par des méthodes de précipitations acides et alcooliques longues et lourdes a
mettre en oeuvre. Le protocole développé (deux étapes de chromatographie d'échange d'ions, et
une de gel filtration) a permis l'obtention de la thrombine en trois jours (contre trois semaines) avec
un bon degré de pureté. Un pilote de production de petite taille a pu étre mis en place au cours de
ce projet. Cette premiére expérience professionnelle, qui a également constitué¢ mon stage de DEA,
m'a permis d'acquérir les techniques classiques de biochimie, et une connaissance du milieu
industriel.

Les contacts noués pendant cette période ont permis par la suite la mise en place d'un projet de

recherche, centrée sur I'étude de P'interféron-gamma (IFNy), ce qui a constitué mon sujet de thése.

IL. PERIODE DOCTORALE

Le sujet développé au cours de ma thése concernait I'étude des interactions cytokines-matrice
extracellulaire. Au cours de cette période de deux ans et demi (octobre 1989 - avril 1991) nous
avons démontré Pexistence d’une interaction entre I'TFNy et une matrice extracellulaire de type
membrane basale (matrigel), caractérisée par une affinité importante (Kd = 1,5 nM). Le role
possible de cette interaction pouvait étre de concentrer localement ITFNy, ce qui rendait compte de
Peffet généralement paracrine de cette cytokine. Ces premiers résultats ont permis de proposer la

notion de "récepteurs matriciel" des cytokines et ont mis ainsi en évidence le r6le modulateur de la
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matrice extracellilaire dans la réponse cellulaire & 'IFNy. Ce "récepteur matriciel” est constitué par

les chaines oligosaccharidiques d’un protéoglycane a héparane sulfate, le pearlecan. Enfin, nous
avons également déterminé que les sites d’interactions se situaient dans I'extrémité C-terminale de

I'TFNy. L'ensemble de ces travaux a donné lieu 4 6 publications (1,2,3,4,5,7, voir page 31)

III. PERIODE POST-DOCTORALE

Tai été recruté au CNRS, en octobre 1991, dans 'URA 1459 de I'institut Pasteur de Lyon, avec
pour projet la poursuite de I'étude des interactions cytokines/héparane sulfate.

Jusqu'en 1997, date de mon départ de linstitut Pasteur de Lyon pour I'institut de biologie
structurale de Grenoble, nous avons analysé le role fonctionnel de cette interaction, a la fois in vitro
et in vivo. En particulier nous avons pu démontrer que les molécules d’héparane sulfate
contr6laient d’une part, la distribution tissulaire de la cytokine, et, d’autre part son activité
spécifique (activité anti virale), par un mécanisme original, qui implique une protéolyse limitée du
domaine C-terminal de la cytokine. L'acquisition d'un systéme d'analyse d’interactions en temps réel
(Biacore) nous a permis ensuite d'étudier les aspects dynamiques de la formation des complexes
IFNy/héparane sulfate et IFNy/récepteur cellulaire. L'ensemble de ces travaux (publications 14 a
22) a permis de démontrer que le signal biologique délivré par une cytokine ne dépendait pas
exclusivement de son niveau d'expression, ou du niveau d’expression de son récepteur, mais que le
"contexte cellulaire”, en particulier les protéoglycanes de la matrice extracellulaire, pouvait jouer un

role important dans les processus de communications entre cellules.

\\\\\

m’initier a différentes techniques de biologie moléculaire (clonage du récépteur primaire de
Padénovirus de type 2 dans un vecteur d’expression pour le systéme baculovirus/cellule d’insecte).
Jai également poursuivi l'étude, notament dynamique, des interactions IFNy/récepteur, et
IFNy/héparane sulfate, et proposé un modéle cinétique des intéractions que la cytokine contracte
dans P’espace extracellulaire avant de stimuler une cellule cible (articles 23-25). Enfin, j’ai pu
travailler 4 la constitution d’un projet de recherche centré sur le rdle des héparanes sulfates au cours
de l'infection virale et de la réaction inflammatoire viro-induite. Ces derniers aspects seront

présentés brievément en perspective (voir § VIIL page 26).




III. PUBLICATIONS RECENTES (1995-1998)
liste compléte des publications page 31
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903 (1997).
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IV. ACTIVITES D'ENCADREMENT

L Personnels techniques

Sous la direction de Monsieur Guy Thomas (Usiphar/Roussel Uclaf), j'ai participé a I'encadrement

et a 1a formation du personnel de production des produits dérivés de la thrombine.

Sous la direction de Monsieur Jean-Alexis Grimaud (Institut Pasteur de Lyon -IPL - CNRS URA
1459), jai encadré des techniciens IPL (Mademoiselle Agnés Maleki, 1995-1996), et CNRS
(Madame Colette Rousset, 1996-1997)

11. Etudiants de 3™ cycle

A l'institut Pasteur de Lyon

1991-1992

1992-1993

1993-1996

Mademoiselle Isabelle Roche. DEA de Biologie Cutanée Cosmétologie.
Co-encadrement avec le laboratoire de recherche dermatologique et
immunologique, sous la direction du Dr. Daniel Schmitt, INSERM U 346.

Interaction Kératinocyte-Membranes basales.

Mademoiselle Christel Normand. DEA de Différentiation, Génétique et
Immunologie.

Les protéoglycanes a héparanes sulfates, réservoirs et cibles de cytokines.

Madame Christel Praillet. Thése de doctorat.

Modulation des glycosaminoglycanes in vitro et in vivo par l'interféron-y.




Depuis 1995 Mademoiselle Rabia Sadir. Thése de doctorat.
Co-encadrement avec 'UMR CNRS 5578, Dr. Gérard Morel.

Dynamique de ['interaction IFNyIFNyR, et .internalisation des complexes
ligands/récepteurs.

A linstitut de Biologie Structurale de Grenoble:

Depuis 1998 Monsieur Emmanuel Quevillon. DEA de biologie cellulaire et moléculaire.

Criblage et caractérisation d'anticorps monoclonaux dirigeés contre la base du

penton de l'adénovirus de sérotype III.




V. CONTRATS DE RECHERCHE

Le financement des travaux décrit ci-dessous a été en partie réalisé par des contrats de recherche

obtenus en réponse aux appels d'offie suivants:

Avril 1995 Association pour la Recherche sur le Cancer (200000 F)

Réle des interactions cytokines-matrice extracellulaire

Juin 1996 Conseil régional/Région Rhone-Alpes. Programme Emergence (120000 F)
Modélisation d'analogues structuraux de I'héparane sulfate possédant une

forte affinité pour l'interféron-y
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VL. COLLABORATIONS SCIENTIFIQUES

Dr. Hynda Kleinman, Laboratory of Developmental Biology and Anomalies, NIH, Bethesda MD,
USA.
Préparation et purification d'extraits de membrane basale (travail publié).

Pr. John Gallagher, Department of Medical Oncology, Paterson Institute, Christie Hospital,
University of Manchester, Manchester, UK.
Caractérisation structurale des héparanes sulfates (travail publi¢).

Dr. Jacques Banchereau, Schering-Plough, Laboratoire dimnumologie, Dardilly.
Interaction Il-4/glycasaminoglycanes (travail publié).

Dr. Sergey Tatkov, State research, Center of virology and biotechnology "Vector", Koltsovo,
Novosibirsk region, Russie.
Interaction IFNy/héparine.

Dr. Laurence Ozmen, Hoffinann la Roche, Research center, Basel, Switzerland.
Interaction IFNY/IFNyR. (travail publi€).

Pr. André Lubineau, Laboratoire de Chimie Organique Multifonctionnelle, Institut de Chimie
Moléculaire d'Orsay, Université de Paris Sud, Orsay.
Obtention par synthése chimique d'analogues structuraux de I'héparane sulfate.

