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Titre

Réle de I'autophagie sélective au cours de 'infection par le VIH-1 des lymphocytes T CD4

Résumé

L'autophagie est un mécanisme de dégradation lysosomale ubiquitaire impliqué dans la lutte
contre les infections. Les agents infectieux ont développé des stratégies pour éviter ou utiliser
I'autophagie a leur profit. Cette dégradation peut étre hautement sélective grace a
I'intervention de « récepteurs autophagiques », comme p62/SQSTM1, chargés de I'adressage
de substrats a la machinerie autophagique grace a leur interaction avec les protéines de la
famille ATG8. Notre équipe a montré que les protéines d’enveloppe du VIH-1 (Env)
déclenchent I'autophagie dans les lymphocytes T CD4. Lorsque ces cellules sont infectées de
facon productive, le processus autophagique est bloqué par le virus. Au cours de ma thése
nous avons montré que I'autophagie exerce une fonction anti-VIH en dégradant sélectivement
son transactivateur Tat, via son interaction avec p62. Au contraire, lorsque les cellules cibles
ne sont pas productivement infectées, car le cycle viral est interrompu aprés I'étape d’entrée,
I’'autophagie n’est pas controlée et conduit a la mort par apoptose, suggérant que I'autophagie
dégrade sélectivement un facteur de survie cellulaire. Mes travaux de thése montrent qu’Env
induit un stress oxydatif impliqué dans la mort par apoptose des cellules cibles non infectées.
Nos résultats préliminaires suggérent que les peroxysomes seraient des cibles de I'autophagie
dans ces conditions. Ces organelles étant chargées de détoxifier la cellule, nous avons donc
formulé I’hypothése que I'autophagie, induite par Env, conduit a la dégradation sélective des
peroxysomes, entrainant I'accumulation d’espéces oxydées dans les cellules cibles et ainsi,
leur mort par apoptose.

Mots clés / Key words

Autophagie sélective, VIH-1, immunité cellulaire, mort cellulaire, lymphocytes T CD4

Selective autophagy, HIV-1, cellular immunity, cell death, CD4 T lymphocytes



Title

Role of selective autophagy during HIV-1 infection of the CD4 T lymphocytes

Abstract

Autophagy is an ubiquitous degradation pathway involved in innate immunity. Numerous
pathogens have therefore developed strategies to block or use the autophagy machinery to
their own benefit. This degradation can be highly selective, thanks to the intervention of
autophagy receptors, like p62/SQSTM1, involved in the specific targeting of substrates to
autophagosomes after their interaction with the ATG8 family of autophagic proteins. Our
team has demonstrated that the HIV-1 envelope proteins (Env) are responsible for autophagy
triggering in CD4 T lymphocytes. If the target cells become productively infected, the
autophagy process is blocked by the virus. During my thesis, we report that autophagy exerts
an anti-HIV effect by selectively degrading the HIV-1 transactivator Tat, via its interaction with
p62. On the contrary, if the target cells are not productively infected because the viral cycle is
interrupted after the entry step, autophagy is not controlled and leads to apoptosis. These
results suggest that the degradation of cellular components could be responsible for the
induction of apoptosis. My thesis work indicates that Env induces an oxidative stress in the
uninfected target cells and that this stress is involved in their death. Our preliminary results
suggest that the peroxisomes would be targeted to autophagic degradation in these
conditions. As these organelles are involved in the detoxification of the cells, we have made
the assumption that Env-induced autophagy triggers the selective degradation of these
peroxisomes that leads to the accumulation of reactive oxygen species, and ultimately to
apoptotic cell death.
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| Introduction

. LeVIH

A. Infection par le VIH

1. Historique / Classification

Le virus de lI'immunodéficience humaine (VIH) est I'agent étiologique du Syndrome de
I'immunodéficience acquise (SIDA). C’est un Lentivirus de la famille des Retroviridae qui
infecte les cellules immunitaires, majoritairement les lymphocytes T CD4 et les macrophages.
Les rétrovirus sont des virus dont le génome est un ARN et sont caractérisés par la présence
d'une enzyme (la transcriptase inverse ou reverse transcriptase) qui permet de transcrire cet
ARN viral en ADN proviral. Cet ADN proviral peut ensuite s'intégrer dans le génome de la

cellule hote.

L’épidémie de VIH est décelée en 1981, lorsque le CDC d’Atlanta (Center of Disease Control)
enregistre une augmentation du nombre de cas de pneumocystoses et de sarcome de Kaposi,
qui est une forme rare de cancer affectant normalement les sujets immunodéprimés. Ces
premiers cas sont d’abord identifiés chez des jeunes hommes homosexuels, puis trés vite aussi
chez des toxicomanes, des hémophiles et des hétérosexuels. Le virus en cause est isolé pour
la premiére fois en 1983, en France a l'institut Pasteur par Francoise Barré-Sinoussi, alors sous
la direction de Luc Montagnier (Barre-Sinoussi et al., 1983), puis aux Etats-Unis par Robert
Gallo. Le prix Nobel de médecine sera attribué a Luc Montagnier et Francoise Barré-Sinoussi

en 2008 pour cette découverte.

Deux types de virus ont été identifiés dés 1986 : le VIH-1 (étudié ici et dénommé « VIH »), qui
est responsable de la pandémie, et le VIH-2, moins infectieux, et que l'on retrouve
principalement en Afrique de I'Ouest (Clavel et al.; Rowland-Jones and Whittle, 2007). Au sein
de chaque type du virus, il existe plusieurs groupes (Tableau 1), qui sont eux-mémes divisés
en sous-types : cela illustre la trés grande diversité du VIH et sa variabilité génétique. On
estime aujourd’hui qu’il y a eu au minimum quatre événements de contamination du singe a
I’'homme, ce qui a donné naissance a quatre lignées génétiques distinctes de VIH- 1 : les
groupes M (Main), O (Outlier), N (Non-M/Non-0) et P (Plantier et al., 2009; Simon et al., 1998).
lIs auraient franchila barriere des espéces lors de chasses, par des morsures d'un singe infecté,

par des écorchures lors du dépecage de ces animaux, ou lors de la consommation de viande
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de brousse. Le groupe M du VIH-1 est le virus responsable de la pandémie, c’est aussi celui qui

présente la plus grande diversité génétique (Peeters et al.).

Tableau 1. Classification des différents sous-types du VIH (Eberle and Glrtler, 2012)

Type Groupe Origine Remarques et observations

Virus responsable de la pandémie. Possede 9

VIH-1 M (Major)
) , sous types
Chimpanzés
N (Non M non P) Non pandémique, une dizaine d’infections
O (Outlier) Non pandémique, 1% du VIH-1 au Cameroun
Gorilles
P Non pandémique, 2 patients
VIH-2 A-B Moins virulent que le VIH-1
Macaques
CaH Prévalence rare

2. Epidémiologie

Depuis le début de la pandémie, le VIH a fait plus de 34 millions de morts et reste donc une
des principales causes de mortalité dans le monde. Cependant, la propagation du virus a été
enrayée et inversée depuis quelques années. Les nouvelles infections ont en effet diminué de
35 % depuis les années 2000 et on a observé une chute de 42% du nombre de déces liés au
SIDA depuis 2004. Ces résultats encourageants s’expliquent par les progres réalisés en matiere
de prévention, de prophylaxie, de dépistage et d’accés aux traitements. Malgré les
améliorations constatées au niveau mondial, I'épidémie reste un fléau en Afrique
subsaharienne qui est la région du monde la plus durement touchée par l'infection (Figure 1).
On observe aussi une recrudescence de l'infection chez les populations d’Europe de I'Est et
d’Asie centrale. Malgré des progrés considérables dans la prise en charge des patients
séropositifs grace a I'utilisation de traitements efficaces (trithérapies), il n’existe pas de moyen
de guérir de cette infection. En 2014, 36,9 millions de personnes vivaient avec le VIH (Figure
1) et a peine la moitié d’entre eux avait acces a la trithérapie (selon le rapport publié par

I’organisation mondiale de la santé ou OMS et ONUSIDA).
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Europe de I'Est et Asie centrale

Amerique duNord et Europe de I'Ouest 140 000 / 1 500 000 / 62 000

85000 / 2 400 000 / 26 000

Afrique du Nord et Moyen-Orient
Caraibes 22 000 /240000 /12 000
13000 / 280 000 / 8800

Asie et Pacifique
340 000 / 5 000 000 / 240 000

Afrigue subsaharienne
1 400 000 / 25 800 000 / 790 000

Ameérique latine
87 000/ 1 700000 /41 000

Figure 1. Estimation du nombre : de nouvelles infections / de personnes vivant avec le VIH / de décés liés au
SIDA en 2014 - Source ONUSIDA

3. Physiopathologie de I'infection

Au niveau physiopathologique, I'infection par le VIH se caractérise par la déplétion progressive
du nombre de lymphocytes T (LT) CD4 provoquant, a plus ou moins long terme,
I’effondrement complet du systeme immunitaire. Chez un patient sans traitement, I'évolution

du VIH peut se résumer en 3 phases : la primo-infection, la latence et la phase SIDA (Figure 2).

Lors de la phase de primo-infection (qui dure de 3 a 6 semaines), le VIH envahit I'organisme
et va coloniser les tissus lymphoides. On observe une multiplication exponentielle du virus et
sa dissémination dans l'organisme. En paralléle, il y a une diminution du nombre de
lymphocytes T CD4 car les lymphocytes détruits ne sont pas encore remplacés par les organes
lymphoides. Leur nombre revient a la normale a la fin de cette phase, la charge virale diminue
et une réponse immunitaire spécifique s’établit : c’est la séroconversion (Rosenberg et al.,
2000). D’un point de vue clinique, les symptomes peuvent étre ceux d’une grippe ou d’une

angine ou passer inapergus.

L'organisme connait ensuite une phase de latence asymptomatique, pendant laquelle la

réplication virale est partiellement contrélée par le systeme immunitaire. Cette phase peut
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durer plusieurs années durant lesquelles le virus et le systéme immunitaire sont en quelque
sorte « a I"équilibre ». Toutefois, durant cette période, le taux de CD4 diminue peu a peu

jusqu’a atteindre un seuil critique (<200 cellules T CD4/mm3).

Le niveau trés bas de lymphocyte T CD4 ne permet plus a I’hote de contréler I'infection et une
réplication virale intense a lieu. La charge virale est alors inversement proportionnelle a la

quantité de lymphocytes T CD4, entrainant alors I'apparition d’infections opportunistes : c’est

la phase SIDA.
= , SIDA y
= Infection — 10 o
- ¥ Primo-infection Mort —, %'
@ I 1 Infections »
= o opportunistes i =
7 Latence clinique P >
S} I 1 \ =
= o
Q 7 100 <
— <
o <
g B
g‘ 10" =
£ 3
o —
= o
S (1]
= 10° -
= o
P 2
W 3
=
r— ﬁ 107
= 0 3 6 9 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
=

Semaines Années

Figure 2. Histoire naturelle de I'infection par le VIH-1
Evolution de la charge virale et des lymphocytes T CD4 au cours de la maladie chez les patients non traités.

Certaines cellules (comme par exemple les CD4 mémoires) peuvent servir de réservoir : le
virus y est intégré mais se réplique trés faiblement, a bas bruit, pendant des années avant une
éventuelle réactivation (Blankson et al., 2002; Cary et al., 2016). Ces cellules ne sont pas

ciblées par la trithérapie, ce qui explique qu’on ne peut pour I'instant pas guérir le SIDA.

La diminution importante du nombre de lymphocytes T CD4 est vraiment caractéristique de
I'infection par le VIH. Cette déplétion n’est pas due a un phénoméne mais a plusieurs
mécanismes combinés, comme |'effet cytopathique du virus, une activation chronique du
systeme immunitaire (Younas et al., 2016) ou encore une induction de l'apoptose par

certaines protéines virales (Varbanov et al., 2006). De maniére intéressante, le nombre de
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cellules infectées qui disparaissent n’est pas suffisant pour expliquer la perte importante de
CD4 : c’est donc que la majorité des cellules qui meurent au cours de 'infection ne sont pas
infectées (mort des cellules voisines appelées « bystanders »). Plusieurs études ont montré
que ces bystanders présentaient les caractéristiques d’une mort par apoptose. L'une des
premieres preuves de ce concept a été apportée par Finkel et al ; ils ont en effet montré, dans
des ganglions de patients séropositifs, que les cellules qui meurent par apoptose ne sont pas
les cellules infectées mais les cellules non infectées situées a proximité (Finkel et al., 1995).
Plusieurs travaux, dont ceux de mon équipe, ont montré que les protéines d’enveloppe du
virus (Env) joueraient un réle majeur dans la mort par apoptose des cellules T CD4 non
infectées (Denizot et al., 2008; Espert et al., 2006). Env est composée de deux glycoprotéines,
gp120 et gp41, associées en trimere a la surface des virus mais également a la surface des
cellules infectées. L'interaction de Env avec ses récepteurs spécifiques présents a la surface
des cellules cibles constitue le tout premier évenement du cycle de réplication du virus (voir
chapitre 1.C.1). Concernant le réle de Env dans l'induction d’apoptose des LT CD4, il a

notamment été montré que :

- Laliaison de la gp120 a son récepteur (CD4) et a un de ses corécepteurs (CXCR4/CCR5)
est importante pour induire la mort cellulaire (Biard-Piechaczyk et al., 1999; Jacotot et
al., 1997). En effet, I'utilisation d’anticorps ou d’antagonistes dirigés contre CD4 et
CXCR4 (comme I’AMD3100) permet de bloquer cette mort cellulaire (Blanco et al.,
2000).

- Lesvoies de signalisation conventionnelles de CD4 et de CXCR4 ne sont pas impliquées
(Biard-Piechaczyk et al., 2000)

- Plus récemment, notre équipe et celle de J. Esté ont montré que des inhibiteurs de
fusion de la gp41 permettent de bloquer cette apoptose induite par Env (Blanco et al.,
2003; Denizot et al., 2008). Cela prouve que pour étre induite, I'apoptose nécessite le
transfert de lipides via la gp41 entre les 2 membranes. C'est ce qu’on appelle le
processus d’hémifusion, qui correspond a linteraction transitoire des deux

membranes ou seuls les feuillets externes se mélangent.

L'interaction entre I'enveloppe du virus et ses récepteurs/corécepteurs est trés complexe :
beaucoup de facteurs sont donc susceptibles de jouer un réle dans I'induction de I'apoptose.

Toutes les études réalisées permettent aujourd’hui de dire que ce mécanisme semble étre
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initié par la liaison de la gp120 a CD4 et CXCR4 mais que I'activité fusogénique de la gp41 joue

aussi un réle majeur.

La nature des voies de signalisation qui découlent de ces événements et menent a I'induction
de I'apoptose n’est pas encore totalement élucidée. Néanmoins, dans ce contexte, notre
équipe a été pionniere dans la découverte du réle de I'activité fusogénique de la gp41. En
effet, notre groupe a montré que la gp41 est responsable du déclenchement de I'autophagie
dans les cellules T CD4 non infectées. De facon inattendue, le déclenchement de ce processus
est nécessaire pour conduire a la mort par apoptose de ces cellules, et donc, en partie, a leur
disparition lors du SIDA (Denizot et al.,, 2008; Espert et al., 2006). Cet aspect sera plus

longuement détaillé dans la partie VI.

Pour résumer, Env semble vraiment jouer un réle prépondérant dans la physiopathologie de
I'infection virale, car elle induit la mort des lymphocytes T CD4 non infectés, notamment via
I'induction de I'autophagie. Cependant, ce mécanisme n’est pas unique et d’autres types de
mort cellulaire ont aussi été trés récemment mis en cause dans la mort des cellules T CD4 au

cours de l'infection, telles la nécroptose (Pan et al., 2014) et la pyroptose (Doitsh et al., 2014).

B. Structure du virus

1. Particule virale

Le VIH est un virus enveloppé sphérique de 100 a 150 nm de diamétre, dont le génome est
composé de deux copies identiques d’ARN simple brin de polarité positive (Figure 3). Trois

enzymes sont également présentes :

- Lareverse transcriptase qui rétrotranscrit I’ARN viral en ADN
- Lintégrase qui permet d’intégrer I’ADN proviral a I’ADN cellulaire
- La protéase, qui participe a la maturation et I'lassemblage du virus en clivant les

précurseurs de Gag et Gag-Pol

Le VIH dispose d’une enveloppe constituée d’une bicouche lipidique provenant de la
membrane plasmique de la cellule h6éte dans laquelle sont insérées les trimeéres de
glycoprotéine d’enveloppe (Env). Chaque monomere de la protéine Env est formé de 2 sous-

unités : une sous-unité de surface (la gp120) et une sous-unité transmembranaire (la gp41).
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La protéine gp120 se fixe aux récepteurs cellulaires tandis que gp41 est responsable de la
fusion des membranes virale et cellulaire. On peut aussi retrouver des protéines

membranaires de la cellule hote associées a la surface des virus.

Une matrice protéique se trouve ensuite a l'intérieur de I'enveloppe : elle est constituée de la
protéine p17 (qui est codée par le géne gag) et elle est associée a la protéase. Au centre de la
particule virale se trouve la capside protéique (p24, p7 et p6) qui renferme la reverse
transcriptase, l'intégrase et le génome viral (étroitement associé au complexe de la
nucléocapside). On retrouve aussi dans les virions les protéines auxiliaires Nef, Vpr, et Vif ainsi
que des facteurs cellulaires (comme des protéines du cytosquelette, APOBEC (apolipoprotein
B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) ou encore des protéines du complexe

ESCRT-1 (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport)).

Nucléocapside 4,‘J_E—‘_
(p6, p7) ﬁ el
\

ARN viral

Intégrase

Réverse transcriptase

Figure 3. Structure du VIH
Adapté de Thomas Splettstoesser (www.scistyle.com).

2. Organisation du génome

a) Généralités

Le génome viral, se présente sous la forme de deux copies d’ARN simple brin. Une fois le virus
entré dans la cellule, I’ARN viral est rétrotranscrit en ADN complémentaire proviral encadré
par deux séquences répétitives non codantes appelées LTR (pour Long terminal Repeat) en 5’

et en 3’, qui sont particulierement importantes pour I'intégration et la transcription du virus.
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Le génome proviral du VIH est traditionnellement décrit comme étant composé de neuf genes,
transcrits a partir du LTR en 5’, qui codent pour quinze protéines différentes (Frankel and
Young, 1998), mais il a été récemment démontré que la transcription de I’ADN rétroviral peut
également se faire a partir du LTR en 3’. Il existe donc aussi des transcrits « anti-sens », dont
la fonction est encore peu connue et qui permettent eux aussi la synthése de protéines. En
particulier, on observe ainsi I'expression de la protéine ASP (pour Anti Sens Protein) (Briquet
and Vaquero, 2002; Laverdure et al., 2012) (Figure 4). Les trois principaux genes gag, pol et
env codent pour les protéines de structure du virus et sont communs a tous les rétrovirus. Les
produits de ces génes sont générés sous la forme de précurseurs polyprotéiques. Les six autres
génes tat, rev, nef, vif, vpr et vpu codent pour les protéines régulatrices et accessoires du virus

(Tableau 2).

Cadre de lecture

gag

tat
1 5-TR [plge N Ne2dp7 e vif = I
2 ( / 3-LTR
& prot  pSIRT LpI5 patint . 90120 -
vpr
o 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 9719
Paires de base
asp 3-LTR

Figure 4. Organisation du génome viral
Adapté de Thomas Splettstoesser (www.scistyle.com).

b) Protéines de structure

Les protéines de structure sont codées par les genes gag, pol et env, communs a tous les
rétrovirus et leur produit est généré sous la forme de précurseurs polyprotéiques qu’il faut

maturer :

- Le gene gag (group-specific antigen) code le précurseur Gag de 55 kDa, ou pr55, dont
le clivage par la protéase virale permet la formation des protéines constitutives du
virus : la matrice (p17), la capside (p24), et la nucléocapside (p7 et p6).

- Le geéne pol (polymerase) code le précurseur Gag-Pol de 160 kDa, ou pr160, qui apres
clivage va permettre d’obtenir les trois enzymes indispensables a la réplication du

virus. Il s’agit de la protéase, qui est nécessaire a la maturation de protéines du virus,
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de l'intégrase qui permet a ’ADN proviral de s’intégrer dans le génome de la cellule
hote et de la reverse transcriptase qui permet de rétrotranscrire ’ARN en ADN proviral.
- Le gene env (envelope) code le précurseur glycoprotéique Env ou gp160 qui est clivé
ensuite en deux sous-unités : la gpl20 extra membranaire et la gp4l

transmembranaire.

En plus des trois genes principaux, le génome du VIH-1 code pour au moins six protéines
pouvant étre divisées en deux groupes : les protéines régulatrices Tat et Rev et les protéines
accessoires Nef, Vpr, Vpu et Vif. Elles sont essentielles a la propagation de I'infection et a la
réplication du virus et permettent notamment de contrecarrer des facteurs de restrictions

cellulaires (Malim and Emerman, 2008) (Tableau 2).

c) Protéines régulatrices

Les protéines régulatrices sont codées par les genes tat et rev (Strebel, 2003):

La protéine Tat (Transactivator of Transcription) est un puissant régulateur de la transcription
qui fonctionne comme un facteur d’élongation. Cette protéine transactivatrice, quand elle est
exprimée, entraine une augmentation importante de la transcription des génes viraux et
cellulaires en se liant a la boucle d’ARN TAR (Transactivation Responsive element), présente
dans le promoteur LTR du VIH-1. Cette protéine peut aussi étre sécrétée par les cellules
infectées et étre internalisée par les cellules voisines non infectées (Debaisieux et al., 2012)
ou elle pourra induire différentes réponses cellulaires, en particulier I'apoptose. Tat sera plus

longuement décrite dans la partie I.D. qui lui est consacrée.

La protéine Rev (Regulator of Expression of Viral proteins) est impliquée dans le transport de
'ARN viral non épissé du noyau de la cellule vers son cytoplasme. Elle permet donc
I'accumulation des brins d’ARN génomiques qui ont vocation a étre encapsidés dans la
nouvelle particule virale. Rev a en effet la faculté de reconnaitre un élément spécifique aux
ARN viraux non épissés afin de les exporter vers le cytoplasme via la machinerie de transport

cellulaire (Malim et al., 1989).
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d) Protéines auxiliaires

Le génome du VIH-1 code également pour 4 protéines auxiliaires : Vif (Viral infectivity factor),
Vpr (Viral protein r), Vpu (Viral protein u) et Nef (Negative effector) (Anderson and Hope,
2003). Les protéines Nef, Vif et Vpr, se trouvent dans le virion, et peuvent donc exercer leurs

fonctions directement des les étapes précoces du cycle viral.

La protéine Vif est indispensable a la réplication virale dans les cellules T CD4 et les
macrophages. En effet, elle est capable de dégrader au sein de ces cellules les facteurs
cellulaires antiviraux APOBEC3G et APOBEC3F. Ces facteurs de restriction, en I'absence de Vif,
sont incorporés dans les virions et provoquent des mutations au sein de I’ADN viral qui
inhibent I'infectivité du virus (Rose et al., 2004).

Vif est aussi capable de favoriser I'infection par le VIH en contrecarrant la restriction de
I'infection imposée par le mécanisme d’autophagie dans les cellules productivement

infectées, indépendamment de son action sur APOBEC (Borel et al., 2015).

Vpr est une protéine qui possede plusieurs fonctions. Apres I'entrée du virus dans la cellule,
Vpr permet I'import nucléaire du complexe de préintégration, qui contient I’ADN viral et
I'intégrase. Elle facilite aussi la réverse transcription et module le taux de mutation du VIH-1.
Il a également été montré que la protéine Vpr favorise I'arrét du cycle cellulaire en phase G2-
M, ce qui semble étre associée a une intense réplication virale (Romani and Engelbrecht,

2009).

La protéine Vpu facilite le relargage des nouveaux virions infectieux, en inhibant le facteur de
restriction BST-2 (bone marrow stromal cell antigen 2) / Tetherin (Mitchell et al., 2009). BST-
2 est un facteur de restriction, qui empéche les virions nouvellement formés d’étre libérés
dans le milieu extracellulaire en les retenant a la surface de la cellule (Simon et al., 2015). Vpu
permet également la dégradation du CD4 (Strebel, 2013). Cette protéine n’est présente que

dans le VIH-1 (elle est remplacée par Vpx dans le VIH-2).

Nef est une protéine multifonctionnelle. Elle intervient au cours de I'infection afin d’une part,
de favoriser I'infectivité du virus et, d’autre part, pour contrer les mécanismes de défense de

'organisme. En effet, elle est capable d’induire I'endocytose de plusieurs récepteurs
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importants pour la défense immunitaire comme le CD4 ou le CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) de classe | (Landi et al., 2011), ce qui pourrait empécher la destruction
de la cellule infectée par le systeme immunitaire. La modulation de I'expression de CD4 a la
surface des cellules infectées favorise le bourgeonnement des nouvelles particules virales et
donc l'infectivité du virus. Il est important aussi de noter que Nef induit I'augmentation du
récepteur DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin) a la surface des cellules dendritiques (DCs), ce qui faciliterait la transmission du virus

(Sol-Foulon et al., 2002).