Dr. Anne Imberty, CERMAV-CNRS, Université de Grenoble.
Modélisation des complexes héparane sulfate/Interféron-y.

Pr. Emmanuel Drouet, Departement de microbiologie, Université de Pharmacie de Grenoble.
Récepteur viraux et héparane sulfate.

Dr. Howard Jonson, Department of microbiology and cell science, University of Florida, USA.
Analyse de l'interaction [FNy/domaine intracytoplasmique du récepteur de I'lFNy.

Dr Fernendo Aranzana-Seisdedos, Unité d'immunologie viral, Institut Pasteur, Paris.
Importance des héparanes sulfates pour l'activité anti V.I.H. de SDF-1.
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VIL ACTIVITES DE RECHERCHE

L. POSITION DU SUJET

L'environnement péricellulaire est composé dune phase soluble, qui contient notament des
effecteurs moléculaires comme des hormones des facteurs de croissance ou des cytokines, et d'une
phase solide: la matrice extracellulaire. Ces deux systémes, informatifs pour les cellules, sont
reconnus par un ensembles de protémnes transmembranaires, par exemple les récepteurs des
cytokines ou les intégrines.

De part sa nature insoluble, la matrice extracellulaire agit localement, et constitue une stimulation
continue des cellules qui sont A son contact. A linverse, il est communément admis que les
effecteurs moléculaires, comme les cytokines, diffusent librement dans l'espace extracellulaire, pour
interagir avec des récepteurs spécifiques situés 4 la surface des cellules. Ce systéme permet donc
une stimulation a distance des cellules cibles, mais de fagon ponctuelle. Toute-fois, pour les
cytokines et certains facteurs de croissance, ce mode de communication ne rend pas compte de
Tactivité généralement trés localisée de ces molécules (activité paracrine, voir autocrine). De plus,
les cytokines sont des facteurs a activités multiples, et les mécanismes qui spécifient la réponse
cellulaire a de tels facteurs restent mal connus.

Des travaux récents montrent néanmoins que le "contexe cellulaire”, notament celui généré par la
matrice extracellulaire peut déterminer la spécificité de la réponse cellulaire. Par exemple, la
transition phénotypique fibroblaste-myofibroblaste induite par le TGFf n'est possible que si les
cellules cibles adhérent a un substrat contenant de la fibronectine (Serini ef al. 1998). Enfin,
Pinteraction directe d'une cytokine avec un composé de la matrice extracellulaire permet
limmobilisation, et donc la localisation, de ce facteur.

Ainsi, dans les processus de communication cellulaire, il existe une coopération étroite entre les
effecteurs moléculaires solubles et la matrice extracellulaire pour délivrer a une cellule cible un

stimulus spécifique et localisé.




PLANCHE 1

Espace péricellulaire:

Une phase solide: Une phase soluble:
La matrice extracellulaire Des facteurs de croissance
' Des cytokines ’

Des hormones ...etc

Cytokine ‘,
@ ‘/
Récepteur

(@ hi1t

Cellule sécrétrice Cellule réceptrice

Matrice extracellulaire

Les cellules communiquent entre elles par le biais d'effecteurs moléculaires solubles (cytokines,
facteurs de croissances, ...etc) qui diffusent dans I'espace extracellulaire pour atteindre leurs
cellules cibles. La réponse cellulaire dépend de la liaison cytokine-récepteur, mais aussi des
différentes interactions que peut éventuellement contracter la cytokine avec les molécules de la
matrice extracellulaire.




PLANCHE 11

LES DEUX LIGANDS DE L'TFNy:

Récepteur cellulaire. Une protéine transmembranaire: IFNyRa
Masse moléculaire: 90 kDa
Nombre par cellule: 5002 10000
Affinité pour I'TFNy: Kd#107a10°M

Héparanes sulfates. Présents sur différentes protéines membranaire (Syndécan, Glypican),
ou matricielles (Pearlecan, Agrin)

Masse moléculaire: 15470 kDa

Nombre par cellule: 10° a 10°

Affinité pour I'TFNYy: Kd#10°M
® IFNY

Membrane cellulaire

Une cellule typique a 4 sa surface 500 & 10000 molécules dTFNYRoa, et 10° a4 10° molécules
d'héparanes sulfates. Pour une masse moléculaire moyenne de 30 kDa, une molécule
d'héparane sulfate mesure environ 50 nm. Une cellule ayant 10° héparanes sulfates répartis de
fagon uniforme sur sa surface est entierement recouverte par ces molécules (Yanagishita and
Hascall 1992). Les deux ligands de I'TFNy, différent donc de fagon importante pour leur taille,
leur densité et leur accecibilité.




12
C'est notament le cas de 'TFNy qui se lie avec une forte affinité (Kd # 1,5 nM) aux chaines

oligosaccharidiques du pearlecan, un protéoglycane a héparane sulfate des membranes basales.
Deux ligands au moins de 'TFNy sont donc connu:

* Un récepteur spécifique transmembranaire (IFNYR), dont le rdle est d'initier, dans la
cellule, une cascade de phosphorylations, typique de la transmission du signal.

* Des protéoglycanes a héparane sulfate dont le rdle est décrit dans ce mémoire.
Dans cette partie du document seront présentés:

(i) La caractérisation des interactions de ITFNy avec ses ligands: les protéoglycanes a héparane
sulfate et le récepteur cellulaire.
(ii) Le role fonctionnel des interactions IFNy/héparane sulfate.

(iii) Un modéle dynamique de la communication cellulaire par ITFNy.

IL L INTERFERON y ET SES LIGANDS: IFNYR ET HEPARANE SULFATE

L'interféron y

L'interféron-y est un polypeptide de 143 acides aminés, d'abord caractérisé sur la base de son
activité antivirale. Il est essentiellement sécrété par les lymphocytes T, et intervient au cours de
linflammation et pratiquement a tous les stades de la réponse immune (activation des macrophages,
expression des antigénes du complexe majeur d'histocompatibilité, augmentation de l'activité
cytotoxique des lymphocytes T-CD8’, modulation de la balance lymphocytaire Thl/Th2,
modulation de la réponse lymphocytaire B...). LTFNy est aussi cytostatique, et participe a la
régulation d'un grand nombre de molécules d'adhésion (ICAM-1...), et des composés de la matrice
extracellulaire (certains collagénes, fibronectine, laminine, protéoglycanes....). LIFNy joue donc un
role important dans les mécanismes de défense, dans la croissance et la différenciation de certaines
populations cellulaires, dans les phénoménes d'adhésion et de reconaissance (Billiau 1996).