Tableau 2. Les protéines du VIH et leur fonction

Geéne Protéines Description
Protéines qui forment la capside et la
p6, p7, p24 Snes g 2
gag nucléocapside
P17 Protéine de la matrice
Reverse transcriptase Rétrotranscrire I’ARN en ADN proviral
- ; Permet I'intégration de I’ADN proviral dans le
Protéines de Intégrase , A
pol génome de la cellule hote
structure -
, Permet de maturer les précurseurs
Protéase .
polyprotéiques.
gp120 Se lie a CD4 et CXCR4/CCR5
env Permet la fusion entre les 2 membranes
gpal . . 2 . z
(virus/cellule infectée et cellule non infectée)
Réduit I'expression de CD4 et du CMH et
nef Nef T .
augmente la réplication virale
Protéines vif Vif Se lie a APOBEC3G
accessoires Vor Vor Transporte I’ADN viral au noyau, augmente la
o P production virale et controle le cycle cellulaire
vpu Vpu Diminue I'expression de CD4, bloque BST-2
. tat Tat Transactivateur de la transcription
Protéines " T
> : Permet I'export des transcrit d’ARNm non
régulatrices rev Rev (e
épissés hors du noyau
asp ASP ?
C. Cycle viral

La durée moyenne d’un cycle de réplication virale complet est estimée a 24h dans les cellules
T CD4 (Mohammadi et al., 2013; Perelson et al., 1996). |l se décompose généralement en 2
phases, elles-mémes scindées en plusieurs étapes qui seront brievement décrites dans cette
partie (Figure 5) : la premiére phase est dite « précoce » et s’applique de I'entrée du virus
jusgu’a son intégration et la seconde est la phase « tardive » (de la transcription a la libération

des nouvelles particules virales). Les cellules cibles du virus sont définies par I'expression du
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récepteur CD4 et des corécepteurs, majoritairement CCR5 et ou CXCR4. Ainsi le VIH-1 peut
potentiellement infecter un large panel de cellules. In vivo, on retrouve majoritairement le
virus dans les LT CD4+, les monocytes, les macrophages, les DCs, et au niveau du systéme
nerveux central dans les cellules de la microglie et les neurones. Les cellules a longue durée
de vie comme les neurones, les macrophages et les lymphocytes T mémoires constituent un

réservoir pour le VIH (Lafeuillade, 2012).

Le VIH utilise aussi les DCs pour transiter des muqueuses (ou a lieu la primo-infection) vers les
organes lymphoides secondaires, ou résident la majorité des cellules cibles du VIH-1, les LT
CDA4+. En effet, les DCs sont les premiéres cellules a entrer en contact avec le virus : elles vont
fixer le virus par I'intermédiaire de molécules de surface comme DC-SIGN, puis migrer vers les

organes lymphoides secondaires et transmettre le virus aux lymphocytes.

Maturation .

0

-]
-]

Reverse
Transcription
M
A AR ——> ARRAD DNA man  RNA
vy
ARRRO
mRNA AV
IN 1
Intégration A Transcri tio‘r\
X Tat ~ e prn
PRI ORI DT

e \\/ ™
~o | S
\._L/
' Phase précoce y I Phase tardive

Figure 5. Cycle de réplication du VIH-1
Avec RT : la réverse transcriptase et IN : I'intégrase.

1. Entrée virale

L'infection VIH débute par I'attachement du virus a sa cellule cible via sa protéine d’enveloppe.
La gp120 (sous forme de trimére) interagit en premier avec la molécule de CD4 (Figure 6). Elle

subit alors un changement de conformation, qui lui permet d’interagir avec l'un de ses
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corécepteurs (CCR5 ou CXCR4). Ce phénomene entraine la modification de la structure de la
gp41l et permet a son peptide hydrophobe « fusogénique » (qui se situe a son extrémité N-
terminale ou N-term) de se déployer et de pénétrer dans la bicouche lipidique de la membrane
cellulaire. Cette étape, aprées un dernier changement conformationnel de la gp41, aboutit au
rapprochement et a la fusion des membranes cellulaire et virales (Blumenthal et al., 2012).
Les virus R5, utilisant CD4 et CCR5 pour I'entrée virale, sont responsables de la primo-infection
et sont retrouvés de facon prédominante chez les patients asymptomatiques. Au cours de
I’évolution de la maladie, les virus X4 (utilisant CD4 et CXCR4) émergent et sont associés a une

forte diminution des cellules T impliquant une progression rapide vers la phase SIDA.

CCR5 ou CXCR

Figure 6. Entrée du virus

2. Transcription inverse

La capside est un élément essentiel au virus qui contient et protége le matériel génétique et
les facteurs nécessaires a la transcription inverse. On peut se la représenter comme une sorte
de cage, qui permet aux nucléotides d’entrer ou sortir mais qui maintient un micro
environnement favorable au déroulement de la reverse transcription. Suite a la fusion, elle est
libérée dans le cytoplasme de la cellule hote ol la reverse transcription peut avoir lieu. Le
matériel viral est en fait transporté via le réseau de microtubules vers le noyau de la cellule.
La réverse transcription et la décapsidation se déroulent en méme temps, lors de ce
transport : ces deux mécanismes sont étroitement liés (Arhel, 2010). L’ARN simple brin du
virus est donc rétrotranscrit en ADN proviral double brin par la réverse transcriptase (ou

transcriptase inverse) (Le Grice, 2012).
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3. Import nucléaire et intégration

L’ADN proviral est ensuite importé dans le noyau via un complexe de préintégration, ou il
interagit avec plusieurs protéines virales et cellulaires (dont I'intégrase, Vpr, ou la capside) afin
de pouvoir passer par les pores nucléaires (Jayappa et al., 2012). Dans le noyau, I'ADN viral
non intégré se trouve sous deux formes, linéaires et circulaires. Les formes circulaires ne
s’intégrent pas, au contraire de I’ADN linéaire. L'intégration ne se fait pas au hasard, puisque
le génome du VIH-1 s’intégre préférentiellement dans des régions transcriptionnellement
actives du génome de I'hote. Cette réaction est catalysée par une des enzymes du virus,
I'intégrase, qui permet de réaliser des jonctions entre les LTR de I’ADN proviral et 'ADN

cellulaire (Craigie and Bushman, 2012).

4. Transcription

La transcription des génes viraux peut alors démarrer afin de générer les protéines du virus
ainsi que deux copies ARN du génome viral, destinées a I'encapsidation. Elle est initiée par
différents facteurs de transcription cellulaire et par un transactivateur viral unique, la protéine
Tat, afin de produire de nouvelles particules infectieuses (Schiralli Lester and Henderson,
2012). La principale fonction de cette protéine est la transcription via le LTR de I’ARN du VIH
dans la cellule. En effet, plusieurs facteurs cellulaires font obstacle a la transcription effective
des ARNm du VIH-1. Tat se lie a la région TAR de ’ARN du VIH et recrute des protéines de la
cellule nécessaires pour arréter la répression du LTR. Tat permet ainsi I'expression des genes

viraux.

5. Assemblage et maturation

Les transcrits viraux sont ensuite exportés du noyau vers le cytoplasme ou ils vont étre traduits
en protéines. Les protéines virales ainsi que I'ARN génomique du virus vont ensuite
s’assembler au niveau de la membrane plasmique afin de former une nouvelle particule virale
immature. Ces particules seront ensuite expulsées de la cellule par bourgeonnement. Aprés

bourgeonnement, la maturation des particules virales nouvellement formées se produit par
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I'action de la protéase virale sur les précurseurs Gag et Gag-Pol (Sundquist and Krausslich,

2012).

D. La protéine virale Tat

En plus des génes structuraux (gag, pol et env), le VIH-1 contient des séquences codantes pour
des protéines accessoires et des protéines régulatrices, dont la protéine Tat. Tat est connue
pour étre une protéine transactivatrice, qui quand elle est exprimée, entraine une
augmentation importante de la transcription des génes viraux, voire cellulaires. Elle exerce
aussi beaucoup d’autres fonctions impliquées dans la pathogenése de la maladie. C'est pour
cela que, depuis sa découverte en 1985 (Sodroski et al., 1985), Tat a fait I'objet d’une attention

toute particuliere de la part des chercheurs.

1. Structure et organisation de la protéine

Tat, est une petite protéine de 14 a 16 kDa selon les souches du virus, qui est codée par 2
exons situés de part et d’autre du géne env dans le génome du virus. Le premier exon, tres
conservé, code pour les acides aminés (AA) 1 a 72. L'expression de ce premier exon de Tat est
suffisante pour conduire a la transactivation du LTR in vitro (Vives et al., 1994). Le second exon

code pour la région C-terminale de la protéine.

Malgré sa petite taille, elle est structurellement assez complexe et comporte plusieurs régions
fonctionnelles. Sa séquence a par la suite été subdivisée en cinq domaines importants (Johri
et al., 2011) (Figure 7) :

- Domaine | (AA 1-20) : il s’agit de la région N-term. Elle est riche en proline et possede
un tryptophane en position 11 (W11) qui est essentiel a la sécrétion de Tat et a sa
capture par les cellules voisines.

- Domaine Il (AA 21-40) : c’est un domaine riche en cystéines. Il compte sept cystéines
trés conservées, dont six sont nécessaires a la transactivation du LTR. Cette séquence
aurait aussi la capacité de se fixer a CCR2, CCR3 et CXCR4 pour attirer d’autres cellules
cibles par chimiotactisme

- Domaine Ill (AA 41-48) : constitue le core de la protéine Tat. Cette séquence tres
conservée est essentielle a la fonction transactivatrice de la protéine. Elle est riche en

résidus hydrophobes.
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- Domaine IV (AA 49-72): c’est un domaine riche en acides aminés basiques, qui
comprend une région caractéristique RKKRRQRRR, tres conservée entre les souches
virales. Elle est essentielle pour la liaison de Tat au TAR de I’ARN.

- Domaine V (AA 73-86/101) : il correspond a la séquence codée par I'exon 2 du géne
tat, et n’est pas requis pour la transactivation. Il est riche en résidus glutamine et est

impliqué dans la polymérisation des microtubules et I'apoptose des cellules T

1 20 40 48 57 72 86-101
[Acidic/proline—richICysteine—rich/ZnFICOre[BaSic[Glutamine—richI Exon 2 ]

Figure 7. La protéiné Tat du VIH-1.
Représentation schématique de la protéine Tat et ses six différents domaines
Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature (Tahirov et al., 2010), © 2010

La structure secondaire de Tat a été beaucoup étudiée, via des techniques de dichroisme
circulaire et de RMN : la plupart de ces études n’a pas réussi a obtenir de conformation stable
en I'absence d’un ligand. Ces données indiquent que Tat est une protéine de nature flexible,
intrinsequement non structurée et que sa conformation peut facilement changer en fonction
de son environnement (Campbell and Loret, 2009; Shojania and O’Neil, 2010). Cette flexibilité
permet a Tat d’avoir un grand nombre de partenaires d’interaction et donc beaucoup de
fonctions biologiques différentes (Debaisieux et al., 2012). Certaines seront d’ailleurs

détaillées par la suite, dans la partie suivante (1.D.2.).

2. Roles et fonctions de Tat
a) Synthese des transcrits viraux

Tat est absolument nécessaire a la transactivation du génome du VIH-1 et donc a sa réplication
(Sodroski et al., 1985) (Figure 8). Cette activité de Tat est de loin la plus étudiée. En I'absence
de ce transactivateur, on observe la synthése de transcrits courts et abortifs car I’ARN
polymérase Il peut initier la transcription mais n’est pas capable d’effectuer I'étape
d’élongation, montrant ainsi le role de Tat dans I'étape d’élongation. C'est un facteur de
transcription atypique car il se lie, non pas a ’ADN, mais a une structure ARN appelée TAR,
localisée en 5’ de tous les ARN messagers viraux. Il nécessite I'intervention de plusieurs

cofacteurs, qui interviennent a différentes étapes du processus afin de permettre la synthése
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des transcrits viraux. Tat forme un complexe stable avec P-TEFb (positive transcription
elongation factor), lui-méme constitué de CDK9 et de la cycline T, qui va lier le TAR et induire
la phosphorylation de I’ARN polymérase Il. Cette derniére va donc étre réactivée et permettre

la production des transcrits viraux (Barboric and Peterlin, 2005).

Elongation de la transcription Elongation efficace de la

inefficace transcription

Figure 8. Role de Tat dans la transcription du VIH-1 (tiré de présentations de Sandie Munier et Nathalie Arhel)

D’autres études ont suggéré que Tat pourrait aussi jouer un role dans la réverse transcription
de I’ARN du virus. En effet, Harrich et ses collaborateurs ont montré qu’il n’y avait aucune
réverse transcription chez les virus délétés de Tatbien que les niveaux de réverse

transcriptase soient normaux (Harrich et al., 1997).

b) Tat extracellulaire

(1) Une protéine sécrétée

Pour que Tat puisse agir de maniere paracrine, elle doit d’abord traverser la membrane des
cellules infectées puis passer celle des cellules non infectées (Figure 9). Le mécanisme précis
de sécrétion de Tat n’est pas encore connu et ne se fait pas par la voie classique (Nickel and

Rabouille, 2009). Sa sécrétion est extrémement efficace (environ 2/3 des protéines Tat
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produites par une cellule infectée seront secrétées (Rayne et al., 2010)), puisque I'on retrouve
Tat dans le sérum des patients. Linteraction de haute affinité entre Tat et le
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) semble essentielle pour recruter Tat a la
membrane plasmique et lui permettre d’étre sécrétée (Rayne et al., 2010). Le PI(4,5)P2 est un
phospholipide présent sur le feuillet interne de la membrane plasmique et sur les
phagophores ; et les mutants de Tat (Tat W11Y et Tat (49-51)A) qui sont incapables d’interagir
avec le PI(4,5)P2 ne peuvent plus étre sécrétés. Au jour d’aujourd’hui le processus de

translocation de Tat n’a pas encore été complétement élucidé au-dela de cette étape.

Le mécanisme d’internalisation de Tat n’est pas unique : elle peut entrer par au moins deux
voies d’endocytose, grace a ses nombreux partenaires d’interaction. Parmi ses partenaires, on
retrouve CD26, LRP, CXCR4, les HSPGs (Heparan Sulfate Proteoglycans) (Ghezzi et al., 2000;
Gutheil et al., 1994; Liu et al., 2000; Tyagi et al., 2001) ou les intégrines dont certains sont
ubiquitaires et permettent donc a Tat d’exercer ses fonctions dans de nombreux types

cellulaires différents.

Durant ce trajet, I'exposition de Tat a de faibles pH (pH<6.0) induit un changement de
conformation et son insertion membranaire (Yezid et al., 2009). Celle-ci requiert le
tryptophane 11 (W11) de cette protéine. Cet acide aminé permet, comme lors de son
processus de sécrétion, la stabilisation de I'interaction de Tat avec la membrane. Tat peut
ensuite transloquer dans le cytosol a I'aide de la chaperonne Hsp90, qui lui permettra ensuite

de retrouver sa conformation initiale (Vendeville et al., 2004).

Les effets de Tat sécrétée sont tres liés a la pathogénese de l'infection par le VIH-1. Sa
sécrétion fait d’elle une toxine virale, capable de pénétrer facilement dans plusieurs types
cellulaires (Figure 9). La plupart de ses fonctions favorise la dissémination du virus dans
I'organisme et diminue I'immunité antivirale, dans le but de développer la maladie (Gallo,
1999). Nous allons présenter dans cette partie quelques-uns des exemples les plus
représentatifs des différentes fonctions de Tat sécrétée. Il apparait que les effets biologiques
induits par Tat sont dépendants a la fois de sa concentration dans la cellule et du type cellulaire
impliqué.

Comme dans les cellules productivement infectées, Tat est capable de transactiver le génome
du VIH-1 dans les cellules « réservoirs » ou le virus est a I'état latent. Cela lui permet de

réactiver la production virale et de moduler les niveaux d’expression de nombreux génes.
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Cellule infectée Cellule cible

Genes viraux . Genes celluiaires|

Figure 9. Transport de Tat, une protéine intra- et extracellulaire
Adapté avec I'autorisation de Winley Online Library, (Debaisieux et al., 2012), ©2012

(2) Epuisement du systeme immunitaire

La dérégulation du réseau de cytokines observée au cours de I'infection a VIH est en grande
partie due a l'effet de la protéine Tat, qui participe fortement a I'épuisement du systeme
immunitaire. Tat est en effet capable, selon sa concentration, de moduler la production de
nombreuses cytokines et voies de signalisation (comme le facteur de croissance TGF-B, I'lL-2
ou I'lL-6 qu’elle augmente, ou I'lL-12 qu’elle diminue) (Ito et al., 1998; Scala et al., 1994;
Westendorp et al., 1994; Zauli et al., 1992), qui vont aider a rendre les cellules immunitaires
saines plus permissives a l'infection. En particulier, elle peut favoriser la production de
cytokines pro-inflammatoires comme I'lIL-6 et le TNF-a (Tumor necrosis factor) ou anti-
inflammatoires comme I'lL-4 et I'IL-10, dont la surproduction est connue pour inhiber

plusieurs fonctions essentielles des cellules immunitaires (Gandhi et al., 2009).

La protéine Tat extracellulaire est cytotoxique : elle peut induire I'apoptose des cellules T CD4,
des neurones et des astrocytes (Eugenin et al., 2007; Li et al., 1995; New et al., 1997). A ce
titre, Tat participe donc aussi au déclin du nombre de lymphocytes T CD4 et a I’établissement

de la phase SIDA. Une fois le systeme immunitaire effondré, Tat participe aussi activement au
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développement de pathologies associées au SIDA comme le sarcome de Kaposi ou les
encéphalopathies au VIH (démences liées au SIDA) (Bagashev and Sawaya, 2013; Deregibus et

al., 2002).

(3) Tat a des propriétés immunomodulatrices

Elle peut aussi se comporter comme une chimiokine : en se fixant a leurs récepteurs, elle agit
comme une molécule chimio-attractante qui recrute des cellules saines au voisinage des
cellules infectées et facilite leur infection. Elle entre en compétition avec les ligands naturels
de ces récepteurs et a d’ailleurs une affinité suffisante pour se lier préférentiellement a leur

place sur CCR2 et CCR3 (Albini et al., 1998).

Enfin, Tat sécrétée peut induire la surexpression des corécepteurs CCR5 et CXCR4 a la surface
des cellules T CD4, favorisant ainsi une fois de plus l'infection (Huang et al., 1998). Au
contraire, elle diminue la concentration des molécules du CMH-I présentes a la surface des
cellules présentatrices d’antigene (CPA) et permet ainsi au virus d’échapper au systéme

immunitaire (Matsui et al., 1996).
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II.  L'autophagie

A. Histoire de I"autophagie
L'autophagie (du grec auto dayewv : « se manger soi-méme ») (Klionsky, 2007) est une voie
majeure de dégradation lysosomale et de recyclage des constituants cytoplasmiques aprés
séquestration dans une vacuole appelée autophagosome (Tanida, 2011). C'est en 1963 que le
terme autophagie est employé pour la premiere fois par le professeur Christian de Duve (prix
Nobel de physiologie et de médecine en 1974 pour sa découverte des lysosomes et des
peroxysomes). Sa découverte est issue de son intérét pour la microscopie électronique, qui lui
a permis d’étudier les modifications structurales de la cellule dans différentes conditions. Il a
ainsi pu observer des vésicules contenant des mitochondries ou des portions de cytoplasme
qui laissaient présager |'existence d’un nouveau type de structure : I'autophagosome (Figure
10) (Deter and De Duve, 1967). Cette voie ubiquitaire et constitutive est trés conservée chez
les eucaryotes et elle est régulée par des génes appelés ATG (Autophagy related) (Suzuki et

al., 2004).

Figure 10. Autophagie
Image de microscopie électronique de cellule T CD4 primaire apreés induction d’autophagie.

Les cellules eucaryotes ont a leur disposition deux systemes de dégradation afin de maintenir
leur homéostasie : le systéme UPS (Ubiquitin proteasome system) et I'autophagie. Ces deux
mécanismes different dans leur fonction et dans la nature des substrats a dégrader mais sont
finalement trés complémentaires. L'autophagie est en effet capable, de dégrader des
éléments de grande taille tels des organites ou des agrégats, a durée de vie longue. Les
produits de ces deux types de dégradation sont recyclés et réutilisés dans le cadre de la

synthése de nouvelles molécules ou comme source d’énergie pour la cellule, notamment en
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cas de carence. Des avancées plus récentes ont montré que ce dogme n’est pas complétement
vrai : ces deux systemes fonctionnent en fait de concert afin de maintenir ’lhoméostasie

cellulaire et sont d’ailleurs souvent co-activés (Lilienbaum, 2013).

L'autophagie est aussi un processus clé de I'immunité innée et adaptative, permettant de
lutter efficacement contre les agents pathogénes. Cependant, au cours de leur évolution, de
nombreux agents pathogeénes ont acquis la capacité d’inhiber le processus autophagique afin
d’éviter leur dégradation par les lysosomes ou de détourner la machinerie cellulaire a leur
avantage en se servant du processus autophagique pour leur propre réplication. Au-dela de
cet aspect, I'autophagie a aussi été impliquée dans la production d’interféron de type |, Ia
présentation antigénique, les phénomeénes de tolérance, la régulation négative de la
signalisation en aval des cytokines et de I'inflammation. C'est une voie de signalisation qui est
vraiment au coeur de I’'homéostasie cellulaire car sa dérégulation est impliquée dans de

nombreuses pathologies comme le cancer, les neuro-dégénérations et les myopathies.

B. Le processus autophagique

1. Les différentes formes d’autophagie
Plusieurs voies de signalisation ciblent le lysosome afin de permettre la dégradation de
certains substrats: parmi elles, on peut compter trois types d’autophagie: Ia
microautophagie, I'autophagie dépendante des chaperonnes et la macroautophagie (Figure

11).

a) Microautophagie

Les protéines cytoplasmiques peuvent étre capturées par le lysosome lui-méme suite a une
invagination de sa membrane : c’est la microautophagie. Ce processus a été observé chez la
levure et les mammiféres. Elle peut étre induite en condition de stress, comme la déprivation
en nutriments ou I’"hypoxie. La microautophagie (comme la macroautophagie) peut étre non
sélective et dégrader de petites portions de cytoplasme aprés invagination aléatoire du
lysosome, ou bien elle peut étre sélective et cibler spécifiquement des organelles comme les

mitochondries ou les peroxysomes (Li et al., 2012; Mijaljica et al., 2011) (Figure 11).
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b) La CMA ou l'autophagie dépendante des chaperonnes

La CMA, ou « Chaperone-mediated autophagy » est une voie de signalisation qui permet de
délivrer directement des substrats au lysosome, sans passer par des intermédiaires
vésiculaires. Elle est pour I'instant uniquement décrite chez les eucaryotes. Tous les substrats
de la CMA ont un motif peptidique de type « KFERQ » qui est reconnu par la chaperonne Hsc70
(Heat shock cognate protein 70) (Kaushik and Cuervo, 2012). Cette protéine va permettre la
translocation des substrats du cytosol au lumen du lysosome, via I'oligomérisation de la
protéine lysosomale LAMP2 (Lysosomal-associated membrane protein 2) , qui va servir de
récepteur (Cuervo and Wong, 2014) (Figure 11). La CMA peut aussi dégrader des protéines a
durée de vie courte, comme le protéasome, avec qui elle peut donc coopérer ou au contraire
entrer en compétition. Ce processus est régulé par la voie mTORC2/Akt (Mammalian target
of rapamycin). Contrairement aux autres formes d’autophagie, la CMA est un processus

exclusivement sélectif.

c) Macroautophagie

La macroautophagie, plus communément appelée autophagie, est le processus majeur de
dégradation des constituants cytoplasmiques par le lysosome. Cette voie permet la
dégradation lysosomale de portions du cytoplasme apres séquestration dans une vacuole a
double membrane appelée autophagosome. Brievement, lors de I'étape d’initiation, on
observe la formation dans le cytoplasme d’une double membrane, le phagophore, grace au
complexe Vps34/Beclin-1. L’élongation de cette membrane, mettant en jeu 2 systémes de
conjugaison de type ubiquitination, permet la séquestration de matériel cytoplasmique dans
I'autophagosome. Celui-ci peut alors fusionner avec les lysosomes pour former des
autolysosomes dans lesquels va étre digérer le contenu cytoplasmique séquestré (Figure 11).
Au niveau basal, I'autophagie permet la dégradation des protéines avec une durée de vie
longue, ou des organelles endommagées. Mais elle peut aussi étre induite en condition de
stress : comme une déprivation en nutriments, une hypoxie ou suite a l'invasion par un

pathogene (Tanida, 2011).
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c) Macroautophagie

—
Expansion

Autophagosome

Pragophore/
izolation membrana

a) Microautophagie

By, LAMP-2A U Hsp70 Protein  (WKFERD gy Metabolite
chaperone maotif transporter

Figure 11. Schéma des différentes formes d’autophagie (Boya et al., 2013)

a) La microautophagie permet l'internalisation de ses substrats directement dans le lysosome par invagination
de sa membrane.

b) Au cours de la CMA, les protéines qui présentent la séquence KFERQ sont reconnues et dépliées par la
chaperonne Hsc70. Elle et son substrat s’associent ensuite a LAMP2A a la surface du lysosome. LAMP2A
oligomérise et permet la translocation de la cible dans le lysosome.

¢) La macroautophagie est un mécanisme de dégradation lysosomale de portion de cytoplasme apres
séquestration dans une vacuole a double membrane appelée autophagosome. Ces autophagosomes fusionnent
ensuite avec les lysosomes pour former des autolysosomes, dans lesquels le matériel est dégradé puis recyclé.

Adapted by permission from Macmillan Publishers Ltd: NATURE CELL BIOLOGY (Boya et al., 2013), ©2013

La macroautophagie étant I'objet de la présente étude, le terme autophagie fera référence a

cette seule macroautophagie dans toute la suite de ce manuscrit.