Ces activités extrémement variées (I’expression d’au moins 200 génes est régulée par I'IFNy

(Boehm et al.1997)), observées in vitro, ont donné lieu 4 de nombreux essais cliniques, dans des
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pathologies diverses, néanmoins, lefficacité clinique de 'TFNy n'a pas été clairement démontrée

jusqu'a présent, et son indication principale reste limitée 4 la granulomatose chronique (Todd and
Goa 1992). |

L'TFNy exerce son activité via un récepteur transmembranaire, qui a été trouvé a la surface de
toutes les cellules étudides jusqu'a présent (Van Loon, A.P.GM. et al. 199 1), et qui est largement
distribué dans la majorité des tissus (Valente, G. ef al. 1993). Ce récepteur fait partie de la super
famille des récepteurs des cytokines qui possédent un seul domaine transmembranaire, un domaine
extracellulaire, composé de deux domaines de type immunoglobuline et un domaine intracellulaire
dépourvu d'activité thyrosine kinase (Aguet ef al. 1988). Cette protéine, ou IFNyRa interagit avec
une seconde chaine polypeptidique transmembrannaire, ou IFNYRP. Cette seconde protéine ne lie
pas ITFNy mais est nécessaire i la transmission du signal induite par la cytokine (Hemmi et al.
1994). L'interaction IFNy/IFNYR déclenche dans la cellule une cascade de phosphorylations, qui
implique des Janus kmases (JAK-1 et -2) et la protéme STAT-1 (Sakatsume ef al. 1995). Le
complexe IFNy/IFNyR est ensuite internalisé, et pourrait migrer vers le noyau (voir aussi page 14).
La base structurale de L'activité de ITFNy est encore sujette 4 débat. Des études avec des peptides
synthétiques, des anticorps monoclonaux ou des digestions limitées de la cytokine ont clairement
établi que la partic N-terminale était essentielle a l'intégrité structurale de ITFNy, et intervenait
directement dans I'interaction avec son récepteur. En revanche, de nombreuses études menées sur
lextrémité C-terminale de la cytokine n'ont pas donné une image claire des relations structures-
fonctions de cette partie de la molécule (Lundell and Narula 1994). En particulier, ITFNy est une
population hétérogéne de molécules dont le dernier acide aminé, coté C-terminal, peut étre
n'importe lequel entre les position 124 et 143. La structure tri-dimentionnelle du complexe
IFNy/IFNyRo:, déterminée récement, ne montre pas de contact particulier entre Iextrémité C-
terminale de la cytokine et le récepteur (Walter et al. 1995). Néanmoins, cette extrémité est
clairement impliquée dans l'activité biologique de la cytokine.

L'utilisation d'enzymes, dans des conditions bien définies permet de protéolyser spécifiquement
Jextrémité C-terminale de 'TFNy. Nous avons ainsi préparé et caractérisé par spéctrométrie de
masse (électronébulisation) une série de molécules dont les 6, 10, 14, ou 19 derniers acides aminés
ont été enlevés. Ces molécules appelées IFNy37, IFNyi33, IFNYi20, et IFNy 24, ont été utilisées pour
&udier la fonction du domaine C-terminal de la molécule, en particulier celle des séquences 125-

131 et 137-140.




PLANCHE III

Extrémité C-terminale de 'TFNy humain (domaine 124-143).

. AKTGI(Cl:l(RSQNEF&(C_;vZR_RASQ IFNvy143 . ()
 AKTGKRKRSQMLFR IFNy3; (aFx)

.. AKTGKRKRSQ  IFNy3; (Cy)

.. AKTGKR IFNY129 (Arg-C)
LA IFNY124 )

L'TFNy entier (IFNy;43) a été protéolysé par le facteur X activé, la carboxypeptidase Y, ou
T'endoprotéinase Arg-C, et analysé par spéctrométrie de masse. Ces trois digestions permettent
de préparer de ITFNy)37, de I'TFNYy 33, et de I'TFNys5. L'TFNy 24 est produit par expression du
géne tronqué. Les deux régions basiques de la molécule (région C1: 125-131 et région C2:
137-140) sont soulignées.

Affinité de I'interaction Activité anti-virale de I'lFNy
IFNy/AIFNYRa
35 ¢ 101
WOt
3T 2s-
_ 1 ‘w7 |
S 25 @ E; ‘
€ 2 285
= 15 SO,
2 14 = ~§ 31
05 527
] =1-
0 _l_ =TS 4 "Pl'f'll 0 - _- - 4 e ——
143 137 133 129 124 143 137 133 129 124
IFNy (acide aminé C-terminal) IFNy (acide aminé C-terminal)

L'affinité IFNy/IFNyRa. a été mesuré par SPR (Biacore). L'activité antivirale correspond a la
capacité de I'TFNy, a protéger des cellules Wish en culture, de la lyse cellulaire induite par le
virus de la stomatite vésiculeuse (VSV). Toutes les coupures en aval du domaine Cl1
augmentent ['affinité de ITFNy pour son récepteur, ainsi que l'activité biologique de la
cytokine. Toutes les coupures dans ou en amont de C1 ont l'effet inverse. Les IFNy et
IFNY124 bien que dépourvus d'activité biologique ont toujours une affinité substantielle pour le
récepteur.
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*L'affinité de l'interaction IFNy/IFNYR dépend de l'intégrité du domaine C-terminal de I'TFNy

Pour cette étude, la partie extracellulaire du récepteur (IFNyRo) a été immobilisée 4 la surface d'un
biocapteur, et les interactions de différents IFNy ont été analysées (technologie Biacore). A la
surface du biocapteur, I'TFNy se lic 4 son récepteur avec une affinité de 0,68 nM, et induit la
dimérisation de celui ci. Ce systéme reproduit donc fidélement les événements d'interactions et de
dimérisations observés a la surface de cellules en culture (Greenlund ef al. 1993). L'utilisation
d'anticorps monoclonaux, dirigés contre différents domaines C-terminaux de la cytokine a permis
de montrer que la région 125-131 était enfouie dans le complexe IFNy/IFNYR, mais pas les régions
situées en aval de cette séquence (domaine 132-143). Nous avons pu également observer que tous
les clivages de la molécule en aval de la région 125-131 (IFNy137 et IFNy;33) augmentaient Iaffinité
de linteraction, et Factivité biologique de la cytokine, alors que les clivages dans, ou en amont, de
cette région avaient l'effet inverse. L'étendue des coupures de cette région (IFNy 2 et IFNy;») de la
molécule permet donc de moduler l'activité biologique de ITFNy, et suggére ainsi un mécanisme de
régulation de la cytokine (article 25). De manicre inattendue, I'TFNyi,4, qui est pratiquement
dépourvu d'activité biologique, fixe toujours son récepteur, avec une affinité néanmoins réduite. Il a
été proposé récement (Johnson et al. 1998) que la région 125-131 de ITFNy pourrait se Lier a un
| domaine intracytoplasmique du récepteur, aprés intemalisation du complexe IFNy/IFNYR, et que
cette liaison était indispensable a la translocation nucléaire de I'TFNy, accompagné par les protéines
JAK-1, JAK-2, et STAT-1. Ainsi, ITFNyy», pourrait se fixer a son récepteur, mais serait inopérent
dans la translocation nucléaire des protéines impliquées dans la transmission du signal. Nous avons
projeté une collaboration avec le Dr. Johnson de l'université de Floride pour étudier l'existence d'un
tel mécanisme.
De fagon remarquable, nous avons également observé que I'IFNy ne pouvait pas se fixer
simultanément 4 son récepteur et aux molécules d’héparanes sulfates. Ce résultat est important car
il distingue I'TFNy des autres molécules actuellement étudiées pour leur interaction avec les
héparanes sulfates, notament les facteurs de croissance. En effet, I'interaction FGF/récepteur
cellulaire a pour pré-requis la formation d’un complexe FGF/héparane sulfate. C'est donc un
complexe tri-moléculaire, formé du facteur de croissance, de son récepteur et d'héparane sulfate qui
permet la transmission du signal (DiGabriele ef al. 1998). Cette différence entre FGF et IFNy a
permis de proposer I'existence d'une nouvelle classe de mécanisme de régulation de I'activité d’une