Des mécanismes d’autophagie non canoniques ont également été décrits, suggérant que
I'autophagie peut se produire en absence de certaines protéines autophagiques clés, par des

mécanismes non conventionnels de biogénése des autophagosomes (Codogno et al., 2012).
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2. Mécanisme moléculaire de la macroautophagie

L’autophagie est donc un processus tres conservé au cours de I’évolution, qui a pour fonction
de dégrader des organelles endommagées ou des protéines présentes dans le cytosol, via des
vésicules a double membrane appelées autophagosomes, afin de maintenir I'homéostasie
cellulaire. L'autophagie est stimulée en conditions de stress, telles que la carence en acides
aminés ou en facteurs de croissance, I’hypoxie, le stress oxydatif et lors d’infections (Klionsky
and Codogno, 2013). Ce processus est orchestré et régulé par une trentaine de genes (Suzuki
et al., 2004) nommés ATG (Klionsky et al., 2016), qui sont répartis en plusieurs complexes de
signalisation. Elle peut étre divisée en plusieurs grandes étapes. On observe tout d’abord la
formation (ou initiation) d’une double membrane, appelée phagophore (ou encore
membrane d’isolation). Celui-ci va ensuite s’allonger, au cours de I'étape d’élongation, et se
refermer pour former une vacuole, I'autophagosome, dans lequel seront séquestrés des
éléments du cytoplasme. L'autophagosome va ensuite fusionner avec le lysosome au cours
de I'étape de maturation, pour former un autolysosome dans lequel le matériel séquestré

sera déversé, dégradé par les enzymes lysosomales, puis recyclé (voir Figure 12).
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1. Initiation 2. Elongation 3. Maturation
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Figure 12. La machinerie de I'autophagie
L’autophagie se décline en plusieurs étapes :

-L’initiation, qui implique les complexes de signalisation ULK1, Beclin-1/PI3K/ATG14L et ATGY, conduisant a la
formation du phagophore.

-L’élongation de la membrane du phagophore met en jeu deux systemes de conjugaison de type ubiquitination :
ATG12-ATG5-ATG16L1 et LC3-PE et aboutit a la formation de I'autophagosome.

-La maturation et le recyclage, au cours desquels les autophagosomes fusionnent avec les lysosomes, sont
dépendants du complexe de signalisation Beclin-1/PI3K/UVRAG.

a) Initiation

Cette étape correspond au recrutement et a I'activation de différents complexes protéiques
au niveau du phagophore (Suzuki et al., 2001), a la suite d’un stress. Son origine membranaire
serait multiple (Reggiori, 2006), comme par exemple la membrane plasmique (Ravikumar et

al., 2010) ou le réticulum endoplasmique (Hayashi-Nishino et al., 2009),

Chez les mammiferes, les deux étapes les plus précoces de ce processus sont le recrutement
du complexe ULK (constitué de ULK1/2, ATG13, FIP200 (FAK family kinase-interacting protein
of 200 kDa) et ATG101) puis du complexe phosphoinositide 3-kinase (PI3K) de classe Ill (avec
PI3K classe 1ll/Vps34, Beclin-1, ATG14 et p150). L’activation du complexe PI3K classe Ill va

permettre la production de PI3P (phosphatidylinositol 3-phosphate) qui va servir de signal
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lipidigue pour recruter et activer les autres effecteurs de I'autophagie possédant un domaine
de fixation au PI3P (domaines FYVE) comme DFCP1 (Double FYVE-containing protein 1), WIPI

(WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 1), etc.

L'initiation de I'autophagie nécessite donc un grand nombre d’acteurs regroupés en trois

complexes (cités ci-dessous), qui interagissent entre eux afin de former le phagophore.

(1) mToR

Le signal d’induction de I"autophagie le mieux caractérisé est la carence en acides aminés, via
la voie mTOR. C’est un senseur de |I'état énergétique et nutritionnel de la cellule. A ce titre,
MTOR a deux fonctions majeures : la stimulation de la synthése protéique et I'inhibition de
I'autophagie (Laplante and Sabatini, 2012). mTOR participe a deux complexes appelés
MTORC1 et mTORC2. Le complexe mTORC1, que I'on appellera par la suite mTOR, semble étre
le seul impliqué dans la régulation du déclenchement de I'autophagie. Son activité est régulée
par les niveaux d’acides aminés et de glucose et est inhibée par une carence en nutriments.
La rapamycine et la Torin 1, qui sont des inhibiteurs de mTOR, sont couramment utilisées pour

induire I'autophagie.

(2) Complexe ULK1/2

ATG1, chez la levure, possede 5 orthologues (ULK1, ULK2, ULK3, ULK4 et STK36) chez les
mammiféres. Parmi eux, seuls ULK1 et ULK2 sont connus pour réguler I'autophagie. Ce sont
des sérine/thréonine kinases, dont les fonctions sont redondantes et qui participent 'une et
I'autre a I'induction de I'autophagie. Elles forment un complexe stable avec ATG13, FIP200 et
ATG101 (Figure 13), qui permet de transmettre les signaux de mTOR régulant I'autophagie
(Lin and Hurley, 2016).

Dans des conditions riches en nutriments, mTORC1 inhibe I'autophagie en s’associant avec le
complexe ULK. Cette interaction induit la phosphorylation de ATG13 et ULK1/2 et inhibe son
activité kinase. Au contraire, en condition de carence nutritionnelle, mTOR est inhibé. Son

inactivation entraine sa dissociation du complexe ULK et la déphosphorylation des protéines
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ULK1/2 et ATG13. Ll’activité kinase de ULK1/2 est alors restaurée et permet son
autophosphorylation et la phosphorylation de ATG13 et FIP200 (Figure 13). Cela va permettre
la translocation du complexe au phagophore et conduire au recrutement et a I'activation du
complexe PI3 Kinase de classe Ill/Beclin-1 au site de formation de I'autophagosome (Russell

et al., 2013).

Il est a noter que le complexe ULK1/2 peut également étre directement activé par ’AMPK

(pour « AMP-activated protein kinase »), indépendamment de mTOR (Egan et al., 2011).

Inhibition de 'autophagie Induction de 'autophagie

Conditions normales

] i = Carence nutritionnelle
Riches en acides aminés

Figure 13. Régulation du complexe ULK par mTOR

Activation ou inhibition du complexe ULK par la kinase mTOR. En présence de nutriments, mTOR est activé et
phosphoryle ULK1/2 et ATG13 : I'autophagie est inhibée. En cas de carence en nutriments, mTOR se dissocie du
complexe ULK. ULK1/2 peut alors phosphoryler FIP200 et ATG13, ce qui conduit a I’activation de I’autophagie

(3) Complexe Beclin-1/PI3K classe Ill

Le second complexe important pour l'initiation de I'autophagie est le complexe « core » formé
par Beclin-1, la kinase PI3K classe Ill (ou Vps34), sa kinase régulatrice p150 (ou Vps15) et
probablement AMBRA1, car il permet de réguler plusieurs étapes clés de |'autophagie.
L'activité kinase PI3K permet de phosphoryler le phosphatidylinositol pour former le PI3P
nécessaire a I'élongation du phagophore (Simonsen and Tooze, 2009). Le PI3P va servir de
signal lipidique afin de recruter tous les facteurs indispensables a la formation des
autophagosomes. Il recrute en effet les protéines DFCP1 (Axe et al., 2008) et WIPI1/2 (Polson
et al., 2010).
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Au niveau basal, Beclin-1 interagit avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL via leur
domaine BH3 (Pattingre et al., 2005), qui la séquestrent et I'empéchent d’aller interagir avec
la PI3K classe Ill. En cas d’induction d’autophagie (une carence nutritionnelle par exemple),
différentes phosphorylations permettent de libérer Beclin-1 de son interaction avec Bcl-2. Les
kinases c-Jun N-terminale 1 JNK1 et DAPK (Death-Associated Protein Kinase) vont respectivement
phosphoryler Bcl-2 et Beclin-1 et donc les libérer de leur interaction (Wei et al., 2008; Zalckvar et
al., 2009). Beclin-1, est alors libre de se lier a ses cofacteurs (UVRAG, Ambral, ATG14L ou
Rubicon) (He and Levine, 2010) pour former I'un des complexes majeurs impliqués dans
I'induction et la régulation de I'autophagie (Figure 14). Il existe également d’autres systemes
de régulation de Beclin-1/Bcl-2, différents des phosphorylations (Decuypere et al., 2012).
ATG14 active le complexe « core » et permet la biogenése des autophagosomes. Les protéines
UVRAG (UV radiation resistance-associated gene) et/ou Bifl (Liang et al., 2006; Takahashi et
al., 2007) potentialisent cette activation. UVRAG, une fois lié a Beclin-1 peut aussi favoriser les
étapes tardives de fusion de I'autophagie : en recrutant Vps et Rab7, il peut en effet induire la
fusion des différentes vésicules en présence. Au contraire, Rubicon est capable d’inhiber les

étapes d’initiation et de maturation.

On utilise d’ailleurs en laboratoire des drogues ciblant ce complexe (comme la 3-

Methyladenine ou 3-MA) afin de bloquer I'autophagie.

~
(P)

. Classe lli
@ INKI

®HT

; Classe Ill

AMBRA1

DEE

7
Beclin-1

Conditions normales

5 G 5 s Carence nutritionnelle
Riches en acides aminés

Figure 14. Le complexe PI3K de classe lll et ses partenaires.

b) Elongation

Une fois le phagophore généré, sa membrane s’allonge, s’incurve et séquestre une portion du

cytoplasme pour former la vésicule a double membrane qu’est I'autophagosome : c’est
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I’élongation. Cette étape nécessite I'action concertée de deux systemes de conjugaison de
type ubiquitination. Classiquement, la conjugaison de l'ubiquitine et des molécules dites
«ubiquitin-like » aux substrats nécessite une enzyme d’activation (E1), une enzyme de

conjugaison (E2) et une ligase (E3) (Figure 15).

(1) Complexe de conjugaison ATG12-ATG5/ATG16L1

Dans le premier systeme de conjugaison, la protéine ATG12 (qui est « Ubiquitine-like ») est
activée par la protéine ATG7. Agissant comme une enzyme d’activation E1, ATG7 transfere
ATG12 sur la protéine ATG10. ATG10 exerce alors une activité E2 de conjugaison et lie de
maniéere covalente ATG12 a ATG5 (Mizushima et al., 1998). Aucune enzyme E3 ligase ne
semble intervenir dans ce systéeme de conjugaison. Le conjugué ATG12-ATGS5 se lie alors a
ATG16L1 pour former le premier complexe de conjugaison ATG5-ATG12/ATG16L1, qui jouera
le role d’enzyme E3 pour le systeme présenté dans le paragraphe suivant (LC3-PE) (Figure 15).
Ce complexe, essentiel a I’élongation de la membrane pré-autophagosomale, est associé a la
membrane externe de |'autophagosome en formation et est ensuite dissocié une fois

I’autophagosome formé (Mizushima et al., 2003).

(2) Complexe de conjugaison LC3-PE

Le deuxiéme systéme de conjugaison concerne la protéine LC3 : c’est un systéme unique car
c’est le seul connu permettant la conjugaison d’une protéine a un lipide, le
Phosphatidylethanolamine (PE). LC3 est tout d’abord synthétisé sous la forme d’un précurseur
pro-LC3 qui est immédiatement clivé par la protéase ATG4 pour produire la protéine LC3-I
cytosolique. C’'est cette glycine ainsi exposée en C-terminal (ou C-term), qui sera liée de
maniére covalente au PE par une réaction de conjugaison induite par ATG7 (E1), ATG3 (E2) et
le complexe ATG12-ATG5/ATG16L1 (E3) (Tanida et al., 2004) (Figure 15). Le conjugué LC3-PE,
aussi appelé LC3-1l, est localisé spécifiquement sur les autophagosomes, en faisant ainsi un
excellent marqueur de I'autophagie. Ainsi les deux complexes de conjugaison « Ubiquitine-

like » vont permettre ensemble I'incorporation de LC3 aux membranes internes et externes
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de l'autophagosome. Les protéines de LC3 présentes a la surface extérieure

I"'autophagosome sont par la suite délipidées et clivées par ATG4 pour étre recyclées.

(protaine) LC3-l

e o
@ = N\ —

/- # (ATGS)

v
v

v
e (ATG12(ATGS
Ublprotéing) w ATG16L1

Systéme de conjugaison Systémes de conjugaison
a l'ubiguitine LC3-PE et ATG12-ATGS

Figure 15. Les systémes de conjugaison de I'autophagie.
- Modéle classique du systeme de conjugaison de I'ubiquitine.
- Systeme de conjugaison LC3-PE.
- Systeme de conjugaison ATG12-ATG5.

PE : Phosphatidylethanolamine ; Ub : ubiquitine

de

Les protéines de la famille ATG8 sont, comme on I'a vu précédemment, des protéines dites

« Ubiquitine-like » et elles sont essentielles a la formation de I'autophagosome. Cette famille

de protéines ne comprend qu’un seul membre chez la levure (ATG8) mais plusieurs

orthologues chez les mammiféres, que I'on peut diviser en deux sous-familles :

- la famille MAP-LC3 (microtubule-associated protein light chain 3) constituée de quatre

membres (LC3A, LC3B, LC3B2 et LC3C). La protéine LC3B, que I'on appellera par la suite LC3,

reste I'orthologue d’ATGS le plus connu et le plus décrit dans la littérature, et c’est celui qui

nous intéressera majoritairement dans la suite.
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- la famille GABARAP (GABA(A) receptor-associated protein) constituée de quatre membres

(GABARAP, GABARAPL1, GABARAPL2 et GABARAPL3)

Ces protéines sont essentielles, car elles ne servent pas seulement a I'élongation et a la
fermeture de I'autophagosome, mais aussi a lier les récepteurs autophagiques comme p62

afin de permettre la dégradation sélective de leur substrat.

LC3 existe sous deux formes : une forme non conjuguée cytosolique appelée LC3-l et une
forme conjuguée au PE, qui est ancrée dans la membrane des autophagosomes, et qui est
appelée LC3-Il. Grace au PE, la protéine LC3-Il s’ancre a la fois dans la membrane externe et
interne des autophagosomes. Apres fermeture de celui-ci, les protéines de LC3-Il fixées sur la
membrane externe de I'autophagosome sont clivées par ATG4 et recyclées. Celles présentes
sur la membrane interne de I'autophagosome restent intactes jusqu’a I'étape de fusion avec
le lysosome ou elles seront dégradées avec le contenu de I"'autophagosome. Elle est donc
présente tout au long du processus autophagique, ce qui en fait un marqueur spécifique de

choix pour monitorer I'autophagie et son flux dégradatif.

Au laboratoire, nous utilisons principalement deux techniques pour suivre I'autophagie en
marquant LC3 : la microscopie a fluorescence et le western blot (Figure 16). En microscopie,
lorsque I'autophagie est induite, LC3-1l se retrouve dans des structures ponctuées (puncta),
qui correspondent aux autophagosomes. Ces puncta ne sont pas visibles quand LC3 est sous
sa forme LC3-l car ils restent diffus dans le cytoplasme. En western blot, |a lipidation de LC3
modifie ses propriétés électrophorétiques : LC3-1 migre avec un poids moléculaire apparent
de 18 kDa, tandis que LC3-1l aura un poids moléculaire de 16 kDa (Figure 16). On peut alors
facilement distinguer les deux formes en western blot et suivre I'induction d’autophagie

(Klionsky et al., 2016).
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Microscopie a fluorescence Western Blot
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Figure 16. Les différentes méthodes d'analyse de I'autophagie.

La microscopie a fluorescence, le western blot.

EBSS (earle's balanced salt solution): milieu de starvation, inducteur d’autophagie; AP : anti-protéases
(e64d+pepstatineA), inhibiteur des enzymes lysosomales et donc des étapes de dégradation

c) Maturation et recyclage

Une fois la fermeture de la membrane du phagophore terminée, I'autophagosome
nouvellement formé va pouvoir fusionner avec le lysosome. Cette derniére étape du
processus autophagique va permettre la dégradation et le recyclage du contenu de

I"autophagosome.

Les autophagosomes matures sont adressés aux lysosomes via les microtubules et fusionnent
avec ces organelles pour former des autolysosomes (Ganley, 2013). Il faut noter que
I'autophagie peut aussi étre connectée au processus d’endocytose. En effet, les endosomes
peuvent fusionner avec les autophagosomes, formant des structures alors appelées «
amphisomes », capables de fusionner a leur tour avec les lysosomes. Plusieurs protéines sont
impliquées dans cette fusion, notamment la protéine UVRAG retrouvée en complexe avec le
complexe PI3 Kinase de classe lll/Beclin-1, Rab7, les protéines ESCRT et SNARE (Soluble N-
éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein Receptor) (Rusten and Simonsen, 2008;
Stroupe, 2011). Le matériel cytoplasmique séquestré est alors dégradé par les hydrolases a pH
acide du lysosome puis recyclé et redistribué dans le cytoplasme grace a des transporteurs

présents dans la membrane lysosomale, pour une réutilisation par la cellule (Yang et al., 2006).

Ces étapes sont importantes dans I'étude du flux autophagique : en effet, quand on observe
une induction d’autophagie en western blot ou en microscopie, on ne peut pas savoir si elle
est due a une induction de la formation des autophagosomes ou a une inhibition de la

maturation due a un blocage de I'étape de fusion. On peut alors utiliser des inhibiteurs de
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I'acidification du lysosome (comme la chloroquine CQ ou la bafilomycine A1 BafA1l), ou des
inhibiteurs des enzymes lysosomales ( ou anti-protéases AP : e64d/pepstatine A): ils
empéchent respectivement la fusion de I'autophagosome avec le lysosome ou inhibent ses
étapes dégradatives et induisent donc I'accumulation des autophagosomes qui ne peuvent

plus étre dégradés (Klionsky et al., 2016).

3. L'autophagie sélective

a) Réle important dans la macroautophagie

Initialement, I'autophagie était décrite comme un processus de dégradation non spécifique.
Dans des conditions de carence, I'autophagie basale permet en effet de fournir des nutriments
a la cellule. C’est un mécanisme constitutif qui est impliqué dans le maintien de I'équilibre
énergétique de la cellule et qui est donc trés important pour son homéostasie (Yang and
Klionsky, 2010). Cependant, de plus en plus de travaux montrent que I'autophagie est aussi
un mécanisme de dégradation hautement sélectif, grace a l'intervention de protéines
adaptatrices qui fonctionnent comme des cargos (Johansen and Lamark, 2011). En effet, ces
protéines ou « récepteurs autophagiques » sont d’une part capables de se lier a des protéines
ou organelles ubiquitinés via leur domaine d’association a I'ubiquitine (Shaid et al., 2013) ; et
d’autre part a ATG8/LC3, et donc a 'autophagosome via leur motif LIR (LC3 Interacting Region)
(Birgisdottir et al., 2013) (Figure 17). Cette interaction entraine donc la dégradation des cargos
et de leurs substrats par autophagie. On peut classifier les différents types d’autophagie
sélective selon les cibles dégradées et plusieurs termes sont apparus pour qualifier ce

processus (Voir Tableau 3 dans la partie 11.B.3.d).
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Figure 17. Modéle de I'autophagie sélective
Les récepteurs autophagiques ont la propriété d’interagir d’'une part avec les protéines de la famille Atg8 et
d’autre part avec un substrat spécifique qu’ils conduisent a la dégradation autophagique.

L'autophagie sélective est un mécanisme de contréle qualité, qui permet de gérer le
renouvellement de certains organelles, des agrégats protéiques ou encore de favoriser
I’élimination des microorganismes pathogénes. C'est donc un processus trés spécifique et trés
finement régulé car il se doit de différencier les organelles abimés de ceux qui sont sains, ainsi

que de reconnaitre les agents pathogenes.

Le premier récepteur autophagique a avoir été identifié est p62/SQSTM1 (Séquestosome 1) :
a l'origine cette protéine a été décrite comme une protéine échafaudage impliquée dans de
nombreuses voies de signalisation (Moscat et al., 2007). Depuis, il a été montré que p62 est
aussi impliqué dans la formation et la dégradation par autophagie des agrégats de protéines
ubiquitinés (agréphagie) (Bjgrkgy et al., 2005), mais pas seulement. Cette protéine, en
interagissant avec des bactéries ou des protéines virales, peut aussi permettre leur
dégradation spécifique par autophagie (Mostowy and Cossart, 2012) (pour revue, cf. annexe

4).

Il semblerait donc que l'autophagie ait évolué sur 2 branches en paralléle : I'autophagie
basale, non spécifique, permet de fournir des nutriments a la cellule en condition de carence ;
tandis que I'autophagie sélective agit comme un contrdle qualité pour éliminer sélectivement

les structures toxiques, étrangéres ou surnuméraires de la cellule.

49



Introduction

b) Les récepteurs de I'autophagie sélective

Les récepteurs autophagiques jouent un réle majeur au cours de I'autophagie sélective : ce
sont eux qui permettent d’amener le substrat visé au processus autophagique. SQSTM1/p62
a été le premier récepteur décrit, mais depuis lors, bien d’autres récepteurs ont été identifiés
et caractérisés, que ce soit chez la levure ou les mammiféeres (comme la protéine BNIP3
(BCL2/adenovirus E1B protein), FUNDC1 (FUN14 Domain Containing 1 protein), NBR1
(Neighbour of breast cancer early-onset 1 gene 1), NDP52 (nuclear dot protein 52),

optineurine). lls partagent tous les caractéristiques suivantes (Johansen and Lamark, 2011) :

- lls se lient a LC3 via un motif LIR de 4 acides aminés

- lls sont dégradés avec leur substrat par autophagie

- llIs ne sont pas impliqués dans la machinerie basale de I'autophagie

- lls possédent en général un domaine d’interaction protéine/protéine ou un domaine
de liaison aux membranes qui jouent un réle important et qui sont a la base de leur

interaction avec différents types de substrats

Il existe différents types de récepteurs autophagiques (Figure 18) :

- Les SLRs (sequestosome 1(SQSTM1)-like receptors), nommés ainsi car ils partagent des
caractéristiques avec p62/SQSTML1. Ils possédent un domaine de liaison a I'ubiquitine
(Kraft et al.,, 2010) et plusieurs d’entre eux ont été décrits chez I'homme:
p62/SQSTM1, NBR1, NDP52 et I'optineurine (OPTN). Ce sont principalement ces
récepteurs qui nous intéresseront dans la suite de ce manuscrit. Néanmoins, on peut
aussi citer TAX1BP1 (aussi appelé T6BP pour TRAF6-binding protein).

- Les récepteurs autophagiques qui possedent des domaines transmembranaires et se
trouvent donc enchassés dans des membranes. C’'est, par exemple, le cas de NIX (N/P3-
like protein X), BNIP3, FUNDC1 et Bcl2-L-13, dans le cas de la mitophagie.

- Les récepteurs spécialisés, comme Stbd1 (starch-binding-domain-containing protein
1), qui reconnait spécifiquement le glycogene dans le cas de la glycophagie (Jiang et

al., 2011).
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Figure 18. Les récepteurs de I'autophagie sélective

Représentation schématique des différents domaines des principaux récepteurs de I'autophagie sélective.

PB1 : Phox and BEM1 domain; ZZ : domaine en doigt de zinc de type ZZ; CC : domaine coiled-coil; LIR : domaine
de ligison a LC3 (LC3-interacting region); UBA, UBAN, UBZ : domaines de liaison a I'ubiquitine (Ubiquitin-
associated domain, ubiquitin binding in ABIN and NEMO domain, Ubiquitin-binding zinc finger); SKICH : SKIP
carboxyl homologie domain, TM : domaine transmembranaire, CLIR : LC3C Interacting region.

(1) Les SLRs

(a) p62/SQSTM1
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p62 est une protéine adaptatrice de 440 acides aminés qui est impliquée dans beaucoup de
voies de signalisation importantes pour la survie, la mort ou le métabolisme de la cellule
(Katsuragi et al., 2015). Elle est constituée d’un domaine PB1 (Phox and BEM1 domain) en N-
term, d’'un domaine en doigt de zinc (ZZ), d’un domaine LIR et d’'un domaine UBA (Ubiquitine-
associated domain) en C-term (Figure 18). Le domaine PB1 de p62 est un domaine
d’interaction protéine/protéine qui lui permet d’oligomériser et/ou de s’associer a d’autres
protéines. En particulier, ce domaine, en association avec le domaine UBA, permet de
rassembler les substrats ubiquitinés et de les agréger avant de les cibler a la dégradation

(Bjgrkey et al., 2005).

Quand l'autophagie est inhibée, p62 s’accumule dans des agrégats protéiques qui sont aussi
positifs a I'ubiquitine (Korolchuk et al., 2009). Ces inclusions sont souvent observées dans les
neurones de patients atteints de maladies neurodégénératives (Bjgrkgy et al., 2005). Ces
agrégats disparaissent quand I'expression de p62 est invalidée, ce qui prouve que p62 est
nécessaire non seulement a leur dégradation par autophagie (via sa liaison a LC3) mais aussi
a leur formation. Lors de I'agréphagie, p62 travaille en synergie avec ALFY (Autophagy-linked
FYVE) qui joue le role de protéine échafaudage. Elle fait le lien entre p62 et ATG5 et permet
donc a l'autophagosome de se former au plus pres du substrat a dégrader, en I'occurrence
des agrégats (Clausen et al., 2010; Yamamoto and Simonsen, 2011). Il est aussi important de
souligner que p62 est aussi tres impliqué dans la xénophagie, que ce soit contre les bactéries

(cf paragraphe sur la xénophagie en I.B.4.E.3.) ou les virus (cf. chapitre Il1).

p62, comme les autres récepteurs de l'autophagie sélective, est dégradé en continu par
I’autophagie et peut donc étre utilisé, comme LC3, comme un marqueur de I'autophagie et de
son flux. L'induction de I'autophagie sera donc marqué par une diminution des niveaux
d’expression de p62, tandis qu’une inhibition du flux sera marqué par son accumulation. |
convient néanmoins d’étre prudent avec ce marqueur, car p62 peut aussi interagir avec de
nombreuses autres voies de signalisation, qui peuvent a leur tour jouer sur ses niveaux
d’expression : p62 peut notamment étre dégradé par le protéasome, ou subir une induction

au niveau transcriptionnel en réponse a différents stimuli (Klionsky et al., 2016).