cytokine par les héparanes sulfates (voir page 19, et article 25).
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Les héparanes sulfates sont des polyméres oligosaccharidiques dont I'unité de base est un
disaccharide composé d'une glucosamine N-acétylée (en gris), et d'un acide glucuronique (en
noir). En cours de synthése, la chaine subit une série de modifications, dont la premiere (N-
déacétylation/N-sulfatation des glucosamines) représente une étape clé. En effet, les régions
qui restent N-acétylées échappent généralement aux modifications ultérieures (épimérisation
des acides glucuroniques, différentes O-sulfatation). Ces deriéres génerent une grande
hétérogénéité structurale dans le polymére d'héparane sulfate. Ces molécules sont donc
constituées de domaines N-acétylés et faiblement modifiés (trait) alternant avec des domaines
N-sulfatés (zig-zag). A linverse, dans le polymére d'héparine une large majorité des
glucosamines sont N-sulfatées, et le polymére est donc largement modifi¢ de fagon
relativement plus homogéne. D'apres Salmivirta ef al. 1996.
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L'TFNy humain posséde trois courtes séquences enrichies en acides aminés basiques (Rinderknecht
et al. 1984), typiques des domaines d'intéraction avec les héparalies sulfates (Hileman et al. 1998).
1 sagit des domaines 86-89 (KKKR), 125-131 (KTGKRKR) et 137-140 (RGRR). Nous avons
étudié le 16le de ces régions de 1a molécule pour l'interaction avec les héparanes sulfates et observé
que activité de liaison se situait exclusivement dans l'extrémité C-terminale de la cytokine (région
124-143). A Déquilibre, c'est la séquence 125- 131 qui est principalement impliquée dans le
complexe IFNy/HS. Rappelons que ce domaine est précisément celui qui accroit Iaffinité de
Pintéraction IFNy/IFNyR, et ces données sont donc cohérentes avec limpossibilité qu'a I'TFNy de se
Tier simultanément a son propre récepteur et aux héparanes sulfates. La forme active de ITFNy est
un homodimére, et nous avons pu montrer par des expériences de pontages croisés (cross-link)
qu'une molécule dhéparane sulfate interagit avec les deux domaines C-terminaux d'un dimeére

d'TFNy (article 14).

Structure des héparanes sulfates

Les héparanes sulfates, comme tous les glycosaminoglycanes, sont des polymeres
oligosaccharidiques dont lunité de base est un disaccharide. Pour les héparanes sulfates, ce
disaccharide est composé d'une glucosamine (quelques fois non substituée, et majoritairement N-
acétylée ou N-sulfatée) et d'un acide uronique (acide D-glucuronique, ou son épimere en C5: acide
D-iduronique). En outre, différents O-sulfates (principalement en position 6 sur la glucosamine, et
en position 2 sur l'acide iduronique) permettent de construire théoriquement une vingtaine de
disaccharides différents dont 10 ont été effectivement identifiés (Hardingham and Fosang 1992).
Une chaine d'héparane sulfate pouvant étre constituée de plus de 100 disaccharides, une tres grande
hétérogénéité de structures peut étre générée par le jeu de ces différentes combinaisons des 10
disaccharides de bases. En réalité, toutes les combinaisons ne sont pas possibles, et on sait que les
groupes O-sulfates et les acides iduroniques sont habituellement confinés dans des régions riches en
ghicosamine N-sulfatées, dites régions de type héparine, alors que les régions riches en glucosamine
N-acétylées sont peu sulfatées et contiennent surtout des acides glucuroniques. Une molécule
d’héparane sulfate est donc une succession de domaines structuraux, caractérisés par un

enrichissement en glucosamines N-sulfatées, ou en glucosamines N-acétylées (Hardingham and
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Fosang 1992; Salmivirta et al. 1996). Au sein de ces différents domaines, le degré de

polymérisation, le degré d'épimérisation des acides glucuroniques, ainsi que le profil de sulfatation,
conférent aux héparanes sulfates une hétérogénéité structurale presque infinie. Cette diversité leur
permet d'exercer un éventail de fonctions trés larges, essentiellement par le biais d'interactions
directes avec de nombreuses protéines (Spillman and Lindahl 1994; Conrad 1997). De plus, les
acides iduroniques caractérisés par une grande flexibilité conformationelle pourraient permettre aux
héparanes sulfates d’adapter leurs structures 2 un éventuel ligand (Casu ef al. 1988; Venkataraman
et al. 1994). De nombreux travaux actuels suggérent qu’a chacun de ces domaines structuraux des
héparanes sulfates, pourrait correspondre des domaines fonctionels de la molécules.
Enfin, les cellules peuvent modifier la séquence oligosaccharidique des héparanes sulfates (ou des
autres glycosaminoglycanes) quelles synthétisent en fonction de leur état (différentiation,
prolifération...etc) ou des stimmuli qu'elles regoivent. Ceci ajoute encore a la diversité et la flexibilité
structurale de ces molécules (Esko 1991; Tozzo and Murdoch 1996). Cet aspect de Ia biologie des
glycosamiﬁoglycanes a été abordé au laboratoire par Christel Praillet, étudiante en thése, qui a
montré que la structure des héparanes sulfates et des dermatanes sulfates synthétisés par des
fibroblastes de peau humaine en culture é&ait modifiée par I'action de certaines cytokines. Ces
“modifications structurales engendrent des modifications fonctionelles des glycosaminoglycanes. Ce
travail, qui a été publié (articles 15-17), n'est pas détaillé ici.

La notion de spécificité des interactions protéines/ glycosaminoglycanes est un probléme important,
non encore résolu pour de nombreuses protéines. Il n’existe pas encore de méthodes générales pour
séquencer les héparanes sulfates, mais Putilisation d’agents de clivage chimique (Cifonelli 1968) ou
enzymatique (Emst ef al.1995), de spécificité connue permet néanmoins de définir différents
domaines structuraux de ces molécules, et leur participation a une activité biologique. De fait seules
quelques structures, spécifiques d’une proteine, ont été complétement caractérisées. Il sagit
essentiellement d’un pentasaccharide, liant Pantithrombine IIl (Choay et al. 1981; Petitou et al.
1988), et, dans une moindre mesure, d’un décasaccharide spécifique du facteur de croissance FGF-
2 (Tumbull et al. 1992; Guimond et al. 1993). Les molécules d'héparanes sulfates sont liées a
diverses protéines pour former les protéoglycanes, qui sont des constituants ubiquitaires des
matrices extracellulaires (Iozzo 1998), mais aussi de la membrane cellulaire (David 1993). Cette
double localisation, associée a leur grande hétérogénéité structurale en font des molécules