Enfin, il est important de noter que p62 est aussi impliqué dans la voie de signalisation Keap1-
Nrf2 (Keap1l : Kelch-like ECH-associated protein 1 ; Nrf2 : nuclear factor (erythroid-derived 2)-

like 2). Cette voie de signalisation permet de détecter les déséquilibres redox au sein de la
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cellule et induit la synthése de protéines anti-oxydantes ou détoxifiantes. En conditions
basales, Nrf2 est constitutivement dégradé par le protéasome via sa liaison avec a Keapl. La
présence de ROS (especes réactives de |'oxygene) conduit a l'inactivation de Keapl: en
conséquence, Nrf2 est stabilisé et peut transloquer au noyau pour induire la production de
protéines anti-oxydantes. Une seconde régulation de Keapl a lieu via p62. Dans le cas ou
I"autophagie est dérégulée et ol p62 s’accumule, Keapl va pouvoir se lier a p62 et libérer

Nrf2, qui va alors transloquer au noyau (Komatsu et al., 2010).

(b)  NBR1

NBR1 est tres similaire a p62, notamment dans son architecture (Figure 18) : elle possede elle
aussi un domaine PB1, un motif LIR et un domaine UBA (Kirkin et al., 2009). Son domaine PB1
lui permet de former des hétéro-oligomeéres avec p62 ou avec d’autres protéines possédant
elles aussi un domaine PB1. Les substrats ubiquitinés, comme précédemment, interagissent

avec le domaine UBA de NBR1.

Comme p62, elle est impliquée dans I’élimination des agrégats ou des protéines ubiquitinées
(Kirkin et al., 2009). Des travaux plus récents ont aussi montré un role pour NBR1 dans la

dégradation sélective des peroxysomes par autophagie (pexophagie) (Deosaran et al., 2013).

(c) Optineurine

L'optineurine, comme les autres SLRs, se lie a ATG8/LC3 via son domaine LIR et a I'ubiquitine
grace a son domaine UBAN (ubiquitin binding in ABIN (A20 binding and inhibitor of NK-kB) and
NEMO (NK-kB essential modulator)). On trouve aussi des domaines « coiled-coil » qui lui
permettent d’oligomériser. Cette protéine est impliquée dans la dégradation de Salmonella
enterica apres ubiquitination de cette derniére dans le cytoplasme de la cellule infectée (Wild
et al., 2011). Elle n’est pas seulement impliquée dans la xénophagie mais aussi dans d’autres
types d’autophagie sélective, comme la mitophagie ou I'agréphagie. Lorsqu’une mitochondrie
est endommagée, PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) se stabilise a sa membrane externe
et recrute la E3 ligase Parkin, qui va a son tour ubiquitiner la mitochondrie (Lazarou et al.,

2015). Cette ubiquitination permet le recrutement de OPTN via son domaine UBAN, qui va
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permettre la dégradation sélective de cette mitochondrie par autophagie. Enfin, elle joue
aussi un réle dans I'élimination des agrégats protéiques, notamment impliqués dans des

maladies neurodégénératives (Shen et al., 2015).

(d)  NDP52

NDP52 ressemble beaucoup a OPTN du point de vue de I'architecture de ses domaines (Figure
18) : il posséde lui aussi des domaines « coiled-coil », des LIRs et un domaine de liaison a
I"'ubiquitine a son extrémité C-term (UBZ). L'un de ses domaines LIR est dit « non canonique »
puisqu’il ne posséde pas de résidu aromatique au début de sa séquence. Du fait de ce domaine
LIR unigue, NDP52 se lie spécifiquement a LC3C qui est le seul orthologue d’ATGS8 a pouvoir
compenser la perte du résidu aromatique (von Muhlinen et al., 2012). Son deuxieme domaine
LIR est lui aussi atypique et qualifié de « LIR-like » : il permet aussi de lier LC3A, LC3B et/ou
GABARAPL2 et est essentiel a la xénophagie et a la maturation des autophagosomes durant

les infections bactériennes (Verlhac et al., 2015).

Comme dans la plupart des cas, NDP52 est capable de reconnaitre des substrats ubiquitinés.
Cependant, il existe une autre étiquette reconnue pour cibler certains cargos a la dégradation
autophagique. En effet, le récepteur NDP52 peut également reconnaitre les cargos a dégrader
via son interaction avec la galectine 8, comme c’est le cas au cours des infections bactériennes.
NDP52 posséde donc 2 moyens d’action pour lutter contre les bactéries. Dans un cas, il peut
étre recruté par la galectine 8, qui est une lectine connue pour détecter les invasions
bactériennes. En effet, lors d’une infection par S. Typhimurium, |la bactérie se trouve dans une
vésicule appelée SCV (pour Salmonella containing vesicle). Mais la bactérie peut endommager
cette vacuole, et dans ce cas, exposer des motifs de glycosylation. La galectine 8 se lie alors a
ces sucres et recrute NDP52. Le récepteur autophagique va a son tour recruter LC3 et toute la
machinerie autophagique afin de dégrader la vacuole endommagée et la bactérie concernée
(Thurston et al., 2012). Dans un autre cas, plus « classique », NDP52 est capable de reconnaitre
les bactéries polyubiquitinées comme Salmonella enterica aprés son entrée dans le
cytoplasme de la cellule héte. Elle recrute alors LC3 et active I'autophagie qui va alors dégrader
la bactérie. Dans ce cas de figure, NDP52 est aussi capable de recruter la kinase TBK1 (TANK-

binding kinase 1) (Thurston et al., 2009), qui permet d’empécher la croissance bactérienne.
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On peut aussi signaler 'existence de TRAF6-binding protein (T6BP), qui est tres proche de
NDP52 et qui sont tous deux impliqués dans I’élimination de Salmonella par xénophagie. T6BP,
aussi appelée TAX1BP1, permet en outre de recruter la myosine VI et donc les moteurs

moléculaires a 'autophagosome (Tumbarello et al., 2015).

(2) Autophagie de précision

Les protéines TRIM (pour Tripartite motif) sont une vaste famille codée par plus de 70 genes
chez les mammiféres (Reymond et al., 2001). Ce sont des protéines trés conservées au cours

de I"évolution, qui jouent des roles tres variés au sein de la cellule.

Plusieurs études récentes indiquent que les protéines de la famille des TRIMs jouent un role
important dans un nouveau type d’autophagie sélective, dite « autophagie de précision »
(Kimura et al., 2016). TRIM est a la fois un récepteur mais aussi un régulateur de ce type
d’autophagie, qu’il faut bien différencier de I'autophagie sélective « conventionnelle ». En
effet, comme décrit précédemment, les récepteurs comme p62 ou NDP52 vont lier leur
protéine cible, le plus souvent via une molécule signal comme I'ubiquitine ou la galectine,
respectivement. Elles vont ensuite aller a I'autophagosome afin de se lier aux membres de la
famille ATGS8 grace a leur domaine LIR. L’autophagie de précision, quant a elle, se démarque
car ce n'est pas le récepteur qui va a I'autophagosome, mais I'autophagosome qui va venir
s’assembler directement sur le récepteur, qui va donc aussi servir de plateforme

d’assemblage. C'est une autophagie qui se déroule donc en 2 temps :

- Les protéines de la famille de TRIM reconnaissent tout d’abord leur cible grace a une
interaction protéine-protéine directe (Kimura et al., 2015; Mandell et al., 2014a). Elles
n’ont a priori pas besoin d’une molécule signal comme "'ubiquitine.

- Une fois que TRIM a lié sa cible, elle va servir de plateforme d’assemblage au phagophore
(Kimura et al., 2015; Mandell et al., 2014a). TRIM va directement s’assembler avec ULK1
et Beclin-1 pour former un complexe appelé « TRIMosome ». On observe d’ailleurs des
colocalisations entre TRIM et les protéines majeures de la régulation de I'autophagie
(FIP200, Vps34, ATG14L, UVRAG, WIPI, ATG16L, ATG5, ATG12, AMBRA1).

Les protéines TRIMs reconnaissent un grand nombre de substrats endogénes et exogenes,

grace a leurs domaines tres variés a leur extrémité C-terminale. Pour les cibles endogenes, on

peut citer TRIM20, qui reconnait des composants de I'inflammasome comme la pro-caspase
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1, NLRP1 et NLRP3, ainsi que TRIM21 qui reconnait le régulateur de la réponse interféron (IFN)
type | IRF3 (Kimura et al., 2015). Concernant les substrats exogénes, la protéine la plus
caractérisée est sans doute RhTRIM5 (du singe Rhésus) qui joue le réle de facteur de
restriction contre le VIH-1 (Stremlau et al., 2004), en permettant la dégradation de sa capside
par autophagie (Mandell et al., 2014b). Comme les récepteurs de I'autophagie sélective dite
« conventionnelle », certaines protéines TRIM ont la capacité de se lier aux différents
orthologues d’ATGS8. Cette liaison peut étre directe via un motif LIR ou indirecte en se liant
d’abord aux récepteurs comme p62. Il semblerait que les TRIMs se lient préférentiellement a
GABARAP et LC3A. L'interaction directe avec LC3B ne semble pas se faire mais pourrait étre
compensée par l'interaction avec p62 (Kimura et al., 2015; Mandell et al., 2014a; O’Connor et

al., 2010).

c) Interaction avec ATGS8 via le LIR

Les récepteurs autophagiques permettent d’amener leurs substrats a I'autophagosome grace
a leur interaction avec les différents orthologues d’ATG8. Le motif d’interaction présent sur
ces cargos est un motif LIR (Birgisdottir et al., 2013). Les premiers LIR caractérisés furent ceux
de p62 pour les mammiferes et ATG19 pour la levure, grace a l'utilisation de différents
mutants et de différentes approches comme les rayons X ou la RMN qui ont permis d’élucider
leurs structures (Noda et al., 2008). Ils partagent un motif commun WxxL (ou x peut étre
n‘importe quel acide aminé) ainsi que la présence de résidus acides tres proches impliqués

dans la liaison a ATGS.

D’aprés des expériences de bio-informatique, il existerait plus de soixante interactants des
différents orthologues de ATGS8 (Behrends et al., 2010). La comparaison de leurs motifs LIR a
permis d’établir un consensus concernant cette séquence D/E-D-W/F/Y-x-x-L/I/V (Johansen

and Lamark, 2011).

- Larégion aromatique W/F/Y s’insere dans la poche hydrophobe du domaine « Ubiquitin-
like » de LC3
- Les acides aminés hydrophobes L/I/V et les résidus acides s’insérent dans la poche

hydrophobe du domaine N-term de LC3
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NDP52 possede un motif LIR atypique, qui ne possede pas de résidus aromatique (von
Mubhlinen et al., 2012) : il ne peut donc se lier qu’a LC3C et non pas a tous les orthologues
d’ATGS. En effet, LC3C posséde les résidus nécessaires pour compenser cette perte du point
de vue de l'interaction grace a des liaisons hydrogenes. |l faut toutefois noter que toutes les
protéines ayant un LIR ne sont pas des récepteurs pour I'autophagie sélective : certaines sont
au contraire impliquées dans la formation et la maturation de I'autophagosome (comme

ULK1) (Kraft et al., 2012), voire méme le transport et la maturation.

d) Différentes formes d’autophagie sélective

L'autophagie sélective est impliquée dans la dégradation d’organites défectueux ou
surnuméraires dans la cellule comme les mitochondries (mitophagie), les peroxysomes
(pexophagie), les ribosomes (ribophagie) ou des microorganismes pathogénes intracellulaires
(xénophagie, partie 11.B.4.E.3). A I'exception de la mitophagie et de la xénophagie, les autres
formes d’autophagie sélective sont encore assez peu étudiées chez les mammiféres (Tableau
3).

Tableau 3. Différents types de I'autophagie sélective en fonction du substrat dégradé et récepteur(s)

associé(s).
Nom Substrat Récepteurs impliqués
Agréphagie  Agrégatsprotéiques  p62 (Pankiv et al., 2007), NBR1 (Kirkin et al., 2009), |
OPTN (Korac et al., 2013)
Pexophagie Peroxysomes NBR1 (Deosaran et al., 2013), p62 (Deosaran et al.,
2013; Kim et al.,, 2008), ATG30 (Farré et al., 2008),
ATG36 (Motley et al., 2012a)
Mitophagie Mitochondries (Feng et al.,, 2013; Youle and Narendra, 2011) NIX
(Novak et al., 2010), BNIP3 (Hanna et al., 2012),
FUNDC1 (Liu et al.,, 2012), ATG32 (Okamoto et al.,
2009)
Xénophagie Bactéries / Virus p62 (Judith et al., 2013; Orvedahl et al., 2010; Sagnier
etal., 2015; Zheng et al., 2009), NDP52 (Thurston et al.,
2009), OPTN (Wild et al., 2011)
Glycophagie Glycogene Stbd1 (Jiang et al., 2011)

Réticulophagie Réticulum endoplasmique

Lipophagie Gouttelettes lipidiques
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Ribophagie Ribosomes
Nucléophagie Partie du noyau
Lysophagie Lysosomes p62 (Maejima et al., 2013)

e) La pexophagie

La pexophagie désigne la dégradation sélective des peroxysomes par macroautophagie
(Manjithaya et al., 2010). Le peroxysome est un organite qui participe a la détoxification de la
cellule et au métabolisme des acides gras. Il contient entre autre des enzymes oxydatives
comme la catalase et I'oxydase, qui lui permettent d’oxyder le peroxyde d’hydrogene (H20,,
membre de la famille des ROS). H,0; est certes une molécule importante pour la signalisation
redox de la cellule, mais c’est surtout un oxydant toxique pour les cellules : sa concentration
doit donc étre finement régulée. La pexophagie permet a la cellule de s’adapter aux
changements d’environnement en maintenant un nombre adéquat de peroxysome dans la
cellule (lwata et al., 2006; Smith and Aitchison, 2013). Les mécanismes moléculaires a la base
de ce processus ont été principalement étudiés chez la levure et beaucoup moins chez les

mammiféres (Honsho et al., 2015).

Ce mécanisme semble étre trés important car I'accumulation non controlée des peroxysomes
est associée a des maladies neurodégénératives et a un vieillissement prématuré des cellules
(Legakis et al., 2002). Chez les eucaryotes, quatre récepteurs ont pour le moment été
identifié : ATG30, ATG36 (chez la levure), NBR1 et p62 (chez les mammiféeres) (Deosaran et al.,
2013; Farré et al., 2008; Motley et al., 2012b; Yamashita et al., 2014).

Les peroxysomes peuvent étre ciblés a la pexophagie via plusieurs mécanismes

différents (Figure 19) :

- Encasde carence nutritionnelle, LC3 peut se lier directement a PEX14, qui est une protéine
membranaire du peroxysome (Jiang et al., 2015).

- Aprés ubiquitination de PEX 5, p62 et NBR1 transloquent au peroxysome en se liant a
I"'ubiquitine et recrutent la machinerie autophagique grace a leur domaine LIR (Deosaran
et al., 2013). Zhang et ses collaborateurs ont montré que les ROS activent une cascade de
signalisation qui va aboutir a la pexophagie, via la protéine kinase ATM. En effet, ATM a la

faculté de phosphoryler PEX5, se faisant, elle va induire son ubiquitination et donc sa
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reconnaissance par les récepteurs de |'autophagie sélective (Zhang et al.,, 2015). En
paralléle, ATM va d’ailleurs activer ULK1 et inhiber mTOR pour induire I'autophagie
(Alexander et al., 2010). Néanmoins, PEX5 n’est sans doute pas la seule protéine
peroxysomale ubiquitinée et d’autres cibles de la pexophagie doivent encore étre
recherchées.

- Enfin, des travaux de Peter Kijun Kim et al. ont montré que |'utilisation de protéines
peroxysomales (PMP34 et Pex3) fusionnées a une mono-ubiquitine était suffisante pour

induire de la pexophagie (Kim et al., 2008).

(be3)
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Figure 19. Mécanismes de la pexophagie chez les mammiféres

Chez les levures, les peroxysomes peuvent aussi étre dégradés par micropexophagie : la
membrane de la vacuole peut s’invaginer et venir emprisonner sélectivement les
peroxysomes. lls seront par la suite dégradés sous l'action des hydrolases (Platta and

Erdmann, 2007).

59



Introduction

IIl.  ROle de I'autophagie dans I’equilibre entre la survie et |a
mort cellulaire

L'autophagie joue un role important dans nombreuses grandes fonctions cellulaires comme la
différenciation, le développement, le vieillissement, I'immunité et régule la balance entre la

survie et la mort cellulaire.

A. L’autophagie : un mécanisme de survie

Au niveau cellulaire, I'autophagie est essentielle au maintien de I’homéostasie : elle assure le
contréle qualité de la cellule en éliminant les organelles abimés ou surnuméraires et permet
de maintenir le pool d’acides aminés et la production d’énergie pendant les carences
nutritionnelles. En cas de stress, la cellule induit donc I'autophagie pour favoriser sa survie et
éviter I'apoptose en dégradant certains de ses régulateurs (Gordy and He, 2012; Rubinstein

and Kimchi, 2012).

L'un des mécanismes les mieux décrits, par lequel 'autophagie inhibe I'apoptose, est la
mitophagie (Marifio et al.,, 2014). La mitochondrie est au cceur de la signalisation de
I'apoptose : elle libere entres autres des protéines activatrices des caspases comme le
cytochrome c. Les mitochondries endommagées sont particulierement susceptibles d’activer
I'apoptose, mais la mitophagie permet de limiter le phénomeéne. Ces mitochondries
endommagées ont une diminution de leur potentiel membranaire AWm, ce qui est synonyme,
soit d’'un probléme dans la chaine respiratoire mitochondriale, soit de la perméabilisation de
la membrane interne de la mitochondrie. Ce changement de potentiel induit I'accumulation
de PINK1, et l'ubiquitination de certaines protéines présentes a la membrane de Ia
mitochondrie (comme VDAC1, MFN1 et2) par la E3 ligase PARKIN. Les organelles
endommagées vont ainsi étre ciblées par des récepteurs autophagiques et amenées a

I’'autophagosome (Youle and Narendra, 2011).

L'autophagie peut aussi empécher la mort de certaines cellules en dégradant sélectivement
certaines protéines pro-apoptotiques afin de réduire leur abondance dans le cytosol, comme

la caspase 8 (Hou et al., 2010). On peut aussi signaler la dégradation de p62 comme un
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mécanisme pour protéger la cellule de la mort (Mathew et al., 2009). En effet, p62, quand elle

est surexprimée, entraine la production de ROS qui peuvent mener a la mort cellulaire.

B. L'autophagie en tant que mécanisme de mort cellulaire

Méme si 'autophagie reste un processus qui permet aux cellules de survivre en conditions de
stress, il a été proposé que, dans certains cas, I'autophagie représente une forme alternative
de mort cellulaire (aussi appelée « mort cellulaire de type 2»). Des observations
morphologiques réalisées au microscope électronique ont en effet montré que la mort
cellulaire pouvait s’accompagner d’'un grand nombre d’autophagosomes et des autres
marqueurs caractéristiques de I|'autophagie. Il faut néanmoins étre prudent avec ces
observations car I'induction d’autophagie dans ces cellules peut au contraire résulter d’'une
tentative de la cellule pour survivre et non pas d’une mort cellulaire autophagique. Il faut donc
bien différencier la mort « par » autophagie de la mort « avec » autophagie (Galluzzi et al.,

2012; Shen and Codogno, 2011).

L’autophagie peut effectivement étre une forme de mort cellulaire dans les situations ou
I'apoptose est inhibée. Il faut pour cela que la mort de la cellule remplisse plusieurs critéres :
(i) elle doit se faire sans activation des caspases, (ii) on doit observer une induction
d’autophagie, et (iii) elle doit étre bloquée en présence d’inhibiteurs pharmacologiques de
I’autophagie (Shen and Codogno, 2011). Par exemple, des cellules délétées du gene BAX (une
des protéines majeures de régulation de I'apoptose), et qui ne peuvent donc pas induire
d’apoptose, peuvent quand méme mourir en réponse a différents stimuli : cette mort est
d’ailleurs dépendante de certains ATGs, car I'inhibition de ATG5 et Beclin-1 est suffisante pour
permettre la survie de ces cellules (Shimizu et al., 2004). On sait aussi que quand les caspases
sont inhibées par des drogues, cela induit I'autophagie et la mort cellulaire. Cette inhibition
des caspases conduit en fait a la dégradation par autophagie sélective de la catalase, qui est
une enzyme du peroxysome. La cellule n’est alors plus détoxifiée, ce qui cause une
accumulation de ROS qui finit par tuer la cellule (Yu et al., 2006). Ces situations restent tres
rares et ne correspondent pas a la réalité physiologique de la cellule : les cellules utilisent peut
étre cette voie de mort cellulaire en I'absence d’autres options. Les processus impliqués dans
cette mort cellulaire dite dépendante de I'autophagie ne sont pas tres clairs, mais les exemples

de la littérature (Nezis et al., 2010a, 2010b; Yu et al., 2006) suggérent que, dans la plupart des
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cas, un facteur de survie dont I'absence conduirait a lI'apoptose, serait dégradé par
autophagie. La mort autophagique joue aussi un role important dans le remodelage tissulaire

au cours de développement ainsi que dans les cellules cancéreuses (Baehrecke, 2003).

C. Autophagie et apoptose : des mécanismes intimement liés

De facon intéressante, de plus en plus de travaux montrent que I'autophagie et I'apoptose
sont des processus étroitement liés. En effet, I'autophagie peut étre indépendante de
I'apoptose, I'inhiber ou au contraire étre nécessaire a son induction. Cependant, les voies de

signalisation responsables de ces connexions ne sont pas claires.

Un lien moléculaire entre ces deux processus provient de l'interaction entre la protéine
autophagique Beclin-1 et les protéines de la famille de Bcl-2. Cette interaction pourrait jouer
un role de « rhéostat » entre autophagie et apoptose et ainsi déterminer le devenir de la
cellule. On sait déja que I'interaction Beclin-1 / Bcl-2 peut inhiber I'autophagie, mais elle aurait
aussi un réle sur I'apoptose. En effet, Beclin-1 posséde un domaine BH3, qui lui permet de se
lier aux protéines de la famille de Bcl-2. En se liant a son récepteur, le domaine BH3 de Beclin-
1 peut, au choix, inhiber les protéines Bcl-2 et Bcl-XL qui sont anti-apoptotiques, ou activer les
protéines BAX et BAD, qui sont pro-apoptotiques. Beclin-1 peut donc a son tour réguler
I'apoptose (Galonek and Hardwick, 2006). La protéine DAPK, qui est un suppresseur de
tumeur, est elle aussi capable de contréler aussi bien I'apoptose que |'autophagie via le
rhéostat Beclin-1/ Bcl-2, en réponse a divers signaux de stress comme un stress du RE. Elle agit
en en phosphorylant Beclin-1 dans son domaine BH3, ce qui entraine sa dissociation de Bcl-2

et donc I'induction de I"autophagie.

Au cours de I'apoptose, les caspase activées peuvent cliver leurs substrats, parmi lesquels
Beclin-1. Cela a pour conséquence de perturber et d’empécher les fonctions de Beclin-1 dans
la machinerie moléculaire de I'autophagie. Le fragment de Beclin-1 ainsi généré transloque a
la mitochondrie ou il va favoriser la libération de facteurs pro-apoptotiques (Wirawan et al.,
2010). Plusieurs autres ATGs (ATG5, ATG4, PI3K) sont aussi la cible des caspases (Betin and
Lane, 2009; Yousefi et al., 2006).

Des travaux ont montré que la protéine anti-apoptotique FLIP peut aussi inhiber I'autophagie.

C’est une protéine connue pour pouvoir se lier aux caspases initiatrices 8 et 10 et ainsi inhiber
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leur recrutement aux récepteurs de mort et leur activation. Il a été montré que FLIP peut aussi
entrer en compétition avec ATG3 pour la liaison avec ATG8. En empéchant le systeme de
conjugaison d’étre efficace, FLIP empéche I'élongation des autophagosomes et donc inhibe

I'autophagie (Lee et al., 2009).

p53 est un facteur de transcription connu, qui régule la mort cellulaire programmeée : il est
activé dans de nombreuses conditions (comme des dégats a I’ADN, ou une hypoxie). Il permet
d’induire I'apoptose en favorisant la transcription des membres pro-apoptotiques de la famille
de Bcl-2 et d’autres protéines effectrices essentielles. p53 peut aussi induire I'autophagie en
inhibant mTOR (par différentes voies) (Feng et al., 2005) et en activant la transcription du gene
DRAM1 (Damage-Regulated Autophagy Modulator 1) dont le produit est une protéine
lysosomale qui stimule I'autophagie (Crighton et al., 2006). La protéine p53 localisée dans le
noyau est un facteur de transcription qui active I'autophagie mais le role de p53 semble plus

ambigu puisque, localisé dans le cytoplasme, il réprime 'autophagie (Tasdemir et al., 2008).

Les autophagosomes, indépendamment du flux, peuvent aussi servir de plateforme
d’activation aux caspases, et par |la méme jouer un réle dans la mort de la cellule (Young et al.,

2012).
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IV. ROéle de l'autophagie au cours des infections virales

Durant ma thése, j’ai eu l'opportunité de participer a I'élaboration d’une revue sur les
relations entre I'autophagie, et plus particulierement I'autophagie sélective, et les virus

(Annexe 4).

A. Autophagie et défense contre les agents pathogenes

Le role essentiel de I'autophagie dans le maintien de I'homéostasie cellulaire et dans la
réponse au stress en fait, logiquement, un processus important dans les mécanismes
d’'immunité innée et adaptative. En effet, différents signaux permettant la reconnaissance des
agents pathogénes peuvent induire I'autophagie. Parmi ces signaux, on retrouve les PRRs
(Pattern Recognition Receptors), comprenant les TLRs (Toll-Like Receptors), les NLRs (NOD-
Like Receptors), et les RLRs (RIGI-Like Receptors), les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Patterns), les DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns), 'interféron de type |, sécrété

en réponse aux infections virales, I'interleukine IL-1B et le TNFa (Deretic, 2012).

C’est I'étude du role de I'autophagie au cours des infections bactériennes, notamment par
Streptococcus pyogenes et Mycobacterium tuberculosis, qui a permis de mieux comprendre la
xénophagie (Amano et al., 2006; Deretic et al., 2006). Suite a ces premiers travaux, il a été
montré que I'autophagie jouait un réle sur un nombre croissant de bactéries (par exemple
Listeria monocytogenes, Shigella flexneri et Salmonella thyphimurium), mais aussi des
parasites (Toxoplasma gondii) et des virus (par exemple le virus Sindbis SINV, le virus du

Chikungunya CHIKV ou VIH).