stratégiquement positionées pour interagir avec un grand nombre de compos¢s.
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La structure du site que reconnait ITFNy sur héparane sulfate (a) est constituée de deux
oligosaccharides terminaux dont les glucosamines sont N-sulfatées, reliés entre eux par un
domaine de 15 & 16 disaccharides de séquence différente. Les deux domaines terminaux
interagissent directement avec les deux extrémités C-terminales d'un dimére d'IFNy, la partie
interne formant un pont entre les deux monoméres de la cytokine (b). Le profil de
dépolymérisation de la molécule par l'acide nitreux, 'héparinase ou I'héparitinase est indiqué
(c). Ces profils montrent que dans les séquences d'interactions (oligosaccharides externes)
toutes les glicosamines sont N-sulfatées, et que deux des acides uroniques sont de type
iduronate-2-O-sulfaté. Le domaine interne de la molécule contient de nombreuses
glucosamines N-acétylées et des acides glucuroniques.
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La structure que nous avons proposée (a) sert de modéle pour l'obtention dun
"néoglycoconjugé" (b), constitué d'un bras espaceur, de longueur variable, lié 4 deux hexa ou
octasaccharides (c). D'aprés Lubineau ef al. 1997.
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* L'interaction IFNy/héparane sulfate, vue par I'lFNy
L utilisation des méthodes d'analyses chimiques ou enzymatiques a permis de proposer un modele
pour la structure oligosaccharidique que reconnait L'TFNy sur une molécule dhéparane sulfate. Ce
site d'interaction est complexe, et tecouvre différents domaines structuraux de la molécule
d'héparane sulfate tels que nous les avons définis ci-dessus. 1l est composé de deux régions de 3 ou
4 disaccharides (dont les glicosamines sont toutes N-sulfatées, et deux des acides uronique sont de
type acide iduronique 2-O-sulfaté), reliées entre elles par un long domaine (16 disaccharides) riche
en glucosamines N-acétylées. Les deux hexa/octa-saccharides externes interagissent avec les deux
extrémités C-terminales de la forme dimérique de ITFNy, le domaine acétylé central formant un
pont moléculaire entre les deux monoméres de la cytokine (voir article 14).
Certaines questions restent encore posées, notament le role et Ia taille mininmm du domaine interne,
ou limportance particuliére des différents groupes sulfates situés dans les régions extemes de la
molécules. Pour tenter de répondre A ces questions, en collaboration avec le Pr. Lubineau de
Puniversité d’Orsay, nous avons entrepris une démarche chimique qui consiste a greffer différents
oligosaccharides (GlcNS68-IdoA2S),, (n = 3 ou 4) & un bras espaceur dérivé du polyéthyléne
glycol, dont on peut faire varier la taille. Ces différentes préparations pourront étre testées pour leur
capacité a lier PIFNy, et 4 moduler son activité biologique (voir chapitre III). En collaboration avec
le Dr. Imberty (université de Grenoble), nous essayons également de modéliser un complexe
héparane sulfate/TFNy.
La structure, reconnue par I'IFNy dans une molécule d’héparane sulfate est trés différente des
autres séquences déja identifiées comme celles que reconnaissent, par exemple, le facteur de
croissance des fibroblastes ou de l'antithrombine III Plus récement, en utilisant la méme stratégie
que celle developpée pour ITFNy, la structure des héparanes sulfates se liant au facteur plaquettaire
4 (Stringer et al. 1997) et i linterleukine-8 (Spillmann ef al. 1998) a été déterminée. Leur
organisation générale est semblable a celle liant I'TFNy: deux courtes séquences de type héparine,
reliées entre elle par un domaine dont les ghicosamines sont principalement N-acétylées, fixant la

forme dimérique (11-8) ou tétramérique (PF-4) de leur ligand.




PLANCHE VI

Elimination plasmatique d"'*I-IFNy humain, injecté chez le rat, seul ou associé a de I'héparine.
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Fic. 1. Blood clearance of IFN-y after a bolus intravenous
injection of IFN-y alone or in combination with heparin. Blood
samples were collected at the indicated times following '**I-IFN-y in-
jection, and the plasma trichloroacetic acid-precipitable radioactivity
was determined. The fitted pharmacokinetic equations (solid lines)
have been superimposed on the experimental data: [J, IFN-y alone; B,
IFN-y in combination with heparin; ®, IFN-y followed 8 min later by
heparin injection, as indicated by the arrow. Injected alone, IFN-y was
cleared from the bloodstream in a biexponential manner, with an early
phase half:life of 1.1 min and a second phase half-life of 94 min. In
contrast, bound to heparin (either injected with heparin or released into
the bloodstream by the heparin injection; dashed line), the cytokine was
eliminated in a monoexponential manner with a ¢,, of 99 and 90 min,
respectively.

Paramétres pharmacocinétiques de I'TFNy humain, injecté chez le rat, seul ou associ¢ a de
I'héparine.

TaBLE I
Time profiles of plasma disappearance of IFN-vy injected alone (IFN-v)
or bound to heparin (IFN-v/ heparin) fitted to exponential equations
as described in Fig. 1

Coefficients and exponents of these equations were used to determine
the blood volume (V,), the volume of distribution at steady state (Vd,,),
the plasma clearance rate (Cl,), the area under curve (AUC,_,), and the
elimination half-life (¢.,).

. IFN-y IFN-y/heparin

V, (ml) 40 43
Vd,, (ml) 262 43.5
Cl, (ml.min™") 2.1 0.32
AUC, .. (cpm.min.ml™!) 1.93 x 10° 1.25 x 107
Ly

A, (min) 1.1 99

A, (min) 94 NA“

@ Not available when data are described by a monoexponential equ:-a-
tion.




18
IIL. ROLE FONCTIONEL DE L'INTERACTION IFNy/HS

* Les héparanes sulfates participent a I'élimination plasmatique et au ciblage tissulaire de I'IFNy.
In vivo, le récepteur de ITFNy et les molécules dhéparanes sulfates représentent deux sites de
fixation connus pour ITFNy. L'TFNy humain (qui ne reconnait pas le récepteur murins) peut €tre
utilisé chez l'animal, afin d'étudier le role des- héparanes sulfate tout en saffranchissant des
interactions dfies au récepteur. En utilisant un tel systéme hétérologue (IFNy humain injecté chez le
rat), nous avons pu démontrer que Ihéparane sulfate était responsable de I'élimination plasmatique
et du ciblage tissulaire de I'TFNy.

Aprés une injection intraveineuse, ITFNy est éliminé par un processus biexponentiel, au cours
duquel 90% de la cytokine disparait de la circulation sanguine pendant les 5 a 10 premiéres
minutes, avec un temps de demi-vie (ti») de 1,1 minutes. Les 10% restants sont éliminés du flux
sanguin beaucoup plus lentement, avec un ty de 94 minutes. Nous avons pu montrer que cette
fraction circulante correspondait 4 des molécules dTFNy dont Pextrémite C-terminale (ou sont
situés les sites d'interaction avec les héparanes sulfates) avait été coupée par protéolyse. Ainsi, cette
fraction dépourvue d'extrémité C-terminale ne fixe plus les héparanes sulfates, et reste dans le flux
sanguin. De facon & masquer les sites de fixation a Théparane sulfate nous avons également injecté
la cytokine complexée a de héparine. Dans ce cas, ITFNy est éliminé de fagon monoexponentielle,
avec un ty, de 99 minutes. Enfin, linjection d'héparine quelques minutes aprés l'administration
d'TFNy remet dans la circulation la cytokine qui avait été préalablement éliminée. L'ensemble de ces
résultats démontre qu'une large proportion (# 90%) de 'TFNy injecté est rapidement fixé par des
molécules de type héparine/héparane sulfate, vraisemblablement a la surface de l'endothélium
vasculaire, puis pénétre dans les tissus. En revanche, lorsque linteraction IFNy/héparane sulfate est
bloquée, la cytokine reste dans le flux sanguin (taux d'élimination plasmatique fortement diminué,
volume de distribution a léquilibre égale au volume sanguin). In vivo, il existe donc une
compétition entre la protéolyse des domaines C-terminaux de ITFNy et linteraction avec les
héparanes sulfates.

Enfin I'observation autoradiographique des coupes tissulaires montre que ITFNy, marqué a liode
125, n'a pas accés de maniére identique a tous les tissus. 1l saccumule, par exemple, dans le foie, le
rein et la rate, mais pas dans le muscle. De plus, au sein d'un méme tissu, il n'est pas réparti de fagon
homogene et se trouve concentré de fagon extrémement localisé. De telles concentrations locales

sont détectées par exemple dans les sinusoides hépatiques (a la surface des hépatocytes et des




PLANCHE VII

Mécanisme d'augmentation de I'activité antivirale de I'TFNy.
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Fic. 4. Processing of the ecarboxyl-terminal domain of IFN-y
injected alone or in combination with heparin. Injected alone
(panel a), IFN-y was processed rapidly and lost the D1 (dotted bar) and
D2 (closed bar) carboxyl-terminal domains, indicating that it was short-
ened by cleavages upstream of the heparin binding site. In contrast,
coinjected with heparin (panel b), the D1 domain was preserved al-
though the D2 domain was removed within a few min. nd, not detected.
The model depicts the structure of the IFN-y carboxyl terminus. The
two boxes represent the two clusters of basic amino acids, which are
highly susceptible to proteolytic cleavages (14), the first one (125-131)
being the heparintheparan sulfate binding domain (16). The arrows
indicate some of the possible enzymatic cleavage sites (14). The D1 and
D2 domains defined by the two monoclonal antibodies that we used are
also indicated. In the absence of heparin, the IFN-y carboxyl-terminal
part is cleaved readily (loss of D1 and D2); however, bound to heparin
(HP), D1 is protected, and the cytokine is only shortened downstream of
the heparin binding site (loss of D2 only),

Figure 3. Tissue distribution of {'*1]-IFN-y.