Des relations complexes ont été mises en place au cours de I’évolution entre I'autophagie et
les agents pathogenes. Par conséquent, méme si ce mécanisme restreint la virulence de
nombreux agents infectieux dans les organismes eucaryotes, ces derniers ont développé des
moyens pour éviter I'autophagie, la bloquer ou, au contraire, |'utiliser afin de se répliquer

efficacement (Wileman, 2013).

Les virus sont des parasites intracellulaires : leur survie dépend donc de leur capacité a vaincre
les défenses antivirales de la cellule et a prendre le contrdle de la machinerie cellulaire afin de

favoriser leur réplication.
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L'autophagie est un des plus anciens mécanismes de défense contre les infections. Par
conséquent, les virus ont évolué pour mettre en place des stratégies afin de contrer ou
détourner ce mécanisme et en tirer profit pour leur multiplication. Les interactions plus
précises entre I'autophagie et le VIH-1 seront détaillées plus loin, dans une sous partie qui

leurs sera consacrée (Chapitre IV.C).

B. Relation autophagie/virus
1. L'autophagie : un mécanisme antiviral détourné par les virus
a) Induction de I'autophagie par les virus

De nombreux virus, qu’ils soient a ADN ou a ARN, induisent une augmentation du nombre
d’autophagosomes dans les cellules infectées. Cette augmentation peut étre le fruit soit d’'une
induction de I'autophagie, soit d’une inhibition du flux, qui conduit a I'accumulation des
autophagosomes. Il faut donc dans ce contexte étre particulierement attentif a la dynamique
du flux autophagique (Klionsky et al., 2016). Néanmoins, I'autophagie est souvent rapidement
activée apres une infection virale et plusieurs mécanismes ont été clairement identifiés, qui
different selon le virus impliqué et/ou la cellule hote. Selon le signal qui va I'induire, elle pourra

étre soit anti virale, soit provirale.

Des travaux réalisés sur l'infection par Sindbis ou par le virus de I’"hépatite C (HCV) montrent
que ces virus induisent l'autophagie dans les cellules qu’ils infectent. L'infection de
fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs) exprimant GFP-LC3 (Green fluorescent protein
couplée a LC3) par le virus Sindbis montre en effet une augmentation du nombre de cellules
avec des puncta de GFP-LC3, et donc d’autophagosomes. En paralléle, les niveaux
d’expression de p62 diminuent alors que sa quantité d’ARNm reste stable, ce qui montre que
le flux induit par le virus Sindbis est complet et dégradatif (Orvedahl et al., 2010). Dans le cas
d’une infection par HCV, Ke et ses collaborateurs ont montré qu’en présence d’AP, de CQ ou

de BafAl, le niveau d’expression de LC3-II était plus important dans les cellules infectées que
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dans les controles non infectées, ce qui prouve qu’HCV induit une réponse autophagique

compléte (Ke and Chen, 2011).

Plusieurs étapes du cycle viral sont capables d’induire I'autophagie, dont I'attachement du
virus ou sa réplication. Deux des exemples les plus connus d’induction de I'autophagie apres
liaison du virus a un récepteur de surface de la cellule hote concernent CD46 et CD4. CD46 est
un récepteur transmembranaire tres impliqué dans I'immunité : il est aussi reconnu comme
récepteur d’entrée par de nombreux agents pathogénes (comme Herpés virus 6, certains
adénovirus, ou encore la rougeole). Les souches atténuées du virus de la rougeole sont en
effet capables d’induire I'autophagie apres engagement de ce récepteur via une association
indirecte au complexe Beclin-1 (Joubert et al., 2009). Dans le cas de la liaison d’un virus a CD4,
il s’agit du VIH-1. Notre équipe a montré que Env, et plus particulierement |'activité
fusogénique de la gp4l, exprimée a la surface de cellules infectées, est responsable du
déclenchement de I'autophagie dans les cellules T CD4 non infectées (Denizot et al., 2008;

Espert et al., 2006). (Voir chapitre 5)

Plusieurs virus peuvent aussi induire I'autophagie de maniere indirecte. En effet, en initiant
leurs étapes de réplication, de nombreuses infections induisent un stress cellulaire (stress du
réticulum endoplasmique, production de ROS, dépolarisation des mitochondries) qui est déja
connu pour étre un des stimuli induisant 'autophagie. En particulier, HCV est capable d’activer
les voies de signalisation associée au stress du réticulum endoplasmique (ou UPR pour
Unfolded Protein Response) (Ke and Chen, 2011). Chakrabarti et ses collaborateurs ont montré
que l'activation de la RNase L durant les infections virales induisait elle aussi 'autophagie
(Chakrabarti et al., 2012). La RNase L est une nucléase activée par les virus, qui détruit les
ARNs viraux et cellulaires présents dans la cellule. Elle aurait aussi la capacité d’induire
I'apoptose (Zhou et al., 1997) et la pyroptose (Chakrabarti et al., 2015) dans ces cellules,
illustrant bien les liens entre ces voies et I'importance de la RNase L dans I'immunité antivirale.
Classiquement, I'autophagie est aussi activée indirectement aprés stimulation des PRRs ou

apres la production d’IFNy.

Certaines protéines virales participent aussi a I'induction de I'autophagie et peuvent a elles
seules I'activer. C'est le cas par exemple de la protéine C du virus de la rougeole (Measle Virus)
(Richetta et al., 2013), ou des protéines NS4B, NS5A et NS5B du virus de I’hépatite C (Sir et al.,
2012).
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A la suite de son activation par ces différents signaux, I'autophagie joue un réle majeur dans
I’élimination des agents pathogenes intracellulaires par un processus d’autophagie sélective
appelé xénophagie. Le role de la virophagie est encore assez peu étudié et sera détaillé plus

loin, dans le paragraphe IV.C qui lui sera consacré.

b) Implication dans la réponse immunitaire antivirale

L’autophagie peut également exercer son role antiviral en participant aux réponses

immunitaires innée et adaptative.

(1) Immunité innée

Durant une infection, il existe plusieurs senseurs cytosoliques et endosomaux qui permettent
de détecter les acides nucléiques étrangers et d’induire une réponse immunitaire innée. Elle
est induite immédiatement aprés I'infection par un signal de danger émis suite a l'interaction
entre les PRRs et des molécules du non soi appelées PAMPs. Les PRRs regroupent entre autres
les TLRs, les RLRs et les NLRs (Bowie and Unterholzner, 2008; Deretic, 2012). Ces récepteurs
induisent une cascade de signalisation qui active des facteurs de transcription comme le NF-
kB, qui va a son tour permettre la transcription de protéines antimicrobiennes et activer
d’autres types de défense. La majorité des TLRs recrutent la protéine adaptatrice MyD88 apres
leur engagement, ainsi que, pour certains, la protéine adaptatrice TRIF. Ces 2 protéines
entralnent des voies de signalisation qui permettent d’activer les facteurs de transcription IRF

et induisent donc la production d’IFN-I.

Plusieurs études indiquent que I'activation de certains TLRs induit I'autophagie dans certains
types cellulaires (Deretic, 2009; Xu et al., 2008). Par exemple, les TLR7 et 3 (tres impliqués
dans les réponses innées aux virus) induisent I'autophagie in vitro aprés leur activation par de
I’ARN simple brin et double brin présent dans les génomes viraux (Delgado et al., 2008; Shi
and Kehrl, 2008). Le mécanisme précis n’est pas encore connu mais on sait qu’il fait intervenir
les protéines MyD88 et TRIF, décrites précédemment. Elles permettraient le recrutement de
Beclin-1 et inhiberaient son interaction avec Bcl-2, induisant par |la méme 'autophagie (Shi

and Kehrl, 2008).
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L’autophagie et/ou les ATG peuvent aussi, en retour, cibler des ligands directement aux TLRs
et favoriser leur activation. Lee et al. ont montré que la production d’IFNa par les DCs
plasmacytoides infectées par le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) est dépendante de
I'autophagie, et plus spécifiqguement d’ATG5 (Lee et al., 2007). Elle permet en effet de cibler
les intermédiaires de la réplication virale au TLR7 présent dans les endosomes tardifs. Quand
on traite les cellules infectées avec de la 3-MA, le TLR7 n’est plus activé et il n’y a plus de

production d’IFNa.

D’autres voies de signalisation peuvent moduler et étre modulées par I'autophagie. On peut

ainsi penser, de maniere non exhaustive, a :

o La protéine kinase R (PKR), qui fait partie des ISG (pour Interferon stimulated genes).
Elle est la cible de nombreuses protéines virales qui cherchent a contrer sa voie de
signalisation, car elle est un facteur essentiel dans I'action antivirale des IFN. Elle et
son substrat elF2a sont nécessaires a I'induction de I'autophagie dans les cellules
infectées par un virus (voir chapitre Il sur les virus).

o L'autophagie permet d’exercer un controle de [linflammation en régulant
négativement l'inflammasome. L'inflammasome est un complexe multi-protéique
composé d’un récepteur appartenant a la famille des NLR, d’une protéine adaptatrice
nommeée ASC et de la pro-caspase 1. L’activation de I'inflammasome conduit au clivage
de la pro-caspase 1 en caspase 1 active, qui clive alors les précurseurs pro-IL1 et pro-
IL18 afin de générer des interleukines inflammatoires IL1 et IL18 actives. Il a été décrit
que l'activation de la caspase-1 et la sécrétion d’IL-1B et d’'IL-18 sont augmentées
lorsque 'autophagie est inhibée, suggérant que I'autophagie agit négativement sur
I'inflammation (Shi et al., 2012). A l'inverse, I'activation de I'inflammasome semble
conduire a I'activation de I'autophagie.

o L'autophagie intervient également dans le contrdle de I'inflammation, en régulant
négativement la voie NF-xB grace a la dégradation du facteur de transcription NF-kB
lui- méme ou la dégradation de protéines intervenant dans la signalisation (Faure and
Lafont, 2013).

o IRGM contribue aussi a 'autophagie dans le cadre de la réponse immunitaire innée.
Elle est impliquée dans la régulation de I'autophagie grace a son interaction avec les

mitochondries. C’est une cible importante des virus a ARN qui s’en servent pour
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moduler I'autophagie a leur avantage (Grégoire et al., 2011) (voir chapitre Ill sur les
virus).

o Beaucoup de cytokines, dont la synthese des genes est d’ailleurs activée par NF-kB,
sont capables de moduler I'autophagie, que ce soit pour I'induire (comme IFN-y, TNF-
o, IL-1, IL-2, IL-6 et TGF-B) ou linhiber (IL-4, IL-10 et IL-13). On observe aussi des
boucles de régulations, positives et négatives, car I'autophagie peut elle aussi réguler
la production et la sécrétion de ces cytokines et par la méme réguler I'inflammation et

la coordination entre les différentes réponses du systéme immunitaire (Harris, 2011).

(2) Immunité adaptative

L’autophagie ne se limite pas a la réponse immunitaire innée, mais participe aussi activement
a la réponse immunitaire adaptative. Elle est en effet impliquée dans la présentation
antigénique par le CMH. Dans les CPA, I'autophagie contribue a la présentation de peptides
dérivés de protéines virales : les autophagosomes sont en effet capables de fusionner avec les
compartiments de charge du CMH-II pour leur fournir du matériel viral. D’ailleurs, si on inhibe
le complexe Vps34 dans les CPA, on observe une diminution de la présentation de certains
antigénes (Nimmerjahn et al., 2003). Une autre étude, faite sur un antigene du virus Epstein-
Barr EBNA-1, montre qu’en bloquant [acidification du lysosome, on observe une
accumulation de cet antigene dans des autolysosomes et que sa présentation aux cellules T
par les molécules du CMH en est diminuée (Paludan et al., 2005). Par conséquent, I'autophagie
participe a I'activation des clones T CD4 de certains antigenes. Elle est aussi importante dans
le processus de sélection thymique des lymphocytes T CD4, qui permet I'acquisition de la

tolérance au soi (Kuballa et al., 2012; Nedjic et al., 2008).

Quelques travaux ont montré que I'autophagie pouvait aussi avoir de I'influence sur la voie de
présentation des antigénes par le CMH-I mais les preuves restent pour l'instant limitées.
L’inhibition de I'autophagie, par I'utilisation de drogues pharmacologiques ou de siRNA dirigés
contre la machinerie, ne perturbe d’ailleurs pas la présentation antigénique (Nimmerjahn et
al., 2003; Paludan et al., 2005). Néanmoins, il semblerait que I"autophagie contribue au moins
partiellement a la présentation d’antigenes pathogéniques, notamment en ce qui concerne

les étapes tardives de I'infection par le virus de I’herpés de type 1 HSV-1 (English et al., 2009).

69



Introduction

L’autophagie joue un réle plus important dans la présentation croisée au CMH-I : il s’agit de la
présentation par le CMH de classe | d’un antigéne exogene apres sa phagocytose. Comme
précédemment, I'inhibition de I'autophagie n’a aucune incidence sur cette cross présentation
(Lee et al., 2010), mais son induction, au contraire, a la capacité d’améliorer de maniére

significative la présentation antigénique aux CD8 (Li et al., 2008).

c) Echappement de 'autophagie par les virus

De nombreux virus ont évolué afin d’étre en mesure de contrer |'autophagie a plusieurs
niveaux du processus, ce qui suggéere bien que I'autophagie est antivirale. En effet, ils peuvent
I'inhiber, soit en empéchant la formation des autophagosomes, soit en bloquant ses étapes
tardives de maturation et de fusion (Figure 20). Dans le premier cas, une absence
d’augmentation, voire une diminution du nombre des autophagosomes est observée. C’'est
notamment le cas de plusieurs virus de la famille des virus herpés comme HSV-1, HCMV
(Human CytoMegaloVirus) ou KSHV (Kaposi’s Sarcoma-associated Herpes Virus) (Cavignac and

Esclatine, 2010).

HSV-1, par exemple, est capable de bloquer linitiation de I'autophagie via plusieurs
mécanismes. Tout d’abord, il code pour la protéine ICP34.5, qui est capable de se lier a Beclin-
1 et donc de I'empécher de rejoindre le complexe Vps34 (Orvedahl et al., 2007). Il code aussi
pour une deuxieme protéine Usll, qui est une protéine produite plus tardivement et qui
permet un deuxieme blocage de I'autophagie en interagissant avec la PKR (dsRNA-dependent
protein kinase). PKR est connue pour son réle antiviral, qu’elle exerce en phosphorylant le
facteur d’initiation de la traduction elF2a, et, qui va bloquer la traduction. La forme
phosphorylée de elF2a est aussi connue pour induire I'autophagie. Ainsi, Us11 peut empécher
I'arrét de la traduction des protéines induit par la PKR et inhiber I'autophagie induite en
réponse a l'infection par HSV-1 (Lussignol et al., 2013). Les autres herpeésvirus, comme KSHV,
et I’herpesvirus murin 68 (MHV68) codent aussi des protéines capables de se lier de maniere
compétitive a Beclin-1 (avec beaucoup d’affinité) afin d’inhiber son interaction a Vps34 et
donc empécher la formation des autophagosomes : KSHV code pour VBcl-2 et MHV68 pour

M11 (Ku et al., 2008; Liang et al., 2008).
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En revanche, d’autres virus bloquent plutot les étapes tardives de I'autophagie. On observe
alors une augmentation du nombre d’autophagosomes dans le cytoplasme des cellules cibles
due a une absence de fusion avec les lysosomes et des étapes de dégradation. Ce mécanisme
d’inhibition de l'autophagie a, par exemple, été observé au cours de linfection par le
poliovirus (Jackson et al., 2005), le virus de la Dengue (Metz et al., 2015), le virus de I'hépatite
B (HBV) (Liu et al., 2014), I’'hépatite C (Sir et al., 2012) ou le virus de la grippe (Gannagé et al.,
2009).

2. Détournement de I'autophagie par les virus

En plus de pouvoir inhiber ou bloquer I'autophagie, certains virus ont développé des stratégies
pour pourvoir I'utiliser a leur avantage. Plusieurs virus se multiplient donc plus facilement

quand I'autophagie est induite et/ou fonctionnelle (Figure 20).

Dans les cas de linfection par le poliovirus ou HCV, le blocage des phases tardives de
I'autophagie permettrait d’accumuler des membranes autophagosomales qui serviraient de
plate-forme de réplication (Jackson et al. 2005; Sir et al. 2012). Cela prouve que les virus ont
élaboré des stratégies leur permettant d’utiliser 'autophagie dans leur propre intérét et que
celle-ci est donc en un sens devenue provirale (Figure 20). D’'une maniere générale, il
semblerait que ce soit majoritairement les virus a ARN qui exploitent les autophagosomes de
cette maniere pour favoriser leur réplication, avec chacun quelques spécificités. Le virus
coxsackie de type B3 (ou CVB3) et le rotavirus ont totalement détourné I'autophagie : ils
I'induisent pour pouvoir mieux la bloquer lors de ses étapes de maturation afin d’accumuler
des autophagosomes, qui serviront de plateforme de réplication, tout en évitant leur propre
dégradation (Crawford et al., 2012; Kemball et al., 2010). Dans le cas du virus Influenza,
I'inhibition de la fusion entre autophagosomes et lysosomes par la protéine virale M2
préviendrait la dégradation des protéines virales et leur présentation par le CMH, et réduirait

ainsi la réponse immunitaire contre cette infection (Gannagé et al. 2009).

Enfin, le processus autophagique complet est quelquefois utilisé pour fournir I'énergie
nécessaire aux virus pour leur réplication. Dans ce cas, une inhibition de I'autophagie

bloquerait la derniére étape de maturation des virus, et empécherait la formation de
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nouvelles particules virales infectieuses. C'est le cas, entres autres, du poliovirus (Jackson et
al., 2005). Cette stratégie est également utilisée par le virus de la Dengue (DENV) qui induit la
dégradation autophagique de gouttelettes lipidiques et de triglycérides dans le but de
produire de I’ATP (adénosine triphosphate) nécessaire a sa réplication (Heaton and Randall,
2010). Dans le cas du virus de la rougeole (Measles Virus, MeV), I'autophagie est induite,
fonctionnelle et bénéficie au virus en limitant la mort des cellules infectées et en permettant
une meilleure réplication virale (Richetta et al., 2013). Le virus de la varicelle (Varicella Zoster
Virus , VZV) induit I'autophagie dans ses cellules cibles et I'utilise pour la biosynthése et la

maturation de ses glycoprotéines (Buckingham et al., 2014).

Les organismes infectés vont aussi chercher a contenir et a éliminer les microorganismes
pathogenes en induisant la mort programmée des cellules infectées. En induisant
I"'autophagie, les virus chercheraient alors plut6t a faciliter la survie de leur cellule héte jusqu’a
ce que leur cycle réplicatif soit accompli. Il a d’ailleurs été montré que I'autophagie limite
I'apparition de I'apoptose dans les cellules infectées par CHIKV, SINV ou le virus de la grippe

(Joubert et al., 2012; Orvedahl et al., 2010; Zhirnov and Klenk, 2013).

L’ensemble de ces données montrent I'amplitude et la complexité des relations existantes
entre les infections virales et la réponse autophagique de I'h6te. Le rbéle majeur de
I'autophagie dans I'immunité innée a donc imposé une pression de sélection sur les virus. La
recherche des mécanismes par lesquels I'autophagie exerce ses effets antiviraux est donc
essentielle dans le but de restaurer cette immunité. On peut alors penser que, dans le cas ou
I'autophagie ne serait pas bloquée par les virus, elle devrait étre extrémement sélective de

I'infection.
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Figure 20. Modulation de I'autophagie par les virus
Les virus peuvent soit induire I'autophagie (exemples en rose sur le schéma), soit I'inhiber (exemples en gris sur
le schéma) afin de se répliquer efficacement.

C. Autophagie sélective au cours des infections virales

1. Virophagie

Comme nous |I'avons vu dans la partie concernant I'autophagie et I'immunité antivirale
(en IV.B.1.), les autophagosomes peuvent transporter de maniere spécifique des agents
pathogenes aux PRRs et aux compartiments de chargement du CMH afin d’induire des
réponses immunitaires. Mais I'autophagie peut aussi cibler sélectivement des protéines
virales afin de les dégrader, grace aux récepteurs décrits dans la partie concernant
I'autophagie sélective (paragraphe I1.B.3.b). Ce champ d’étude est relativement récent dans
le cadre des virus, et peu de cibles ont pour l'instant été décrites. Le premier cas de
dégradation sélective d’une protéine virale par autophagie a été rapporté par le groupe de

Beth Levine et concerne l'infection par le virus Sindbis. Dans cette étude, les auteurs ont
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montré que l'infection par ce virus a tropisme neuronal induit I'autophagie dans les neurones
de souris infectées. La caractérisation du role de I'autophagie au cours de cette infection leur
a permis de montrer que le récepteur autophagique p62/SQSTM1 conduit sélectivement la
protéine de capside du virus Sindbis a la dégradation par autophagie. De fagon intéressante,
cette dégradation n’a pas d’effet sur la réplication virale mais a un rdole dans la survie des
cellules infectées, ce qui constitue un avantage pour le virus. Les auteurs suggerent que la
dégradation sélective par autophagie de la capside virale permettrait de limiter son expression
et d’empécher son agrégation qui constituerait un signal de mort cellulaire. Il est a noter que
le domaine UBA de p62/SQSTM1, impliqué dans la liaison de ce récepteur a I'ubiquitine, n’est
pas requis pour son interaction avec la capside du virus Sindbis, suggérant ainsi une
dégradation indépendante de cette étiquette (Orvedahl et al. 2010). La capside du CHIKV est
également dégradée par autophagie, aprés sa liaison a p62. (Judith et al., 2013).
Contrairement aux deux cas précédents, la dégradation de protéines virales par autophagie
sélective n’est pas toujours avantageuse pour le virus. En effet, dans le cas du VIH-1 (rétrovirus
de la famille des lentivirus), le transactivateur viral Tat est sélectivement conduit a la
dégradation par le récepteur p62/SQSTM1. Ce processus fait de I'autophagie un puissant
mécanisme anti-VIH. Cette dégradation de Tat via p62, sera décrite plus en détail dans la partie

résultats.

Il est intéressant de noter que le transactivateur viral Tax du virus de la leucémie T humaine
(HTLV-1 pour Human T cell Leukemia Virus) semble également étre une cible de dégradation
par autophagie. En effet, le blocage de I'autophagie permet d’augmenter |'expression de cette
protéine dans des cellules Hela. Cependant, les auteurs n’ont pas étudié le role potentiel de
I'autophagie sélective dans ce contexte (Tang et al., 2013). Une autre protéine du VIH-1
semble étre la cible d’'une dégradation autophagique. En effet, il a été montré que la protéine
de capside de ce virus est dégradée sélectivement par autophagie grace a son interaction avec
le facteur de restriction TRIM5. Dans ces travaux, TRIM5 se comporte comme un récepteur
autophagique puisqu’il permet la dégradation de la capside via son interaction avec la
protéine autophagique LC3. De plus, cette dégradation sélective aurait un réle dans la
restriction de l'infection par le VIH-1 (Mandell et al., 2014b). Cependant ces travaux sont
controversés. En effet, une autre étude a montré que, bien que I'expression de TRIM5 soit

régulée par autophagie et que TRIMS5 soit associé a plusieurs facteurs de la machinerie
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autophagique, la restriction de l'infection due a cette protéine n’était pas associée a son role

dans I'autophagie (Imam et al., 2016).

2. Inhibition de I"'autophagie sélective par les virus

L’autophagie sélective de protéine virale est un moyen pour la cellule hote de lutter contre
I'infection méme si, dans certains cas, ce processus peut également étre bénéfique au virus
en permettant la survie cellulaire. Afin de s’affranchir des effets antiviraux de I'autophagie
sélective, certains virus sont en mesure de cibler directement l'action des récepteurs
autophagiques. C’est le cas de CVB3 dont les protéases 2Apro et 3Cpro sont capables de cliver
des récepteurs autophagiques. Plus précisément, p62/SQSTM1 est clivée au niveau de sa
glycine 241 par la protéase 2Apro virale. Ce clivage fournit deux fragments de p62/SQSTM1
qui ne sont plus en mesure d’exercer une fonction dans I'autophagie sélective. Cette méme
protéase peut également cliver NBR1, un autre récepteur autophagique similaire a
p62/SQSTM1. Ce dernier est également la cible de I'activité de la protéase 3Cpro virale. De
facon intéressante, les auteurs montrent que les fragments C-terminaux résultant du clivage
de ces deux récepteurs autophagiques ont un potentiel dominant négatif sur la fonction des
récepteurs natifs, grace a la conservation de leur capacité a interagir avec LC3 (Shi et al., 2014).
Les auteurs ne mentionnent pas quelles pourraient étre les cibles virales ou cellulaires dont la
dégradation serait inhibée par ces clivages protéolytiques.

La protéine p62 est également prise pour cible au cours de l'infection par le virus de la dengue.
En effet, dans le cas de cette infection, il semblerait que I"'autophagie soit induite dans un
premier temps puis inhibée. De plus, il apparait que p62 est dégradée progressivement par le
protéasome au cours de l'infection. p62 semble se comporter comme un facteur de
restriction virale au cours de cette infection puisque les auteurs montrent que la restauration
d’une expression stable de cette protéine conduit a I'inhibition de la réplication virale. Le virus
de la dengue est donc en mesure d’inhiber 'autophagie sélective en dégradant le récepteur

p62 (Metz et al., 2015).
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Tableau 4. Autophagie sélective et infections virales
A) Protéines virales ciblées par autophagie sélective et récepteur impliqué

B) Récepteurs autophagiques ciblés par les virus.