In vivo. I'IFNy libr e Ten min after an i.v. administration of ['*I)-IFN-y either alone (a. c.
- ’ Y b e est coupe de telle S(?rtef e) or bound to heparin (b, d, f), the liver (a. b). spleen (e, d) and kid-
qull perd les domaines C1 et C2, et est amsi ney (e, [) were harvested and immediately [rozen in liquid nitrogen.
: CHEY : . Cryostat sections (10 um) were applied to slides and exposed under
mactive (\{011' a‘_J’SSI plaDChe 1, page 14) C?S autoradiographic [ilms, Darkened arcas correspond to positive sig-
coupures imterviennent quelques minutes apres nals, and are distributed in restricted areas in the liver, more homo-

s . , . . ey ' geneously in the spleen, and in the cortical area of the kidney.
lm_]ectlon (a) Neanmoms, la majonte de IIFN'Y Heparin strongly reduced the signal in the liver and spleen. but not

injecté s'associe aux molécules dhéparanes inSheligineySEgaRt SO Ca
sulfates (planche IV, page 16). Les molécules
d'héparine ou d'héparane sulfate, associés a
I'IFNy limitent I'étendue des coupures de la
molécules au domaine C2 (b), ce qui augmente

son activité spécifique. Ainsi, linteraction IFNy/héparane sulfate concentre localement la
cytokine dans les tissus (partie droite de la planche, a-f) et régule son activité spécifique.
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cellules endothéliales), dans les glomérules reinaux ou dans la pulpe rouge de la rate. Lorsque

linteraction IFNy/héparane sulfate est rendue impossible Taccumulation tissulaire de ITFNy est
complétement inhibée dans le foie et dans la rate, alors que dans le rein on retrouve de fortes
concentrations de cytokine dans les tubes proximaux (articles 18 et 19).

* Les héparanes sulfates régulent l'activité antivirale de I'IFNy.

L'activité biologique de ITFNy a été mesurée, en fonction du temps, dans le flux sanguin de rats, qui
avaient subit une injection d'TFNy humain, couplé ou non a de Ihéparine. Nous avons observé une
diminution rapide de l'activité de ITFNy injecté seul, indiquant une dégradation de la cytokine. En
revanche, injecté en présence d'héparine, une augmentation de 600 % de lactivité spécifique de la
molécule a été mesurée. L'utilisation de deux anticorps monoclonaux reconnaissant deux épitopes
contigus localisés dans l'extrémité C-terminale de ITFN-y (région 125-134 qui contient donc le
domaine d'interaction avec Ihéparane sulfate, et région 131-137, en aval du domaine d'interaction
avec I'héparane sulfate) a permis de montrer par une analyse radioimmunologique qu' in vivo
linteraction IFNy/héparine limitait I'étendue de coupures protéolytiques de T'extrémité C-terminale,
alors que non complexé a I'héparine, I'TFNy subissait des coupures plus importantes de cette
extrémité. Ce processus de protéolyse limité au domaine C-terminal de ITFNy est rapide, et
intervient dans les premiéres minutes aprés l'injection. Par ailleurs, in vifro nous avons pu vérifier
quun IFNy tronqué en aval du site d'interaction avec I'héparane sulfate avait une activité
augmentée, alors que les coupures dans, ou en amont, de ce site inactivaient la cytokine. L'héparine
module donc lactivité biologique de I'TFNy (activité anti virale) en modulant I'étendue de coupures
protéolytiques dans son extrémité C-terminale. Ce phénoméne représente un nouveau mécanisme

de régulation de T'activité d'une cytokine (article 19).

* In vivo, l'activité de I'IFNy se surperpose a la distribution tissulaire des héparanes sulfates.
Limportance des interactions IFNy/héparane sulfate pour une autre activité de la cytokine
(diminution de la synthése de collagéne) & été également vérifiée dans un modele de fibrose
hépatique.

La fibrose, qui se caractérise par une accumulation des composés de la matrice extracellulaire, est la
conséquence dune balance inappropriée entre synthese et dégradation des molécules de la matrice.
La bilharziose murine, un des modéles de référence en matiére de fibrose hépatique a été utilisée

pour cette étude. Dans la bilharziose & Schistosoma mansoni, T'agent pathogéne (le ver) libére des
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oeufs dans les veines mésentériques. Ceux-ci sont véhiculés par le sang portal jusqu'au foie, ou ils

se trouvent enclavés dans les veinules portes. Une fibrose se développe alors, autour de l'oeuf
(fibrose périovulaire), et entre les travées hépatocytaires (ﬁbr(?se périsinusoidale). Différents
travaux antérieurs avaient montré que la fibrose périovulaire était caractérisée par un enrichissement
en dermatane sulfate et une absence d'héparane sulfate. Cette répartition différentielle des héparanes
sulfates dans le foie nous a donc permis d'étudier leur role vis-d-vis de lactivité biologique de
ITFNy. ‘

Le traitement de souris infestées depuis quatre semaines par S. mansoni a consisté en 20 injections
intranmsculaires d'TFNy, a raison de 3 injections par semaine, et Ieffet de I'TFNy sur les dépots de
collagéne a été analysé, en distinguant la fibrose périovulaire de la fibrose périsinusoidale. LTFNy
induit une baisse significative (30 %) du collagéne dans le foie total des souris infestées. Cependant
les analyses histologiques ont montré que la baisse de synthése du collagéne ne se produit pas de
fagon homogéne dans le foie: le dépot collagénique périsinusoidal a diminué sous Ieffet de ITFNy,
alors que le dépot collagénique périovulaire (granulome bilharzien) ne semble pas affecté par ce
traitement. De fait, le dosage biochimique du collagéne réalisé sur les granulomes isolés, et sur le
reste du foie a montré que IIFNy n'avait pas eu d'action dans les granulomes alors qu'il avait
' diminué de 75 % Ia quantité de collagéne accummlé dans le parenchyme. Dans le foie, l'effet de
ITFNy est donc ciblé, et se superpose & la présence des héparanes sulfates. /n vivo, une interaction
entre IFNy et héparane sulfate pourrait rendre compte de I'effet localisé de la cytokine (voir article
22).

IV. ASPECT DYNAMIQUE DES INTERACTIONS IFNy/HEPARANE SULFATE

Outre la caractérisation biochimique des interactions IFNy/IFNyR et IFNy/héparane sulfate, les
données accumulées jusqu'a présent indique que, in vivo, 'TFNy libre subit une protéolyse complete
de son extrémité C-terminale, dont les conséquences sont une perte de son activité antivirale. En
revanche, lié aux héparanes sulfates, les coupures que subit ITFNy sont limités aux derniers 10
acides aminés, un proccessus qui augmentent l'activité biologique de la cytokine. Au vue de ces
résultats, nous avons fait 'hypothése que ITFNy doit posséder une caractéristique structurale lui
permettant d'interagir avec les héparanes sulfates, suffisament rapidement pour échapper a une

dégradation extensive de son domaine C-termmal.