A. Virophagie
SINV Capside pé2
CHIKV Capside ubiquitinée pé2
VIH-1 Tat p62
VIH-1 Capside TRIMS
HTLV-1 Tax %

B. Récepteurs autophagiques ciblés par les virus

Virus Mécanisme d'action Récepteurs ciblés

CVB3 Protases virales 2Apro et 3Cpro p62, NBR1

DENV Dégradation par le protéasome p62
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V. Roéle de l'autophagie au cours de l'infection par le VIH-1

De plus en plus de travaux montrent que I'autophagie et I'infection par le VIH sont étroitement
liées. Ces liens sont complexes, car ils dépendent a la fois du type cellulaire étudié (CD4, DCs,
macrophages) mais aussi du statut infectieux de la cellule (infectée productivement ou non).
Comme beaucoup d’autres virus, le VIH est capable de contréler et moduler 'autophagie, afin

de I'utiliser a son avantage et favoriser sa réplication (Figure 21).

1. Dans les cellules T CD4

a) Infectées

Dans les lymphocytes T CD4 productivement infectés par le virus, I'autophagie induite par Env
est bloquée et controlée par le virus (Espert and Biard-Piechaczyk, 2009; Espert et al., 2009;
Zhou and Spector, 2008) (Figure 22). Ces observations suggérent que |'autophagie est un
processus anti-VIH et que ce virus a développé des stratégies afin de bloquer I'autophagie
pour permettre une réplication efficace. Dans ce sens, nous avons montré que l'induction
d’autophagie diminue la production virale dans des cellules T CD4 infectées par le VIH-1
(Sagnier et al.,, 2015). Trés peu de travaux ont élucidé les mécanismes antiviraux de
I'autophagie au cours de I'infection par le VIH-1 et cela fera |'objet de la premiere partie de
ma theése (voir Résultats I). En effet, nous avons récemment montré que le VIH bloque
I'autophagie afin d’éviter la dégradation de son transactivateur Tat, cible spécifique de ce

processus via son interaction avec p62 (Sagnier et al., 2015).

Ces résultats sont en accord avec des données treés récentes de la littérature, qui suggerent
que "autophagie pourrait aussi jouer un role important dans le contréle de la charge virale
chez les patients dits « Long Term Non Progressors » et « Elite Controllers » (Nardacci et al.,
2014). Ces patients restent asymptomatiques pendant de trés longues périodes, et certains
d’entre eux (les « Elite controllers ») parviennent méme a maintenir leur charge virale en
dessous des seuils de détection sans traitement. L'autophagie est en effet plus élevée dans
les cellules mononuclées du sang périphérique de ces patients, comparée aux patients dits

« Normal Progressors » et semble donc anti-virale.
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Expérimentalement, aprés coculture entre des cellules T CD4 et des cellules infectées par le
VIH-1, on observe une population de cellules T CD4 infectées, ou I'autophagie est bloquée et
ou les niveaux d’expression de LC3-1l et de Beclin-1 sont diminués (Espert et al., 2009; Zhou

and Spector, 2008).

Cela suggere qu’au moins une protéine virale synthétisée aprés intégration du virus est
capable de bloquer I'autophagie : cela expliquerait aussi pourquoi les cellules qui ne sont pas
productivement infectées ne parviennent pas a controler I'autophagie. Des travaux de mon
équipe ont montré que la protéine Vif du virus, qui est exprimée dans les cellules infectées,
est responsable de cela, en inhibant la formation des autophagosomes. A noter que Vif ne
bloque pas totalement I'autophagie, suggérant que d’autres protéines agissent en synergie

avec elle (Borel et al., 2015).

Enfin, il faut noter que la relation autophagie-VIH est complexe car il semblerait que la
réplication du virus nécessite la présence de nombreux ATGs. L’équipe de Ben Berkhout a en
effet utilisé des techniques d’interférence par I’ARN pour montrer que ATG5, GABARAPL2,
ATG12, ATG16L ou encore ATG7 étaient essentielles au cycle viral (Brass et al., 2008; Eekels et
al., 2012, 2011) Cela suggere que le VIH utilise au moins quelques-uns des composants de
I'autophagie. En effet, les protéines ATG ont aussi des roles indépendamment de la voie
autophagique (Bestebroer et al., 2013) et c’est peut-étre aussi a ce titre qu’elles sont

impliquées dans la relation entre I'autophagie et I'infection par le VIH.

b) Non infectées

Comme précisé précédemment dans I'introduction (Chapitre 1.A.3.), I'infection par le VIH est
caractérisée par le déclin progressif du nombre de lymphocytes T CD4 (LT CD4) chez les
patients non traités, ce qui méne a l'apparition de la phase SIDA et des maladies
opportunistes. De nombreuses données de la littérature ont montré que I'apoptose est tres
largement impliquée dans la destruction de ces cellules. Les causes sont multiples, incluant
une toxicité directe du virus, une activation chronique du systéme immunitaire et une
induction de I'apoptose par certaines protéines virales (Alimonti et al., 2003; Fauci, 1996;
Gougeon, 2005; Varbanov et al., 2006). Plusieurs mécanismes de mort cellulaires ont été
impliqués dans la mort des cellules T CD4 infectées, mais aussi et surtout dans les lymphocytes

T CD4 quiescents bystanders, c’est-a-dire non infectés de facon productive (Finkel et al., 1995).
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En effet, chez les patients, une large majorité (95%) des LT CD4 qui meurent ne sont pas

infectés ou sont résistants a I'infection (Finkel et al., 1995).

Les résultats obtenus dans I'équipe montrent que Env (et plus particulierement I'activité
fusogénique de la gp41), exprimée a la surface des cellules infectées, est responsable aprés
contact du déclenchement de I'autophagie dans les cellules T CD4 « bystanders » non
infectées. Ce processus autophagique doit étre complet et dégradatif pour entrainer
I’apoptose de ces cellules T CD4 non infectées (Denizot et al., 2008; Espert et al., 2006) (Figure
22). En effet, quand on bloque I'autophagie a différentes étapes, que ce soit par |'utilisation
de drogues (comme la 3-MA ou la BafAl) ou de siRNA (dirigés contre Beclin-1 ou ATG7), on
observe une inhibition de I'apoptose induite par Env. Ceci indique qu’un facteur de survie,
dont I'absence conduirait a 'apoptose, serait dégradé par autophagie. Actuellement, mon
projet de recherche consiste a découvrir quelles sont les cibles de I'autophagie induite par
Env, dont la dégradation conduit a la mort des cellules T CD4 non infectées. Cela fera I'objet

de la seconde partie de ma thése (cd partie Résultats Il.).

L'induction d’autophagie est dépendante du processus de fusion de la gp41 avec la membrane
plasmique, apreés la fixation par Env du récepteur CD4 et de son corécepteur (CXCR4 ou CCR5).
Le mécanisme d’induction de l'autophagie par la gp4l reste inconnu, mais s’opére
indépendamment des voies de signalisation de CD4 et de ses corécepteurs. La délétion de
I'extrémité C-terminale de la gp41 permet d’ailleurs d’induire plus de fusion avec la cellule

cible et donc plus d’autophagie et d’apoptose (Denizot et al., 2008).

De plus, une étude protéomique effectuée par notre équipe et des collaborateurs a permis de
mettre en évidence l'induction de plusieurs protéines a fonction anti-oxydante dans ces
cellules non infectées aprés leur contact avec Env. En paralléle, nous avons constaté la
présence de forts taux de ROS dans ces cellules et donc I'induction d’un stress oxydatif (Molina

et al., 2007).
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Figure 21. Role de I'autophagie dans les lymphocytes T CD4 durant I'infection par le VIH-1

Un autre type de mort cellulaire de ces cellules bystanders a trés récemment été identifié :
ces cellules peuvent aussi mourir par pyroptose, suite a une infection abortive (Doitsh et al.,
2014). La pyroptose est une mort cellulaire programmée qui est caractérisée par 'activation

de la caspase 1 et la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1 et IL-18).

2. Dans les autres types cellulaires

Les résultats obtenus dans les autres types cellulaires tendent a montrer que I'autophagie
est également anti-virale dans ces cellules, puisqu’elle est systématiquement inhibée par le

virus (Figure 22).

Comme les lymphocytes T CD4, les macrophages expriment les récepteurs et corécepteurs du
VIH et peuvent donc étre infectés par le virus. On peut cependant noter qu’ils sont plus
souvent infectés par des virus a tropisme R5, qui ont besoin de moins de récepteurs
disponibles a la surface de la cellule cible (Peters et al.,, 2006, 2004). Chez les

monocytes/macrophages non infectés, au contraire des cellules T CD4 bystanders, on
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n’observe pas d’induction de I'autophagie apres contact avec Env (Espert et al., 2009). Cette
inhibition est due a 'activation des voies Src-Akt et Stat3 par la protéine virale Tat et I'lL-10
(Van Grol et al., 2010) (Figure 22). Ces résultats sont en adéquation avec la physiopathologie
de l'infection par le VIH : seuls les lymphocytes T CD4 sont déplétés; la population des

monocytes et des macrophages, quant a elle, reste intacte (Espert et al., 2009).

A l'inverse, dans les macrophages infectés, le VIH semble capable de manipuler 'autophagie
pour favoriser sa réplication : celle-ci est en effet induite, puis contrdlée par le virus lui-méme
apres une infection productive (Espert et al., 2009; Kyei et al., 2009). Notre équipe, qui s’est
intéressée au sujet, a montré qu’on observait une augmentation du nombre de vacuoles
autophagiques dans les macrophages infectés (au contraire des CD4 infectés ol le nombre
d’autophagosomes diminue) (Espert et al., 2009). Nef est en effet capable de se lier a Beclin-
1 afin de bloquer les étapes dégradatives de I'autophagie (Espert et al., 2009; Kyei et al., 2009).
On trouve aussi le précurseur Gag sur des structures membranaires enrichies en LC3-Il : cela
suggere que I'autophagie pourrait favoriser la maturation de Gag et la production de nouvelles
particules virales (Kyei et al., 2009). L'induction de I'autophagie, grace a la protéine Nef,
semble également favoriser la synthése de nouvelles particules virales : quand on inhibe ces
étapes, on diminue en effet la production de nouveaux virions et la quantité de Gag-p24. En
effet, Nef se lie entres autres a ATG5, ATG10 et IRGM et c’est cette derniére interaction qui
permet I'accumulation des autophagosomes et augmente la réplication du VIH-1 (Grégoire et
al., 2011). Par contre, le virus bloque les étapes de maturation et de fusion afin d’éviter sa
dégradation. Pour se faire, la protéine virale Nef se lie a Beclin-1 et I'empéche de promouvoir
la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Espert et al., 2009; Kyei et al., 2009) (Figure
22). La protéine Nef semble donc au coeur du contréle de I'autophagie dans les macrophages
infectés car elle permet au virus, d’une part d’induire les étapes d’initiation de I'autophagie
pour favoriser sa réplication, et d’autre part d’inhiber les étapes de fusion afin d’empécher sa
dégradation. Ces résultats suggerent que I'autophagie basale est nécessaire a la réplication
virale dans les macrophages mais que le virus inhibe les étapes dégradatives du flux, qui sont
anti-virales. Une autre voie permet néanmoins d’inhiber la multiplication du virus dans ces
cellules : en effet, la vitamine D3 est capable d’induire I'autophagie et se faisant, d’inhiber de

maniére significative la réplication du VIH (Campbell and Spector, 2012, 2011).
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Nous avons évoqué dans I'introduction I’existence d’un transcrit anti-sens chez le VIH qui code
pour la protéine ASP. Cette protéine, a priori trés instable dans les cellules de mammiféres,
semble colocaliser avec LC3, avec qui elle forme des puncta. Son expression induit
I’autophagie dans les cellules monocytaires U937 (augmentation des niveaux d’expression de

LC3-Il et Beclin-1) et favorise la réplication virale (Clerc et al., 2011; Torresilla et al., 2013).

Les DCs jouent un role majeur dans la mise en place de la réponse immunitaire du fait de leurs
fonctions essentielles a I'interface entre I'immunité innée (reconnaissance du pathogene) et
I'immunité adaptative (apprétement et présentation d’antigenes via les molécules du CMH).
Les DCs sont les premiéres cellules du systeme immunitaire a entrer en contact avec le VIH au
niveau des muqueuses. Elles sont principalement réfractaires a l'infection mais peuvent
internaliser le virus grace a différents récepteurs présents a leur surface, comme DC-SIGN.
Dans ces cellules, I'autophagie est rapidement inhibée par le virus (et plus précisément par
Env) qui active mTOR (Blanchet et al., 2010) (Figure 22). En bloquant I'autophagie, le virus
échappe a la dégradation et limite les réponses immunitaires : I'’équipe de Vincent Piguet a en
effet observé une inhibition de la réponse TLR et une diminution de la présentation

antigénique du VIH-1 par le CMH-II (Blanchet et al., 2010).
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Figure 22. Relations entre autophagie et VIH dans ses cellules cibles

Le VIH peut également accéder au cerveau, ou il va pouvoir infecter les macrophages, les
cellules gliales, les astrocytes et les précurseurs neuronaux. Cela est a I'origine de désordres
neurocognitifs associés au SIDA. Dans ce contexte, on observe une accumulation
d’autophagosomes dans le cerveau des patients séropositifs post-mortem, mais le mécanisme
par lequel I'autophagie est altérée n’a pas encore été totalement élucidé (Zhou et al., 2011).
A ce propos, I'autophagie est un mécanisme particulierement impliqué dans le vieillissement,
et son altération semble cohérente avec les symptomes de ces patients : un vieillissement
accéléré du cerveau et plus de risques de développer une maladie neurodégénérative (Fields

et al., 2013).

J'ai également eu I'opportunité de participer a I’élaboration d’une revue et d’un chapitre de
livre, qui seront présentés en annexe, concernant les relations entre autophagie et VIH dans

les différents types cellulaires (cf. Annexes 1 et 2).
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L'autophagie est sans doute |'un des plus anciens mécanismes cellulaires de défense contre
les agents pathogenes. Les virus ont su s’adapter pour contrer I'autophagie et/ou I'utiliser a
leur propre profit. C'est notamment le cas du VIH, pour lequel il existe des liens complexes

avec l'autophagie, selon le type cellulaire, et le statut infectieux de la cellule impliquée.

Dans I’équipe, nous avons montré que Env, et plus particulierement I'activité fusogénique de
la gp4l, exprimée a la surface de cellules infectées, est responsable du déclenchement de
I"'autophagie dans les cellules T CD4 non infectées. De plus, cette autophagie est responsable
de la mort par apoptose de ces cellules, et donc, au moins en partie, de leur déplétion qui va
conduire a la phase SIDA en I'absence de traitement. Les événements de fusion induits par la
gp41 se produisent trés rapidement apres le contact entre Env et ses récepteurs (Denizot et
al., 2008; Espert et al.,, 2006). De facon cohérente, nous avons observé que I'autophagie
déclenchée par gp41 est également induite trés rapidement dans les cellules T CD4 cibles. Ce
premier contact entre le virus et la cellule cible peut donc conduire a deux situations (Figure

23):

- soit les cellules cibles sont infectées de facon productive (le provirus est intégré a la
cellule hote et de nouvelles particules virales sont produites), et dans ce cas le processus
autophagique est controélé et bloqué dans la cellule cible. Ces observations suggerent que
I’autophagie est un processus anti-VIH et que ce virus a développé des stratégies afin de

bloquer I'autophagie pour permettre une réplication efficace.

- soit les cellules cibles ne sont pas productivement infectées car le cycle viral est
interrompu apres I'étape d’entrée, et dans ce cas |I'autophagie n’est pas inhibée et conduit

a la mort par apoptose des cellules cibles dites « non infectées ».

Ces observations souléevent donc plusieurs grandes questions, parmi lesquelles : comment
I'autophagie est-elle antivirale dans les cellules productivement infectées, et comment
I"'autophagie conduit elle a I'apoptose dans les cellules T CD4 non infectées aprés contact avec
Env. Au cours de ma these, je me suis attachée a répondre a ces deux questions en
m’intéressant plus particulierement au réle de I'autophagie sélective dans ces deux contextes

d’infection (Figure 23).
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Figure 23. Liens entre I'autophagie et le VIH-1 dans les lymphocytes T CD4
En bleu sur le schéma, les différents contextes ol je vais m’intéresser au réle de I'autophagie sélective.

Dans la premiere partie de ma these, j’ai recherché les mécanismes par lesquels I'autophagie
exercait son effet antiviral lors de I'infection par le VIH-1 : en effet, notre équipe a montré que
dans les cellules T CD4 productivement infectées, les protéines d’enveloppe du VIH étaient
capables d’induire rapidement I'autophagie lors des premieres étapes d’infection. Mais ce
processus est rapidement bloqué par le virus, ce qui suggere bien que I'autophagie exerce une
activité anti-VIH. Nous avons ainsi prouvé que l'autophagie est délétére pour le virus en
dégradant sélectivement son transactivateur Tat, alors que c’est une protéine absolument
nécessaire a la transcription des génes viraux et donc a la synthése de nouvelles particules

virales.

Par la suite, je me suis intéressée aux cellules T CD4 qui ne sont pas productivement infectées.
Notre équipe a montré que, dans ce cas, I'autophagie est nécessaire au déclenchement de

I'apoptose induite par Env dans les lymphocytes T CD4 non infectés, suggérant que la
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dégradation de composés cellulaires par ce processus pourrait étre responsable de I'apoptose.
L'induction de la production de ROS en réponse a Env nous permet d’émettre I’hypothése
selon laquelle I'autophagie, induite par Env, conduirait a la dégradation sélective d’un facteur
antioxydant, entrainant I'accumulation d’espéces oxydées dans les cellules cibles et ainsi, leur

mort par apoptose.
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|.  Dégradation sélective de Tat par autophagie

A. Introduction et contexte

Les mécanismes antiviraux de I'autophagie au cours de I'infection par le VIH-1 ont été tres peu
étudiés et I'objectif de ce projet a donc été de les rechercher. Nous avons ainsi pu monter que
le VIH-1 bloque I'autophagie dans les cellules T CD4 productivement infectées afin d’éviter la
dégradation de son transactivateur viral Tat, via son interaction avec p62 (Sagnier et al., 2015).
Tat est, en effet, une protéine du VIH qui est absolument nécessaire pour la transcription des
génes viraux et donc pour la synthése de nouvelles particules virales. Cette dégradation de Tat
est spécifique grace a l'intervention du récepteur autophagique p62, qui est une protéine
connue pour adresser spécifiquement les protéines et les organelles ubiquitinées a la
dégradation par autophagie, via son interaction avec les protéines de la famille ATGS8. Dans le
cas du transactivateur Tat, cette interaction ne dépend pas de son ubiquitination ; elle est
donc médiée par un mécanisme non conventionnel. En plus de son réle de transactivateur
viral, la protéine Tat a aussi la capacité d’étre sécrétée par les cellules infectées et capturée
par les cellules voisines non infectées, ou elle peut alors induire la transcription de différents
facteurs cellulaires ou leur mort par apoptose de ces cellules. Nous avons montré que cette
Tat sécrétée peut aussi étre dégradée par autophagie, élargissant le réle de sa dégradation
par autophagie a d’autres mécanismes potentiels. Pour résumer, nous savons que
I'autophagie est induite par Env durant les toutes premieres étapes de l'infection mais que
cette autophagie est rapidement bloquée afin d’éviter la dégradation de Tat et favoriser la

transcription des genes viraux et donc la réplication virale (Figure 24).
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ABSTRACT

Autophagy is a ubiquitous mechanism involved in the lysosomal-mediated degradation of cellular components when they are
engulfed in vacuoles called autophagosomes. Autophagy is also recognized as an important regulator of the innate and adaptive
immune responses against numerous pathogens, which have, therefore, developed strategies to block or use the autophagy ma-
chinery to their own benefit. Upon human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection, viral envelope (Env) glycoproteins
induce autophagy-dependent apoptosis of uninfected bystander CD4* T lymphocytes, a mechanism likely contributing to the
loss of CD4™ T cells. In contrast, in productively infected CD4™" T cells, HIV-1 is able to block Env-induced autophagy in order
to avoid its antiviral effect. To date, nothing is known about how autophagy restricts HIV-1 infection in CD4* T lymphocytes.
Here, we report that autophagy selectively degrades the HIV-1 transactivator Tat, a protein essential for viral transcription and
virion production. We demonstrated that this selective autophagy-mediated degradation of Tat relies on its ubiquitin-indepen-
dent interaction with the p62/SQSTM1 adaptor. Taken together, our results provide evidence that the anti-HIV effect of au-
tophagy is specifically due to the degradation of the viral transactivator Tat but that this process is rapidly counteracted by the
virus to favor its replication and spread.

IMPORTANCE

Autophagy is recognized as one of the most ancient and conserved mechanisms of cellular defense against invading pathogens.
Cross talk between HIV-1 and autophagy has been demonstrated depending on the virally challenged cell type, and HIV-1 has
evolved strategies to block this process to replicate efficiently. However, the mechanisms by which autophagy restricts HIV-1
infection remain to be elucidated. Here, we report that the HIV-1 transactivator Tat, a protein essential for viral replication, is
specifically degraded by autophagy in CD4* T lymphocytes. Both Tat present in infected cells and incoming Tat secreted from
infected cells are targeted for autophagy degradation through a ubiquitin-independent interaction with the autophagy receptor
p62/SQSTMI1. This study is the first to demonstrate that selective autophagy can be an antiviral process by degrading a viral
transactivator. In addition, the results could help in the design of new therapies against HIV-1 by specifically targeting this
mechanism.

Macroautophagy, herein referred to as autophagy, is a major
cellular catabolic pathway highly regulated in eukaryotes. It
is involved in the degradation of cytoplasmic material after its
sequestration in vacuoles called autophagosomes. The autopha-
gosomes fuse with lysosomes to form autolysosomes in which the
sequestered material is degraded and then recycled (1). Since the
discovery of the Atg genes that regulate this process, autophagy
has been found to be involved in a number of important cellular
functions, including cellular homeostasis, development, aging, or
innate and adaptive immune responses (2, 3). Autophagy is be-
lieved to be one of the most ancient defense processes against
invading pathogens. Its antiviral effect has been described in many
studies through different mechanisms, including a direct degra-
dation of cytoplasmic viral components, as shown, for example
for the Sindbis virus (SIN) capsids that are specifically targeted to
autophagy upon interaction with p62 (4, 5). Importantly, patho-
gens have evolved different means to inhibit or use autophagy to
their own profit (6).

At the molecular level, two signaling complexes are involved in
the induction, the elongation, and the closure steps of autophagy,
leading to the formation of autophagosomes. Briefly, the class III
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phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), associated with p150 and
beclin 1, is responsible for the formation of the phagophore. Two
ubiquitination-related conjugation systems, leading to the forma-
tion of the Atgl12-Atg5-Atgl6L complex and the Atg8-phosphati-
dylethanolamine (PE) complex, are required for the elongation
and closure of the autophagosome. These two conjugates are
formed upon the action of a unique El-activating enzyme called
Atg7. ATG8-PE is inserted in the autophagic vacuole membranes
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and is present all along the pathway, a characteristic that makes it
an autophagosomal marker. As autophagy proceeds, ATG8-PE is
finally degraded in autolysosomes. Six orthologs of ATGS8 exist in
mammals, three microtubule-associated protein 1 light chain 3
(LC3) proteins (LC3A, -B, and -C), one gamma-aminobutyrate
receptor-associated protein (GABARAP), and two GABARAP-
like proteins (GABARAPL1 and GATE16/GABARAPL2). All of
these proteins are synthesized as precursors that are rapidly pro-
cessed at their C termini, leading to the exposure of a glycine
residue that can be conjugated to PE (7-9). LC3B is still the most
extensively studied ATGS8 protein and will be referred to hereafter
as LC3.

Autophagy can be a very selective process by the action of adap-
tor proteins behaving as autophagy cargo receptors, themselves
degraded by autophagy due to their interaction with LC3 (10).
Autophagy cargo receptors share at least one domain, the LIR
domain (LC3-interacting region), allowing interaction with ATG8
family members and thus targeting the cargos to autophagosomes
(11). p62/SQSTM1 (sequestosome 1, hereafter called p62) is a typical
autophagy receptor that interacts with ubiquitinated substrates via its
UBA domain (ubiquitin-associated domain) and that is able to mul-
timerize via its PB1 domain (NH,-terminal Phox and BemIp do-
main). These two motifs are important for selective autophagic deg-
radation of ubiquitinated substrates (10, 12-14). Of note, p62 has
been involved in the lysosomal-mediated degradation of incoming
pathogens, a process termed “xenophagy” (15, 16).

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infects im-
mune cells, mainly CD4" T lymphocytes and macrophages. In
most instances, viral entry is mediated by the interaction of the
viral envelope (Env) glycoproteins (gp120 and gp41) with CD4
and a coreceptor, mainly CCR5 or CXCR4, expressed at the sur-
face of the target cells, to initiate a membrane fusion event. The
gp120 protein interacts first with CD4, triggering conformational
changes leading to increased exposure of gp120 regions able to
bind to the coreceptor. This interaction induces a structural rear-
rangement in gp41 and the insertion of its N terminus fusion
peptide into the target cell membrane, leading to the fusion be-
tween viral and cell membranes and thus to viral entry (17). The
RNA viral genome is then retro-transcribed in DNA by the viral
reverse transcriptase and is transported to the nucleus, where it
integrates the genome of the host cell by the action of the viral
integrase. After the integration step, the viral transactivator Tat
enables the transcription of the viral DNA, leading to the pro-
duction of the viral components necessary to synthesize new
infectious particles that are released from the infected cells.
The HIV-1 replication cycle can thus be divided in two phases: the
early phase, from viral entry to provirus integration, and the late
phase, from transcription of viral genes to the release of new viral
particles (18, 19).

Tatis a small HIV-1 protein of 80 to 103 amino acids, depend-
ing on the viral strain, necessary for the transcription of all the
viral genes after its binding to the TAR RNA loop present in the
HIV-1 long terminal repeat (LTR) promoter (20). In addition to
its role in infected cells, Tat can be secreted and captured by by-
stander cells, where it can induce apoptosis or modulate the ex-
pression of cellular proteins, in particular, proinflammatory cyto-
kines (21-24).

Complex links exist between HIV-1 and autophagy, depending
on the cell types and on the infectious status of the target cell type,
i.e., if the target cell is productively infected or not (25-27). In
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dendritic cells, HIV-1 is able to block autophagy, impeding viral
antigen presentation (28, 29). In CD4™ T lymphocytes, we previ-
ously demonstrated that autophagy is induced by the gp41 fuso-
genic function and that this process leads to apoptosis of unin-
fected bystander CD4 ™ T cells, i.e., cells that have been in contact
with infected cells without being productively infected (30, 31). In
contrast, autophagy is blocked in productively infected CD4* T
cells (32).

In macrophages that have been challenged by the virus but not
productively infected, autophagy is inhibited via the activation of
Stat3 and Src-Akt by Tat and interleukin-10 (IL-10) (33). HIV-1
Tat also suppresses STAT1 activation triggered by gamma inter-
feron (IFN-v) in monocytes and IFN-y-induced autophagy in
primary macrophages, suggesting that inhibition of autophagy
could impair the immune defenses by blocking the antigen pro-
cessing required for the recognition and killing of intracellular
pathogens (34). These results are consistent with the fact that mac-
rophages do not undergo Env-mediated apoptosis and are not
subjected to depletion during HIV-1 infection.

The mechanism by which autophagy exerts its restriction ac-
tivity against HIV-1 infection in CD4™ T cells remains to be fully
characterized. We demonstrate here that p62 interacts with Tat
and targets it to lysosomal-mediated degradation via selective au-
tophagy. This interaction is not mediated by a conventional do-
main of p62 since the UBA or the PB1 domain of this protein is not
involved. Interestingly, both neo-synthesized Tat in infected cells
and exogenous Tat internalized by uninfected cells are sensitive to
autophagic degradation, indicating that all the functions of Tat
could be counteracted by autophagy. In conclusion, we propose
that degradation of the viral transactivator Tat by selective au-
tophagy is a potent though unrecognized antiviral cellular mech-
anism against HIV-1 infection of CD4™ T lymphocytes.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement. Primary CD4" T cells were purified from blood ob-
tained from the Etablissement Frangais du Sang (EFS). Procedures using
human cells were approved by the Human Experimentation and Ethics
Committee of the CNRS Institute. The HIV-1 infection experiments were
performed in a biological safety level 3 laboratory. Cell culture was per-
formed in a biological safety level 2 laboratory.

Cell culture. The original HEK.293T cell line, HEK cells expressing
wild-type (WT) CD4 and wild-type CXCR4 (HEK/CD4/CXCR4), and
HEK cells stably expressing Env at the their surface were cultured in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with antibiot-
ics and 10% fetal calf serum (FCS). MAGIC5B cells (cell line expressing
CXCR4 and CCR5 and Bgalactosidase under the control of the HIV long-
terminal repeat [LTR]) were obtained from T. Masashi (Tokyo, Japan)
and cultured in DMEM supplemented with antibiotics and 10% FCS.
MOLT cells are nonadherent human acute lymphoblastic leukemia cells.
The chronically HIV-1-infected MOLT cells (MOLT-X4) and the unin-
fected parental cell line (MOLT) were provided by J. Blanco (Barcelona,
Spain). The 8.E5 cell line is a CEM-derived T cell line containing a single
integrated copy of HIV-1 and unable to produce infectious virions. T cell
lines were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with antibiotics
and 10% FCS. Primary CD4™ T cells were isolated from peripheral blood
mononuclear cells and purified by negative selection using the CD4™"
Rosette separation technique (Stem Cell Technologies). Cells were phe-
notypically analyzed, stimulated with 2 j.g of phytohemagglutinin (PHA)
for 24 h, and maintained in culture by the addition of 100 U/ml of inter-
leukin 2 (IL-2) (Boehringer Mannheim) every 2 to 3 days.

Reagents and Abs. Torin 1 (To) was purchased from Tocris, and
3-methyladenine (3-MA), PHA, E64d, and pepstatin A (anti-protease
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[AP]) were purchased from Sigma-Aldrich. T20 was obtained from the
NIH AIDS Reagent Program. Anti-LC3 (catalog no. L7543), anti-glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; catalog no. G9545),
anti-ATG7 (catalog no. A2856), and anti-FLAG-horseradish peroxidase
(HRP) (catalog no. A8592) were obtained from Sigma-Aldrich; anti-Tat
(catalog no. sc65912) and anti-beclin 1 (catalog no. sc11427) were pur-
chased from Santa-Cruz Biotechnologies. The monoclonal anti-p24 anti-
body (Ab) was from the NTH AIDS Reagent program.

Plasmids. The pNL4-3 molecular clone was obtained from the NIH
AIDS Reagent Program. The different p62 constructs, cloned in a pENTR
plasmid, were a kind gift from Terje Johansen (University of Tromse,
Tromse, Norway). After an LR Clonase reaction, we cloned the different
p62 cDNAs in pDEST vectors in order to obtain glutathione S-transferase
(GST)-fused proteins, using Gateway cloning technology (Life Technol-
ogies). The LC3B cDNA was first cloned in a pENTR vector and then
cloned in a pDEST vector using Gateway cloning technology (Life Tech-
nologies). The GST-LC3 F52A mutant was obtained by mutagenesis using
a QuickChange kit from Stratagene. The FLAG-tagged Tat (86 residues;
BHI10 isolate) was cloned in the pBi-GL expression vector under the con-
trol of a tetracycline response element (TRE) (the FLAG tagis placed at the
C-terminal part of Tat). To express the gene of interest, the plasmid needs
to be cotransfected with a pUHD-neo vector responsible for the expres-
sion of the tTA regulatory proteins needed to transactivate the TRE. A
pBi-Tat K50/51A mutant expressing the FLAG-Tat K50/51A mutant was
generated from pBi-Tat using a QuickChange kit from Stratagene (35).
The FLAG-Tat K71R expression vector was a kind gift from Monsef Ben-
kirane (as with pBi-GL-Tat, the FLAG tag is located at the C terminus of
Tat) (36).

The different constructs expressing Vif, Nef, and Vpr were cloned in a
PENTR plasmid and transferred in a pCI-neo3 X FLAG expression vector
after an LR Clonase reaction using Gateway cloning technology (Life
Technologies). The expression vector coding for GFP-LC3 (where GFP is
green fluorescent protein) was kindly provided by T. Yoshimori (Osaka
University, Japan) and R. Willey (NIAID, NIH). The expression vector
coding for Gag was kindly provided by Nathalie Chazal (Centre d’Etudes
d’Agents Pathogenes et Biotechnologies pour la Santé [CPBS], Montpel-
lier, France) (37).

TEM analysis. Cells were fixed in situ with 2.5% glutaraldehyde in
cacodylate buffer (pH 7.4) for 60 min at 4°C, postfixed with 2% osmium
tetroxide, and then washed in cacodylate buffer containing 0.5% tannic
acid. After extensive washes in 0.1 M Sorensen phosphate buffer (pH 7.2),
cells were included in a fibrin clot as described by Charret and Fauré-
Fremiet (38). Cells were then postfixed with 2% osmium tetroxide and
0.5% tannic acid, dehydrated, and embedded in Epon (Embed-812; Elec-
tron Microscopy Sciences, Inc.). Sections were counterstained with uranyl
acetate and lead citrate and examined with a Hitachi H7100 transmission
electron microscope (TEM).

HIV-1 infection and production. To produce HIV virions, HEK cells
were transfected with pNL4-3, and supernatants were collected at 2 days
posttransfection. Viral particles were concentrated by ultracentrifugation.
Jurkat cells were then challenged for 24 h with dilutions of the concen-
trated viruses. Flow cytometry analysis of Gag™ cells was performed in
order to quantify the multiplicity of infection (MOI). Quantification of
viral particle production was performed with a p24 enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) from Innogenetics (Innotest HIV anti-
gen monoclonal Ab [MAb]) according to the manufacturer’s instruc-
tions. CD4™ T cells were infected with concentrated viruses at an MOI
between 0.1 and 1. Coculture experiments were done with chronically
HIV-infected (MOLT-X4) or uninfected (MOLT) T cells coincubated for
indicated times (see the figure legends) with HEK/CD4/CXCR4 or
MAGICSB cells. Quantification of HIV infection of target cells was mea-
sured by flow cytometry (for HEK cells) or B-galactosidase activity assay
(for MAGIC5B cells).

GST pulldown experiments. Constructs expressing GST proteins
fused to wild-type LC3 (GST-LC3), mutated LC3 (GST-LC3 F52A), wild-
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type p62 (GST-p62), or mutated p62 (GST-p62ALIR, GST-p62AUBA,
and GST-p62APBI, with deletions of the LIR, UBA, and PB1 domains,
respectively) were cotransfected in HEK cells with the pBi-FLAG-Tat and
pUHD vectors. Corresponding empty vectors were used as controls. Anti-
proteases (E64d plus pepstatin A) were added to the transfected cells in
order to optimize the expression of Tat. Cell lysis was performed at 24 h
posttransfection in 150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7, and 0.5% NP-40 at
4°C. After centrifugation for 20 min at 4°C, the lysates were incubated
with glutathione-conjugated Sepharose beads for 2 h at 4°C. Unbound
proteins were removed by four washes with cold lysis buffer. Bound pro-
teins were then eluted by boiling for 10 min in Laemmli buffer and sepa-
rated by gel electrophoresis, followed by immunoblotting with specific
antibodies.

Flow cytometry. The percentage of HIV-1-infected cells was deter-
mined by quantifying the cellular levels of p24?8 by flow cytometry using
an HIV KC57 fluorescein isothiocyanate (FITC) kit according to the man-
ufacturer’s instructions (Beckman Coulter). Briefly, cells were fixed and
permeabilized, and the anti-p24 antibody was added to the cells. After
staining for 30 min, cells were washed with phosphate-buffered saline
(PBS), and fluorescence intensity was measured on a Coulter Epics XL
Flow Cytometer (Beckman Coulter).

B-Galactosidase assay. A chemiluminescent reporter assay system,
Galacto-Star B-Galactosidase Reporter Gene Assay System for Mamma-
lian Cells, from Life Technologies, was used to quantitate {3-galactosidase
activity according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 0.5 X 10°
MAGICSB cells were lysed in 200 ! of lysis buffer provided by the man-
ufacturer. Fifty microliters of cell lysate was used in each assay, in dupli-
cates. The results were normalized by quantifying the total protein con-
centrations using a Bradford assay from Sigma-Aldrich.

Transfections. A total of 0.5 X 10° HEK or HEK/CD4/CXCR4 cells
were cultured in six-well plates 24 h prior to transfection. Plasmids were
then transfected using TurboFect reagent (Fermentas) according to the
manufacturer’s instructions. Smartpool p62 small interfering RNA
(siRNA) and control siRNA (siCT) were from ABgene. Beclin 1 siRNA
and Atg7 siRNA were synthesized and annealed by Eurogentec. The
mRNA sequences to be targeted for beclin 1 and Atg7 siRNAs were 5'-C
AGUUUGGCACAAUCAAUA-3" and 5'-GCAUCAUCUUCGAAGUGA
A-3', respectively. Transfection of siRNA into HEK/CD4/CXCR4 or
MAGIC5B cells (0.5 X 10° cells maintained in six-well plates) was per-
formed with LipoRNAiMax reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. In the case of siRNA and plasmid
cotransfections, 0.25 X 10° HEK cells were first transfected with siRNA
using LipoRNAiMax reagent, and, 24 h later, siRNA-transfected cells
were transfected with the plasmid using TurboFect reagent.

Western blotting. Cell lysates were loaded in 12% Prosieve 50 gels
(Lonza) and transferred to polyvinylidene (PVDF) membranes. After a
blocking step for 1 h at room temperature in PBS containing 0.5% casein,
membranes were incubated overnight at 4°C with the primary antibody
(Ab) in the blocking buffer. After three washes with PBS supplemented
with 0.05% Tween, the membranes were incubated for 1 h at room tem-
perature with peroxidase-coupled secondary Ab. Upon extensive washes,
membranes were incubated with Luminata Western HRP Substrate (Mil-
lipore). Proteins were detected by chemiluminescence and imaged with a
G-box camera (Syngene imaging system). The expression level of GAPDH
was used as a loading control in all of the Western blotting experiments
and for quantification. Quantification of protein expression was done
with Genesys software (Syngene).

The form of LC3 conjugated to PE, named LC3-II, presents a higher
electrophoretic mobility in gels and was, therefore, used to quantify au-
tophagy.

Fluorescence analysis of autophagy. HEK/CD4/CXCR4 cells were
cultured in six-well plates and transfected with pEGFP-LC3 using Turbo-
Fect reagent (Fermentas) according to the manufacturer’s instructions.
Transfected cells were then left to adhere on coverslips before coculture
with MOLT cells (negative control) or chronically infected cells (MOLT-
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FIG 1 Autophagy has an anti-HIV-1 effect in CD4™ T lymphocytes. Primary CD4" T cells (A) or Jurkat cells (B) were infected with HIV-1 at an MOI of 1 for
3 days. Cells were then extensively washed to eliminate excess free viruses and cultured for 24 h in the presence of 2 uM torin 1 to induce autophagy. HIV Gag-p24
levels were quantified by ELISA in the culture supernatants. (C) Chronically infected MOLT-X4 cells were treated for 24 h with 2 wM torin 1, and the HIV
Gag-p24 concentration was quantified in the culture supernatants by ELISA. Data are representative of triplicates from at least three independent experiments.

CT, control. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

X4) for the indicated times (from 2 h to 48 h) (see Fig. 4A). Human
primary CD4 ™ T cells were transfected with pEGFP-LC3 using a Nucleo-
fector apparatus (Amaxa Biosystems) according to the manufacturer’s
instructions. Transfected primary T cells were then cocultured on cover-
slips for 4 h with effector cells either expressing or not expressing the viral
envelope at their surface (HEK.Env or HEK cells, respectively). Coverslips
were washed with PBS, and cells were fixed in a 3.7% paraformaldehyde-
PBS solution for 10 min at room temperature and analyzed by epifluores-
cence using a Leica microscope. Autophagic cells were defined as cells
containing at least five GFP-LC3 puncta. More than 100 transfected cells
were analyzed by two different investigators. Results are from at least three
independent experiments.

Statistics. Analysis of the variance of the results was performed after
arc sine transformation of the data when percentages were compared (39).

RESULTS

Induction of autophagy decreases viral production in HIV-1-
infected CD4™ T lymphocytes. We, along with others, have pre-
viously shown that autophagy is blocked in productively HIV-1-
infected CD4" T lymphocytes, suggesting that autophagy is an
anti-HIV process counteracted by this virus (32, 40). To examine
this hypothesis, activated primary CD4™ T cells were infected by
HIV-1 for 3 days (~20% infection). Then, autophagy was induced
by adding torin 1, an inhibitor of the mTOR kinase, for 24 h. The
level of viral particle production was measured by quantifying the
viral capsid protein p24 by ELISA. As expected, we detected a
significant decrease of HIV-1 p24 levels in the supernatants of cells
treated with torin 1 (Fig. 1A). The same results were obtained
when torin 1 was added to infected Jurkat cells (Fig. 1B) or chron-
ically infected CD4™ T cells (MOLT-X4) (Fig. 1C). Thus, addition
of torin 1 decreases viral production, supporting the anti-HIV role
of autophagy.

Tat interacts with p62 and is specifically degraded by torin
1-induced autophagy. We performed a two-hybrid screen to an-
alyze the interactions between several HIV-1 proteins (Tat, Vif,
Vpr, and Nef) and a bank of ATG proteins. Among the viral pro-
teins tested, the transactivator Tat was the only viral protein able
to bind p62 (data not shown), which is highly suggestive of a role
for selective autophagy. This interaction was further confirmed in
vitro using a GST pulldown assay in which Tat was found to inter-
act with GST-p62 but not GST alone (Fig. 2A). As p62 is an au-
tophagy receptor involved in the specific degradation of proteins
or organelles by autophagy, we then analyzed whether induction
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of autophagy could affect the expression level of Tat. To this end,
we transfected human embryonic kidney (HEK) cells with a plas-
mid expressing a FLAG-Tat construct, and autophagy was in-
duced upon addition of torin 1 for 3 h. We observed a significant
decrease in Tat levels upon torin 1 treatment (Fig. 2B). Impor-
tantly, this effect was reversed in cells pretreated with a cocktail of
anti-proteases ([APs] E64d plus pepstatin A) previously described
to block lysosomal-mediated degradation (Fig. 2B). Furthermore,
inhibition of lysosomal proteases, in the absence of autophagy
induction, led to increased levels of Tat expression in cells, sug-
gesting that the viral transactivator can be degraded by lysosomes
(Fig. 2B and D). The levels of the ectopically expressed viral pro-
teins Gag, Vif, and Nef were not affected by the addition of torin 1
(Fig. 2C). These data strongly suggest that the torin 1-induced
decrease in Tat level is selective and relies on an autophagy-
dependent lysosomal-mediated degradation. The results were
confirmed in a context of viral infection using HIV-1 chronically
infected T cells (MOLT-X4 cells) which constitutively produce the
viral Tat protein. As shown in Fig. 2D, Tat levels were also de-
creased in MOLT-X4 cells upon torin 1 treatment for 3 h, and the
autophagy-inducing drug effect could be reversed by AP treat-
ment. Since Tat is essential for the HIV-1 replication cycle, these
results extend further those presented in Fig. 1, in which drug-
mediated induction of autophagy strongly decreased viral release.

To confirm that the autophagic process is responsible for the
lysosomal-mediated degradation of Tat, we downregulated the
expression of the essential autophagy-related protein ATG7 using
siRNA. As shown in Fig. 2E, while the control siRNA did not
prevent torin-1-induced Tat degradation, the viral transactivator
expression levels were significantly increased in cells for which
ATG?7 expression was reduced. Notably, even if siRNA-mediated
ATG7 decreased expression was only 30%, Tat levels became to-
tally insensitive to torin 1 treatment, confirming the contribution
of the autophagy pathway in Tat degradation. This result also
indicates that this process is finely tuned and relies on a fully
functional autophagy process.

Since we observed that Tat was interacting with p62 (Fig. 2A),
we aimed at analyzing Tat levels when p62 expression was de-
creased. Remarkably, we noted that the siRNA-mediated decrease
of p62 expression correlated with a significant increase in Tat pro-
tein signal compared to levels obtained in lysates from siCT-
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FIG 2 Tat interaction with p62 leads to its selective degradation by autophagy. (A) HEK cells were cotransfected with the FLAG-Tat vector and the GST or
GST-p62 plasmid. At 24 h posttransfection, cells were lysed, and lysates were subjected to GST pulldown before immunoblotting with anti-FLAG or anti-GST Ab.
A fraction of lysates was preserved and used as an input control and immunoblotted with the anti-FLAG Ab. The result is representative of at least five different
experiments. (B) HEK cells were transfected with plasmids expressing FLAG-Tat. After 24 h, the transfected cells were either left untreated or treated with 2 uM
torin 1 in the presence or absence of anti-proteases (APs; E64d plus pepstatin A; 10 pg/ml each) for 3 h. The expression level of FLAG-Tat was revealed by Western
blotting using anti-FLAG Ab. Levels of expression were quantified by densitometry and normalized to GAPDH expression levels. Data are representative of at
least eight independent experiments for FLAG-Tat. (C) HEK cells were transfected with plasmids expressing Flag-Tat, FLAG-Nef, Flag-Vif, or Gag. After 24 h, the
transfected cells were either left untreated or treated with 2 M torin for 3 h. The expression level of the FLAG-tagged proteins or Gag was revealed by Western
blotting using anti-FLAG or anti-p24%%¢ Ab, respectively. Levels of expression were quantified by densitometry and normalized to GAPDH expression levels.
Data are representative of at least three independent experiments. (D) Chronically infected MOLT-X4 cells were either left untreated or treated for 3 h with 2 uM
torin 1 in the presence or absence of AP. Cell lysates were then subjected to immunoblotting with anti-Tat Ab and anti-GAPDH Ab as a loading control. Tat
expression levels were quantified by densitometry and normalized to GAPDH protein levels. Data are representative of at least three independent experiments.
(E) HEK cells, previously transfected with unspecific (siCT) or ATG7-specific (siAtg7) siRNA, were transfected with the FLAG-Tat vector for 24 h. Cells were then
either left untreated or treated with 2 WM torin 1 for 3 h before lysis. Cell lysates were immunoblotted with anti-Atg7 Ab, anti-FLAG Ab, or anti-GAPDH Ab as
a loading control. Expression levels of Atg7 (left panels) and Tat (right panels) were quantified by densitometry and normalized to GAPDH protein levels. Data
are representative of at least three independent experiments. (F) HEK cells were transfected with a p62-specific siRNA (sip62) or control siRNA (siCT) and then
transfected with the plasmid expressing FLAG-Tat. The following day, cells were lysed, and p62 and Tat levels were assessed in lysates by Western blotting using
Abs against p62 and FLAG. Sample loading was controlled by immunoblotting with anti-GAPDH Ab. Expression levels of p62 (left panels) and Tat (right panels)
were quantified by densitometry and normalized to GAPDH protein levels. Data are representative of four independent experiments. AU, arbitrary units. *, P <
0.05; ***, P < 0.001.

treated cells (Fig. 2F). Overall, these results demonstrated that the
autophagy pathway significantly contributes to Tat degradation
and that the autophagy receptor p62, shown to interact with Tat,
could confer selectivity in this process.

The interaction between Tat and p62 is ubiquitin indepen-
dent. As we demonstrated that Tat interacts with p62 and since
p62 is known to induce the selective autophagic degradation of
substrates by interacting with LC3, we further analyzed whether
Tat could be present in complexes with LC3. We thus performed
GST pulldown experiments after cotransfection of plasmids ex-
pressing GST-LC3 and FLAG-Tat in HEK cells. As shown in Fig.
3A, Tat coprecipitates with GST-LC3. To assess whether this in-
teraction was p62 dependent, we cotransfected cells with con-
structs expressing FLAG-Tat and a GST-tagged mutant of LC3
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unable to interact with p62 (GST-LC3 F52A) (36, 41). We ob-
served that Tat did not coprecipitate with LC3 F52A (Fig. 3A),
indicating that the interaction between Tat and LC3 was indirect
and seemingly regulated by p62. To confirm this hypothesis, we
tested the interaction between Tat and a mutated form of p62 that
does not interact with LC3 (GST-p62ALIR). As expected, this mu-
tant still interacted with Tat with an apparently increased efficacy,
which could be explained by the lack of targeting to autophagy-
mediated degradation and thus a prolonged protein complex sta-
bility (Fig. 3A, lane 6).

The autophagy receptor p62 has been reported to selectively
direct ubiquitinated proteins or ubiquitinated organelles to au-
tophagic degradation via specific recognition of ubiquitin moi-
eties through its UBA domain, and the PB1 domain contributes to
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FIG 3 p62-dependent interaction of Tat with LC3. (A) HEK cells were cotransfected with the FLAG-Tat vector and plasmids expressing either GST, GST-LC3,
GST-LC3 F52A, GST-p62, or GST-p62ALIR, a indicated. At 24 h posttransfection, cells were lysed, and lysates subjected to GST pulldown before immunoblot-
ting with anti-FLAG Ab and anti-GST Ab. In each case, a fraction of lysates was preserved and used as an input control and immunoblotted with the anti-FLAG
ADb. (B) HEK cells were cotransfected with plasmids expressing FLAG-Tat and either GST alone, GST-p62, GST-p62AUBA, or GST-p62APB1 before GST
pulldown. Results are representative of at least three independent experiments. (C) HEK cells transfected with plasmids expressing wild-type FLAG-Tat (Tat WT)
or mutated forms of Tat (Tat K71R or Tat K50/51A) were either left untreated or treated or with 2 uM torin 1 for 3 h. Lysates obtained from each condition were
used to analyze the expression levels of Tat and GAPDH as previously described. FLAG-Tat levels were quantified by densitometry upon normalization with

GAPDH expression levels in the corresponding samples. AU, arbitrary units.

this process. We thus analyzed the interaction between Tat and
mutated forms of p62 in which the UBA (GST-p62AUBA) or the
PB1 (GST-p62APBI1) domain was deleted. As shown in Fig. 3B
(lanes 3 and 4), Tat still interacted with these two p62 mutants,
indicating that ubiquitination might not influence the interaction
between p62 and Tat in vitro. In accordance with this result, Tat
mutants on known ubiquitinated lysines, previously reported to
regulate Tat activity and stability (K71 and K50/51, respectively)
(36, 42, 43) are still degraded upon induction of autophagy by
torin 1 (Fig. 3C).