PLANCHE VIII

Analyse cinétique de linteraction IFNy/héparine.
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L'TFNy.s (a), I'TFNyi3 (b), I'TFNyi53 (c), ou I'IFNy;2 (d) ont été injectés a la surface d'un
biocapteur (Biacore) sur lequel nous avions immobilisé un fragment d'héparine de 9 kDa. La
phase d'association est extémement rapide pour 1TFNy14s et ITFNyis7, et I'equilibre est atteint

en quelques secondes. L'TFNy33 est caractérisé par une constante d'association réduite de 200
fois par rapport a 'TFNy43. LTFNyi20 2 perdu la capacité de sassocier a I'héparine.
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*4nalyses cinétiques de l'interaction IFNy/héparine

Pour mettre en évidence l'existence éventuelle d'une telle structure, nous avons entrepris une
analyse cinétique de linteraction IFNy avec un fragment d'héparine de 9 kDa immobilisé par son
extrémité réductrice a la surface d'une sensorchip Biacore. La constante d'association de I'TFNy vis-
a-vis de cette molécule est extrémement élevée (ko, # 10" M'.S™), et indique qu'effectivement
ITFNy a la capacité de s'associé a I'héparine de fagon quasi immédiate. De fagon surprenante,
l'interaction ITFNy;33/héparine est caractérisée par une constante d'association beaucoup plus faible
(ko # 5 x 10* M'.S™). Ce résultat est en apparente contradiction avec les données obtenues a
I'équilibre, qui indiquaient que seule la région 125-131 (région qui est présente dans ITFNy;s3) était
impliquée dans le complexe IFNy/héparine. Enfin, ITFNy1», a complétement perdu la capacité de
sassocier a I'héparine, démontrant limportance du couple Lys-Arg (position 130-131) pour

I'nteraction.

*Meécanisme de l'interaction

De fagon générale, le taux d'association entre deux molécules complémentaires est déterminé par le
temps népessaire aux deux molécules pour se rencontrer, et par la probabilité que cette collision
conduise 3 Ia formation d'un complexe. Pour deux molécules sphériques, uniformément réactives,
de la taille d'une protéine, 'équation de Smoluchowski donne une constante d'association de I'ordre
de 10° M''.S™ (Berg et al. 1981), ce qui est bien supérieur aux constantes d'associations observées
expérimentalement. Ceci tient au fait que pour deux protéines données, la totalité de leur surface
n'est pas entiérement réactive l'une vis-a-vis de l'autre. Un grand nombre de collisions peut donc
étre nécessaire avant que les deux molécules ne se présentent dans une orientation favorable a la
formation d'un complexe stable. Par exemple, les constantes d'associations observées pour une
réaction antigéne-anticorps typique sont de l'ordre de 10° M".S™. C'est aussi I'ordre de grandeur
observé pour linteraction IFNy s3/héparine. L'analyse cinétique, décrite ci-dessus, montre que la
présence du domaine 134-143 augmente trés considérablement la constante d'association de ITFNy
pour Ihéparine (de 5 x 10* 2 10’ M™".S™), mais qu'en revanche ce domaine n'est pas necessaire 2 la
stabilité du complexe. Cette région de la protéine, qui contient trois résidus argiines (...RGRR...),
est caractérisé par une charge positive. Il est possible que cette charge oriente la molécule d'TFNy
vis-3-vis de I'héparine, de telle sorte que le nombre de collisions productives soit augmenté. Un tel
mécanisme avait été proposé, d'un point de vue théorique, par Berg et von Hippel, pour expliquer

les phénomeénes de translocation de protéines sur des acides nucléiques (Berg et al. 1981; Berg and




PLANCHE IX

IFNyy43 (k, = 107M71571) IFNy 33 (k, = 5x10M71571)
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Héparane sulfate

A l'équilibre, seule la séquence 125-131 (C1) du domaine carboxy terminal de 1'TFNy est
impliquée dans Pinteraction IFNy/héparane sulfate. Ainsi, 'TFNyy4; et ITFNyi33 peuvent former
un complexe stable avec I'héparane sulfate. La séquence 137-140 (C2) augmente le nombre de
collisions productives entre IFNy et héparane sulfate, car les molécules se présentent l'une a
l'autre par leur domaine d'interaction, et non de fagon aléatoire. Ce modéle, spéculatif, rend
compte des différences de constantes d'association des IFNyis; et IFNy133 pour Ihéparine
(planche VIII). 11 rend également compte de la protéolyse possible du domaine C2 - mais pas
du domaine C1 - observée lorsque I'TFNYy est associé a une molécule d'héparine (planche VII).
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von Hippel 1985; von Hippel and Berg 1989). Ainsi la région 134-143, qui n'interagit pas de fagon

spécifique avec Ihéparine permettrait, par un effet d'orientation, Iaugmentation de la constante
d'association que caractérise la formation du complexe IFNy/héparine. Le mécanisme proposé ici
est compatible avec les données obtenues a l'equilibre qui indiquaient la seule participation de la
séquence 125-131 dans le complexe IFNy/héparine.

*Un modéle pour la communication cellulaire dont I'lFNy est le médiateur

L'ensemble de ces données permet de proposer un modéle, spéculatif, de communication entre
cellules, qui rend compte des différentes intéractions que ITFNy contracte dans Tespace
extracellulaire.

Aprés avoir été sécreté, ITFNy sassocie de fagon rapide avec les molécules d'héparanes sulfates.
Cette premiére interaction est nécessaire, car elle protége le domaine C-terminal de la cytokine
d'une dégradation compléte dont Ia conséquence serait une perte d'activité. Le caractére immédiat
de cette interaction est rendu possible par la présence de la séquence 134-143 qui augmente trés
fortement la constante d'association IFNy/héparine. Rappelons ici, que 1ié¢ 4 I'héparine, ITFNy ne
peut pas sassocier 4 son récepteur, et se trouve donc sous une forme immobilisée et non active.
Néanmoins, sous cette forme, il peut subir une ou des coupures en aval de I'acide aminé 133. Cette
protéolyse limitée a trois effets principaux: elle diminue considérablement I'affinité de la cytokine
pour Ihéparine, elle augmente I'affinité pour le récepteur (ce qui permettrait un transfert de I'TFNy
de I'éparane sulfate vers son récepteur), enfin, elle augmente l'activité spécifique de la protéine.

Les mécanismes décrits ci-dessus permettent donc d'immobiliser I'TFNy dans un environnement

particulier, puis de le libérer sous une forme activée pour interagir avec une cellule cible.
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VIIL. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les héparanes sulfates, une "'plaque tournante''?

/
Les héparanes sulfates, associés de fagon covalente 3 une protéine pour former les protéoglycanes,
sont des composants ubiquitaires des matrices extracellulaires, (Gallagher 1989. Curr. Opin. Cell
Biol. 1, 1201-1218; Tozzo 1998. Annu. Rev. Biochem. 67, 609-652). Ils sont également exprimes
en quantité importante a la surface des cellules (David 1993. FASEB J. 7, 1023-1030). Cette
double localisation les positionnent de fagon stratégique pour réguler les interactions de la cellule
avec son environnement. De fait, de nombreuses protéines, trés diverses, interagissent avec les
protéoglycanes, comme des enzymes, des facteurs de croissance, des cytokines et des chimiokines,
des molécules de Ia matrice extracellulaire, des protéines virales, des récepteurs transmembranaires,
des sélectines, et bien d'autres encore (Conrad 1997. Conrad H.E. Ed. Academic press 1-527). La
grande plasticité structurale de ces molécules, et leur grande diversité permettent sans doute
d'associer une certaine spécificité des interactions avec une trés large capacité interactive.
Les travaux que nous avons conduits jusqu'a présent, ainsi que d’autres études récentes menées sur
les glycosaminoglycanes convergent vers lidée que ces molécules participent 4 la constitution d'une
spécificité tissulaire des réactions, notament celles médiées par les cytokines ou les facteurs de
croissances, dont ils changent les équilibres de diffusion et la réactivité. Ainsi, les héparanes sulfates
qui peuvent inhiber, activer, localiser, stocker ou présenter des effecteurs moléculaires, représentent
3 Dinterface cellules-cellules une "plaque tournante” dans les phénomenes de communications
cellulaires.
Les glycosaminoglycanes sont, de fait, impliqués dans la régulation de nombreux aspects
dynamiques du comportement cellulaire, et participent de fagon active a différents phénomeénes
physiologiques ou pathologiques. L’étude des glycosaminoglycanes intéresse notament, de fagon

directe, différents aspects de la virologie.




PLANCHE X

Interaction Virus/glycosaminoglycanes.

Virus Type

Réfs

Herpes Simplex virus-1 | «, B, y, herpes virus
Herpes Simplex virus-2
Herpes Simplex virus-7
Cytomégalovirus
Pseudorabies virus
Varicella zoste virus

Foot-and-Mouth Disease Picornavirus
virus

N - SV - VS Iy S R

Vaccinia virus Poxvirus
Cowpox virus
Rabbitpox virus
Shope fibroma virus
Myxoma virus

Dengue virus Flavivrus

HIV Lentivirus
Tat
gp120-gp41

HS

10
11,12

Sindbis virus Alphavirus

HS

13

Adeno-associated virus parvovirus

HS

14

HS: héparane sulfate
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Les glycosaminoglycanes, récepteurs ou co-récepteurs d' agents infectieux

On connait aujourd’hui un nombre relativement important d’agents infectieux qui utilisent les
glycosaminoglycanes pour interagir avec leurs cibles. Ainsi, certains virus (voir planche X) ont Ia
capacité de se lier aux molécules d’héparanes sulfates exprimés 4 la surface des cellules. Différentes
molécules de type héparine ont d'ailleurs des activités antivirales reconnues, au moins in vitro (par
exemple Rider 1997. Glycoconjugate J. 14,639-642; Chen Y. et al. 1997. Nature Med.. 3, 866-
871). Des agents infectieux "non conventionnels” comme le prion (Caughey B. ef al. 1994. J. Virol.
4, 2135-2141), mais aussi le peptide B-amyloide (Watson D. et al. 1997. J. Biol. Chem. 272,
31617-31624), ou la protéine tau (Goedert M. ef al. 1996. Nature. 383, 550-553), interagissent
également avec les héparanes sulfates. Enfin différentes bactéries comme Bordetella pertusis,
Helicobacter pylori, Staphylococcus (pyogenes et aureus), ainsi que certains protozoaires,
Plasmodium, Leishmania ou Trypanosome sont connus pour se lier aux glycosaminoglycanes
(pour revue voir Sawitzky D. 1996. Med. Microbiol. Immunol. 184,155-161). Les aspects
moléculaires de lensemble de ces interactions n’ont été identifiés que dans quelques cas.
Cependant, bien que les déterminants structuraux des interactions glycosaminoglycanes/protéines
virales soient aujourd'hui peu connus, ils représentent un aspect important de la compréhension des
mécanismes d'adsorption et d'internalisation des virus.

En particulier, le virus de hépatite C (V.H.C.) a retenu notre attention. Il n'existe pas de modéle
expérimental simple d'infection par le V.H.C., et les données principales viennent de l'analyse
génomique du virus. Son génome consiste en un brin ARN positif de 9500 nucléotides, codant une
polyprotéine qui génére par clivages les protéines structurales et non structurales du virus.
L'examen de la séquence de cette polyprotéine révéle I'existence de plusieurs motifs d'interaction
possible avec les molécules d'héparines/héparanes sulfates, et nous envisageons qu'une interaction
V.H.C./héparane sulfate puisse intervenir dans une des étapes conduisant a I'nfection. Notons que
linfectivité du virus de la Dengue (un autre Flavivirus) dépend précisément de linteraction d'une
protéine d'enveloppe avec les héparanes sulfates des cellules cibles (Chen et al. 1997, Nature Med.
3, 866-871).

En collaboration avec le Pr. Drouet (faculté de pharmacie, Grenoble) nous testons 'hypoth¢se d'une
importance des héparanes sulfates pour le V.H.C. dans un modéle d'infection de cellules en culture.
Par ailleurs nous analyserons aussi, de fagon directe, les interactions de diverses protéine virales

avec les héparanes sulfates par les techniques Biacore.
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Héparane sulfate, chimiokine et co-recepteur du V.LH.

Des molécules de 1a famille des chimiorécepteurs ont été identifiées comme co-facteurs de CD4 et
nécessaires i Pentrée du V.LH. dans les cellules (pour revue, Premack et al.. 1996. Nature Med., 2,
1174-1178). Par exemple, CXCR4 est un co-récepteur du VIH dont Putilisation par des souches
virales in vivo est bien établie. Son expression dans les lymphocytes T et les monocytes est
constitutive (Loeschter e al. 1994. J.Biol.Chem, 269, 232-237). L appatition de souches virales
utilisant le co-récepteur CXCR4 (virus X4) est souvent citée comme un signe indicateur ou
concomitant d’une évolution défavorable de Iinfection. L utilisation de ce co-récepteur est un
élément important de la pathogénése du SIDA.

I’interaction du VIH avec le co-récepteur CXCR4 peut étre inhibée par son ligand naturel: la
chimiokine de type CXC: SDF-1 (Oberlin et al. 1996. Nature, 382, 833-835; Bleul et al. 1996.
Nature, 382, 829-832). Cette inhibition s’explique par deux mécanismes dynamiquement liés et
dépendants de la liaison spécifique entre la chimiokine et le récepteur. Le premier est la
compétition, encore mal élucidée, entre la chimiokine et le virus lui méme pour la iaison 3 CXCR4.
Le deuxiéme est la résultante de la diminution de CXCR4 4 la surface celtulaire par un mécanisme
d’internalisation du co-récepteur par endocytose (Amara ef al. 1997. J. Exp. Med., 186, 139-146;
Signoret et al. 1997. J. Cell. Biol., 139, 651-664).

La structure cristallographique de SDF-1 a été résolue récement (Dealwis et al. 1998. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 95, 6941-6946). Elle fait apparaitre un site dinteraction avec les
héparines/héparanes sulfates, ot la majorité des acides aminés basiques de la protéine sont
regroupés, de fagon typique. De fait, comme nous lavons observé récement par analyses des
interactions en temps réel (Biacore), SDF-1 se lie aux molécules d'héparines et d'héparanes sulfates,
mais n'a pas d'affinité pour les autres glycosaminoglycanes. Enfin, comme en témoignent les
résultats de Fernando Arenzana Institut Pasteur, Paris), avec qui nous avons engagé une
collaboration, Ihéparane sulfate a un effet potentialisateur important sur lactivité anti virale de
SDF-1. Au vue de ces résultats, nous avons envisagé, d'une part, de rechercher T'existence de
complexes naturels de protéoglycanes avec SDF-1, et d'identifier les formes physiologiques des
glycosaminoglycanes qui régulent lactivité de la chimiokine, et d'autre part d'analyser les
mécanismes par lesquels Ihéparane sulfate potentialise I'effet inhibiteur de SDF-1 sur l'entrée du
V.IH
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