Autophagy is induced by HIV-1 envelope glycoproteins
(Env) at the very first steps of HIV-1 infection. To further deci-
pher whether Tat degradation by autophagy could be relevant in
vivo, we analyzed its occurrence in the context of HIV-1 infection.
Indeed, we already demonstrated that autophagy is induced in
uninfected bystander CD4 " T lymphocytes after 48 h of coculture
with Env-expressing cells (31). We extended this finding with ex-
periments showing that the fusogenic function of gp41 is respon-
sible for the observed Env-induced autophagy (30). Given that the
gp41-mediated fusion process is an early HIV-1 entry event, we
investigated whether autophagy could be induced very rapidly
after contact of Env with its receptors on target cells before pro-
ductive infection. To this aim, HEK cells expressing HIV receptors
(HEK/CD4/CXCR4) and transfected with a plasmid expressing
GFP-LC3 were cocultured with chronically infected T cells
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(MOLT-X4) or with uninfected T cells (MOLT) as a negative con-
trol. The level of autophagy and the percentage of infected cells
were analyzed at different time points of coculture. As shown in
Fig. 4A, autophagy was rapidly induced in read-out cells upon
coculture with MOLT-X4, with a peak around 4 h corresponding
to the early phase of HIV-1 infection (19). Autophagy was then
negatively regulated and finally completely inhibited after 24 h of
coculture, a step corresponding to the late phases of HIV-1 infec-
tion. Importantly, induction of autophagy is inversely correlated
with the level of infection. Of note, the same pattern was obtained
when GFP-LC3-transfected cells were challenged with cell-free
HIV-1 (data not shown). We next analyzed whether the viral en-
velope was contributing to this early autophagy induction during
early events of HIV-1 infection of CD4™" T cells. Primary CD4™ T
cells, expressing GFP-LC3, were cocultured with effector cells sta-
bly expressing Env, or not, at their surface (HEK.Env or HEK cells,
respectively). As shown in Fig. 4B, Env alone was able to rapidly
and significantly induce autophagy in target cells. To confirm and
reinforce these data, we took advantage of another autophagy
read-out by analyzing the phenotype of primary CD4™ T cells by
transmission electron microscopy upon 4 h of coculture with
HEK cells stably expressing Env or not. We detected the appear-
ance of numerous autophagic vacuoles in the cytoplasm of target
CD4™ T cells only in the presence of Env (Fig. 4C). Thus, Env is
able to induce autophagy in target cells upon early contact with
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FIG 4 Autophagy is induced at early steps of HIV-1 infection. (A) HEK/CD4/CXCR4 cells, previously transfected with a plasmid expressing GFP-LC3, were
cocultured with either MOLT cells (CT, negative control) or chronically infected MOLT-X4 cells (HIV) for the indicated times. The number of autophagic
HEK/CD4/CXCR4 cells was counted by three different experimenters, and the result is the mean of three independent experiments. The percentage of autophagic
cells obtained after coculture with MOLT-X4 cells was normalized with the percentage of autophagic cells obtained after coculture with MOLT cells. A
representative pattern of GFP-LC3 puncta in HEK/CD4/CXCR4 cells upon 4 h of coculture with MOLT-X4 cells is presented on the left-hand side and compared
to the fluorescence pattern obtained upon 4 h of coculture with control MOLT cells. In parallel, the percentage of HIV-infected cells was quantified by flow
cytometry using the anti-p24 Ab. (B) Human primary CD4™" T cells were transfected with a plasmid expressing GFP-LC3 and cocultured with HEK cells (negative
control) or Env-transfected HEK cells for 2 h or 4 h. Quantification was performed as described above, and the results are presented as mean fold value of each
condition from three independent experiments. A representative pattern of GFP-LC3 puncta in primary CD4™" T cells upon 4 h of coculture with HEK-Env cells
is presented and compared to the fluorescence pattern obtained upon 4 h of coculture with control HEK cells. (C) Human primary CD4™" T cells were cocultured
with HEK cells expressing Env, or not, for 4 h, and autophagic vacuoles were observed by transmission electron microscopy. The percentage of autophagic cells
is presented. (D) Human primary CD4™" T cells were cocultured with HEK cells expressing Env, or not, for 4 h in the presence or absence of AP. CD4™" T cells were
harvested, and lysates were immunoblotted with anti-LC3 Ab and anti-GAPDH Ab as a loading control. LC3-II levels were quantified by densitometry and
normalized with GAPDH expression levels. (E) HEK/CD4/CXCR4 cells were transfected with the FLAG-Tat vector and then cocultured with MOLT cells
(negative control) or with MOLT-X4 cells for 4 h and 48 h. Suspension cells were removed by washing, and autophagy induction was monitored in the lysates of
target cells upon immunoblotting with anti-LC3 Ab (left panel). Tat levels were assessed with the anti-FLAG Ab (right panel), while sample loading was
controlled with the anti-GAPDH Ab for each condition. LC3-II and Tat levels were quantified by densitometry upon normalization with GAPDH expression

levels in the corresponding samples. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

infected cells. It is interesting that, as shown for Env-mediated
autophagy in longer kinetics of coculture (30), this early au-
tophagy induction was dependent on the gp41 fusogenic function.
Indeed, the addition of T20 to the coculture, a gp41-mediated
fusion peptide inhibitor, completely abolished the Env-induced
autophagy (Fig. 4D).

We then analyzed whether later steps of autophagy could be
induced or blocked when cellular lysosomal proteases were inhib-
ited by AP. As evidenced in Fig. 4E, the increased level of LC3-1I
obtained upon 4 h of contact with Env-expressing HEK cells was
further enhanced in lysates from cells also pretreated with AP,
confirming that the induced autophagy flux was not blocked dur-
ing the early time points of contact between the viral envelope and
CD4" T cells.

To confirm that Tat could be a selective target for autophagic
degradation in the context of productive infection, we analyzed its
expression levels upon Env-induced autophagy during HIV-1 in-
fection. For this purpose, we transfected a plasmid expressing
FLAG-Tat in HEK/CD4/CXCR4 cells and cocultured these cells
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with MOLT-X4 cells for 4 h, a time previously shown to corre-
spond to the peak of Env-mediated autophagy induction, or 48 h,
a time for which autophagy was seemingly inhibited (Fig. 4A). As
expected, the level of LC3-II was increased up to 70% after 4 h of
coculture while being decreased by 40% upon 48 h of coculture
with MOLT-X4 cells, strongly supporting an early induction of
autophagy followed by its blockade during HIV-1 infection. Re-
markably, Tat expression levels were inversely correlated to those
of LC3-1II, meaning that Tat is depleted when autophagy is in-
duced, while this effect was not observed under conditions where
autophagy is inhibited by the virus (Fig. 4F).

Env-induced autophagy triggers Tat degradation and conse-
quently represses HIV-1 LTR activation. In order to assess the
contribution of Env-mediated autophagy induction in Tat degra-
dation, we transfected a plasmid expressing FLAG-Tat in HEK/
CD4/CXCR4 cells and treated these cells with the autophagy
initiation inhibitor 3-methyladenine (3-MA) before coculture for
4 h with uninfected or chronically HIV-infected T cells. As shown
in Fig. 5A, Tat levels markedly decreased upon coculture with
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FIG 5 Autophagy-mediated Tat degradation inhibits HIV-1 LTR activation and viral replication. (A) HEK/CD4/CXCR4 cells transfected with the FLAG-Tat
vector were cocultured with uninfected (MOLT) or chronically HIV-1-infected cells (MOLT-X4) cells for 4 h in the presence or absence of 10 mM 3-MA. Tat
expression was monitored by Western blotting using the anti-FLAG Ab and quantified upon normalization with GAPDH levels. (B) HEK/CD4/CXCR4 cells,
transfected as above, were cocultured for 4 h with effector control cells (Env negative) or cells expressing HIV-1 envelope (8.E5 cells). Tat detection and
quantification were done as previously described. (C) MAGICS5B cells were cocultured with MOLT-X4 cells for 4 h or 8 h in the presence or absence of 3-MA.
After cell lysis, 3-galactosidase activity was quantified by luminescence and normalized to the condition in the absence of 3-MA for each time of coculture. Data
represent the means * standard errors of at least three independent experiments. (D) MAGIC5B cells were transfected with control (CT) or beclin 1 (Becl)- or
Atg7-specific siRNA for 16 h. Transfected cells were then cocultured with MOLT-X4 cells for 4 h. The cells were washed, harvested, and then lysed. A fraction of
lysates was kept to control beclin 1, ATG7, and GAPDH levels by immunoblotting (left panels) while remaining lysates were used to measure 3-galactosidase
activity, normalized to the activity obtained from cells transfected with CT siRNAs for each time point. Data are means * standard errors of four independent
experiments. (E) MAGIC5B cells cocultured with MOLT-X4 cells were incubated or not with 2 M torin 1 for 16 h in the presence or absence of AP. Fold
induction of B-galactosidase activity was calculated as the enzymatic activity obtained in treated cells compared to that in untreated cells. Data are representative
of at least three independent experiments. (F) MAGICS5B cells were incubated for 48 h with 200 nM recombinant wild-type Tat (Tat), mutant Tat (W11Y), or
medium alone (Ct) before 3-galactosidase activity was assayed. (G) MAGICSB cells, treated as in described for panel D, were incubated for 48 h with 200 nM
recombinant Tat or W11Y. A fraction of lysates was kept to for beclin 1 and GAPDH levels by immunoblotting while remaining lysates were used to measure

{3-galactosidase activity. Data are representative of at least five independent experiments. RLU, relative light units. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

MOLT-X4 cells, while they were fully rescued in the presence of
3-MA. This result confirms that Env-mediated autophagy flux
induction is responsible for Tat degradation. We reproduced the
experiments using 8.E5 cells as donor cells. These CD4 ™ T cells are
productively infected, thus expressing Env at the surface, but be-
cause they do not express the reverse transcriptase, they do not
produce infectious viral particles. With this model, the Env-me-
diated autophagy induction was even more pronounced, as evi-
denced by the increased and sustained Tat degradation observed
in target cells (Fig. 5B).

While viral challenge could rapidly and transiently induce au-
tophagy, productive infection appeared to block this defense
mechanism, thus potentially protecting the viral transactivator
Tat from degradation. Interestingly, Tat can exert multiple effects
on bystander cells when secreted from productively infected cells.
For instance, secreted Tat was reported to transactivate the expres-
sion of genes under the control of the HIV LTR in bystander cells.
To examine whether incoming Tat could be degraded by au-
tophagy, we used HeLa cells expressing CD4 and CXCR4 together
with B-galactosidase under the control of the HIV LTR promoter

622 jviasm.org

Journal of Virology

(MAGIC5B cells) (44). MAGIC5B cells were cocultured for 4 h
and 8 h with MOLT-X4 cells in the presence or absence of 3-MA,
and (-galactosidase activity was measured. Enzymatic activity
could be detected in reporter target cells, supporting the bystander
effect of secreted Tat. Transactivation was significantly increased
in the presence of 3-MA, strongly suggesting that autophagy con-
trols Tat-mediated transactivation of the HIV LTR (Fig. 5C). Be-
cause 3-MA could have some side effects possibly affecting Tat
secretion from infected cells, we aimed at confirming these results
by directly downregulating the expression of essential ATG pro-
teins in target cells. Therefore, MAGIC5B cells were transfected
with siRNA directed against beclin 1 or Atg7 or unrelated siRNA
before coculture with MOLT-X4 cells. As expected, the level of
B-galactosidase activity was increased at both time points of co-
culture when beclin 1 or Atg7 expression was silenced (Fig. 5D).
Inversely, autophagy induction should inhibit HIV LTR transac-
tivation due to Tat degradation (Fig. 2). Indeed, when MAGIC5B
cells were cocultured with MOLT-X4 cells in the presence of torin
1, we observed a significant decrease of B-galactosidase activity,
inversely correlated with the increased enzymatic activity ob-
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tained upon autophagy flux blockade with AP (Fig. 5E). Hence,
the effect of drug-mediated autophagy induction on transactiva-
tion by Tat appeared to be sustained, as evidenced by the de-
creased transactivation upon 16 h of coculture (Fig. 5E). These
data thus show that the autophagy pathway can be a major regu-
lator of Tat-mediated transactivation and viral replication. This
conclusion is valid whether Tat is produced intracellularly (i.e., by
infected cells) or delivered from the outside (i.e., endocytosed).

Indeed, to confirm that the detected viral promoter transacti-
vation was exclusively Tat dependent and controlled by au-
tophagy, we took advantage of a previously described Tat mutant
that lacks its single tryptophan residue (Tat-W11Y). This mutant
retains transactivation activity but is unable to enter bystander
cells (35) (Fig. 5F). MAGIC5B cells were transfected with a beclin
1-specific siRNA or a control siRNA and then treated with 200 nM
recombinant wild-type Tat (Tat-WT) or Tat-W11Y, and 3-galac-
tosidase activity was measured after 48 h. We observed that, in
contrast to cells treated with Tat-WT, transactivation was not sig-
nificant when Tat-W11Y was used (Fig. 5G). These results con-
firm that transactivation by incoming Tat is targeted by selective
autophagy.

DISCUSSION

HIV-1, like other viruses, has to deal with cellular defenses in
order to replicate efficiently. Although several cellular HIV-1 re-
striction factors have been identified, most of them were shown to
be affected by viral countermeasures (45). We previously demon-
strated that HIV-1 Env induces autophagy in uninfected CD4™ T
lymphocytes via the fusogenic function of gp41, leading to their
apoptotic cell death (30, 31). In this study, we demonstrate that
induction of autophagy is readily detectable early after viral chal-
lenge in an Env-dependent manner, while being compromised at
later times. Autophagic activity is inversely correlated with HIV-1
production. We further provide evidence that autophagy, when
pharmacologically induced in productively infected CD4™" T cells,
leads to a significant decrease in viral production, thus identifying
this cellular pathway as an HIV-1 restriction mechanism. This
observation led us to decipher the molecular mechanism of the
autophagy-mediated antiviral effect. A two-hybrid screen re-
vealed a strong and specific interaction between p62 (also called
SQSTM1), an autophagy receptor, and the viral transactivator
Tat. We first confirmed the interaction between the proteins at the
cellular level in pulldown assays and confirmed that Tat expres-
sion levels were modulated in cells upon autophagy activation or
inhibition. We then demonstrated that Tat expression was signif-
icantly increased in p62-deficient cells, suggesting that p62 could
be a mediator of Tat degradation by selective autophagy. We
therefore analyzed the domains of p62 possibly involved in the
interaction with Tat. Surprisingly, the interaction between Tat
and p62 did not rely on a functional UBA domain of p62, suggest-
ing that ubiquitination would not regulate p62-mediated Tat deg-
radation, in contrast to the general paradigm reported for other
substrates (46). Consistently, Tat mutations at the level of lysines,
which were previously shown to regulate Tat stability and activity,
did not prevent its degradation upon autophagy induction. Al-
though we cannot exclude modification of other residues or the
involvement of unidentified cellular proteins belonging to the
complex Tat/p62, our data represent the first demonstration of
selective autophagic degradation of a viral transactivator. Indeed,
in a context of viral infection, a selective p62-mediated degrada-
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tion has been demonstrated only for two structural viral proteins,
the capsid protein of the chikungunya virus (CHIKV) and the
capsid protein of the Sindbis virus (SIN) (4, 47). In the case of
CHIKYV, p62 binds to ubiquitinated capsid and targets it to au-
tophagic degradation, while in the case of the SIN, and reminis-
cent of our data for Tat, the interaction between p62 and the SIN
capsid does not require the p62 UBA domain, highlighting a po-
tential original mechanism by which p62 recognizes autophagic
substrates. As p62 could frequently interact with viral proteins
(48), it would be interesting to decipher the molecular mechanism
behind this ubiquitin-independent p62-mediated autophagic
degradation, with a particular emphasis on the identification of
other putative cellular partners linking p62 to its substrates. One
potential candidate is the histone deacetylase HDAC6, whose
deacetylase activity was shown to be regulated upon interaction
with p62 (49). Furthermore, HDAC6 was also reported to
deacetylate Tat, leading to a decrease in Tat transactivation activ-
ity (50).

Although cellular factors are involved in HIV-1 transcription,
Tat is absolutely required for HIV-1 replication since it is needed
for the elongation of viral transcripts (20). Tat is thus a perfect
target to shut down viral production. Interestingly, Tat was shown
to be actively secreted from infected cells and captured by several
cell types (21, 42). Our results suggest that incoming Tat is also a
target for autophagic degradation following internalization by by-
stander cells. The consequences of this degradation on the differ-
ent known effects of Tat and, in particular, on the homeostasis of
target cells warrant further investigation.

We discovered that autophagy is induced by HIV-1 Env at the
very first steps of infection. This Env-induced autophagy is time
regulated and initially triggers the degradation of any incoming
Tat, avoiding the death of the target cells long enough to allow the
virus to initiate its replication. If productive infection of the target
cells proceeds, the virus blocks autophagy, and Tat, thereby pro-
tected from degradation, can fulfill its transcriptional role, en-
abling robust viral production.

Intracellular Tat concentration is tightly regulated. Indeed, we
demonstrated here that Tat can be degraded by basal constitutive
autophagy and upon Env-induced autophagy. Tat was also re-
ported to inhibit the autophagy process in uninfected cells (33,
34), underlining the complex relationship between autophagy and
this viral protein. This also seems to be the case for another retro-
viral transactivator, the human T-cell leukemia virus type 1
(HTLV-1) Tax protein. Indeed, it has been demonstrated that Tax
is a substrate for autophagy degradation, but the underlying
mechanism is still unknown (51). They also demonstrated that
Tax is able to block the degradative phases of autophagy, suggest-
ing that this viral protein could control its own stability and turn-
over (51).

Highly active antiretroviral therapy (HAART) can efficiently
block viral replication and reduce the levels of circulating virus
below the detection limit. Despite its efficacy, the virus is not erad-
icated due to the establishment of latent but replication-compe-
tent proviruses in reservoir cells probably located in peripheral
blood and tissues. Viral latency is characterized by HIV-1 LTR
transcriptional repression, and, interestingly, a hallmark of this
process is the low level of Tat. Thus, specific degradation of Tat by
autophagy could adversely contribute to the establishment of
HIV-1 latency, which should be taken into account in the context
of future antiviral strategies.
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Since Tat is absolutely required for viral transcription, many
therapeutic strategies targeting this viral protein have been con-
sidered, such as Tat antagonists (52), dominant negative Tat (53,
54), Tat-inhibitory peptides (55-58), or siRNAs against Tat (59—
61). However, none of these strategies has been successful to date.
The autophagy-mediated degradation of Tat presented here could
represent a new way to target this viral protein in infected cells,
blocking viral transcription and thus viral replication. Indeed,
while HAART acts directly on viral enzymatic proteins, the in-
duced degradation of Tat by autophagy could represent a new
strategy based on a cellular response. Interestingly, some siroli-
mus-derived compounds (rapamycin and rapamune), which are
strong inducers of autophagy and already used in therapeutics,
were shown to possess anti-HIV-1 properties (62). Recently,
Campbell and Spector demonstrated that vitamin D5 inhibits HIV
replication through induction of autophagy (63). It would be in-
teresting, therefore, to examine the autophagy-induced degrada-
tion of Tat in these contexts and its possible outcome on inhibi-
tion of HIV replication.

The results obtained in our study provide new evidence of the
antiviral action of autophagy and highlight why the viruses have
evolved strategies to block this process.
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C. Discussion et perspectives

Contrairement aux bactéries, qui peuvent étre ciblées et dégradées par autophagie, la capture
et la dégradation sélective des composants viraux par I'autophagie sont beaucoup moins
documentées. La premiére description d’un tel exemple de virophagie a été obtenu par
I’équipe de Beth Levine et concerne la dégradation sélective de la capside du virus Sindbis
grace a son interaction avec p62 (Orvedahl et al., 2010). Comme dans notre cas, I'interaction
entre p62 et la capside de SINV ne nécessite pas 'intervention du domaine UBA de p62, et se
fait donc pas un mécanisme non conventionnel qu’il sera important d’élucider. Cela permettra
sans doute d’identifier d’autres substrats de la virophagie et d’autres partenaires de p62.
Concernant Tat, il est possible que I'interaction ne soit pas directe mais soit rendue possible
par une troisieme protéine. La protéine HDAC6, une histone déacétylase, est un bon candidat
puisqu’elle est déja décrite comme interagissant avec p62 pour réguler son activité (Yan et al.,
2013). En parallele, HDAC6 peut aussi se lier a Tat pour la déacétyler et réguler son activité

transactivatrice (Huo et al., 2011).

L'existence de réservoirs cellulaires latents du VIH-1 constitue un obstacle majeur a
I’éradication de l'infection. En effet, ces réservoirs sont inaccessibles aux drogues utilisées
dans les traitements actuels. L’établissement de cette latence virale est un phénomene
multifactoriel complexe, qui est notamment caractérisé par une répression de la transcription
virale se traduisant, entre autres, par une diminution d’expression de Tat (Siliciano and
Greene, 2011). La dégradation sélective de Tat par autophagie pourrait alors moduler ses
niveaux d’expression et contribuer a I’établissement de la latence. La présence de Tat est en
effet capable d’inhiber la mise en place de la latence, mais aussi de réactiver les populations
réservoirs (Donahue et al.,, 2012). En ciblant cette voie, il serait alors peut étre possible
d’inhiber la mise en place des réservoirs viraux et donc de rendre les trithérapies plus

efficaces.

Le contrble de la concentration de Tat joue aussi un réle tres important dans ses effets
biologiques : c’est en effet une protéine trés finement régulée, dont les actions varient en
fonction de sa concentration (Johri et al., 2011). En jouant sur les niveaux d’expression de Tat,
I’autophagie favorise donc I'une ou l'autre de ses fonctions biologiques et il faudrait étudier

I’effet de I'induction de I'autophagie sur les cellules cibles de la Tat sécrétée, afin de voir si
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cela permet d’abroger ses effets toxiques. Il est intéressant de noter que bien que Tat soit
sélectivement dégradée par autophagie via p62, elle est aussi capable d’inhiber I'autophagie
dans les macrophages non infectés, en inhibant la phosphorylation de STAT1 et en induisant
la production d’IL-10 (Van Grol et al., 2010). Tat, en inhibant I'autophagie dans ces cellules,
pourrait alors faciliter I'infection par d’autres agents pathogénes opportunistes. Des travaux
récents ont aussi montré que Tat dérégule aussi I'autophagie dans les neurones en se liant a
LAMP2A. Cela faciliterait la fusion des lysosomes aux autophagosomes et aboutirait aux
processus de dégénérescence neuronale (Fields et al., 2015). L’effet de Tat sur les neurones
est sans aucun doute potentialisé par les autres protéines virales (gp120, Nef) qui sont aussi
connues pour moduler I'autophagie et participent a I'établissement des démences liées au

SIDA chez ces patients.

La relation entre Tat et I'autophagie est donc complexe et dépend du type cellulaire impliqué ;
il semblerait que ce soit aussi le cas d’un autre transactivateur de rétrovirus, a savoir Tax, qui
est codé par HTLV-1. Cette protéine est elle aussi dégradée par autophagie puisque I'inhibition
de ce processus lui permet d’étre stabilisée. Tax bloque également les étapes tardives du flux
autophagique puisqu’elle inhibe la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Tang et
al., 2013). Néanmoins, les auteurs n’ont pas encore recherché I'implication d’un récepteur

autophagique dans cette dégradation.

Pour résumer, la protéine Tat a vraiment un rdle central dans l'infection par le VIH-1 : son role
essentiel dans I'expression du virus et son implication dans sa pathogénicité fait d’elle une
cible thérapeutique privilégiée. Différentes stratégies ont été élaborées, mais aucune d’entre
elles ne semble pour l'instant efficace : entre autres, des antagonistes de Tat (extra- et
intracellulaires), I'utilisation d’ARN interférent ou I’élaboration de vaccins dirigés contre elle
(Rusnati and Presta, 2002). On peut donc penser que |'utilisation de drogues qui moduleraient
I'autophagie serait un moyen détourné d’induire la dégradation de Tat et donc de bloquer la
transcription du virus et la synthese de nouvelles particules virales. Dans ce sens, la
rapamycine, connue pour induire 'autophagie, a déja utilisée en thérapeutique et montre des
propriétés antivirales, puisqu’elle permet de diminuer la réplication du VIH (Donia et al.,

2010).
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II.  ROle de I'autophagie sélective dans la mort par apoptose
des lymphocytes T CD4 non infectés apres contact avec Env

A. Introduction et contexte

Dans la deuxiéme partie de mon doctorat, je me suis intéressée a la relation entre I'autophagie
et I'apoptose dans les lymphocytes T CD4 non infectés apres contact avec Env. En effet,
I’équipe a montré que l'autophagie est un processus nécessaire au déclenchement de
I'apoptose dans ce modele. De fagon intéressante, I'autophagie doit étre compléte, et donc
dégradative, pour conduire a I'apoptose. Ceci suggére qu’un facteur de survie, dont I'absence
conduirait a 'apoptose, serait dégradé par autophagie. Nos résultats préliminaires montrent
qu’Env induit un stress oxydatif dans les cellules cibles non infectées et que ce stress est
impliqué dans leur mort par apoptose. De plus, nous avons observé que plusieurs marqueurs
des peroxysomes sont dégradés dans les mémes conditions. Les peroxysomes sont des
organelles chargées de maintenir un état d’oxydation compatible avec la survie cellulaire.
Notre hypothese est donc que I'autophagie, induite par Env, conduit a la dégradation sélective
des peroxysomes (pexophagie), entrainant 'accumulation d’especes oxydées dans les cellules

cibles et ainsi, leur mort par apoptose.

L’objectif du projet en cours, et présenté dans cette partie, est de démontrer I'implication de
la dégradation des peroxysomes par I'autophagie induite par Env, ainsi que son rdle dans

I’'apoptose de ces cellules.

B. Résultats

1. Modeles cellulaires utilisés

Ces résultats ont été obtenus en utilisant des modeles basés sur I'analyse de cellules dites
«cibles» exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 en surface, apres leur coculture avec des

cellules dites «effectrices» exprimant Env en surface. Nous avons plusieurs modeéles a
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disposition, qui nous permettent de reproduire et d’analyser les effets des contacts entre

cellules :

- Modele 1 (Figure 25) : Les cellules cibles sont issues des lignées dérivées de
lymphoblastes exprimant les récepteurs du VIH (A201.CD4 403). Ces cellules
expriment un récepteur CD4 tronqué en position 403, donc incapable de transmettre
des signaux mais qui peut quand méme lier la gp120. Nous utilisons aussi des cellules
T CD4 primaires purifiées a partir de sang. Elles sont mises en coculture pendant 48h
(temps déja connu pour que I'autophagie induise I'apoptose dans le cas d’une infection
non productive) avec des cellules HEK 293 T exprimant stablement Env (HEK.Env ou

HEKgp).

Cellules cibles Cellules effectrices
A201.CD4 403 HEK.Env
LT CD4 (sang) (HEKgp)

Figure 25. Modéle d’étude 1

- Modele 2 (Figure 26) : Les cellules cibles sont des HEK 293T qui expriment CD4 et
CXCRA4. Elles sont mises en coculture pour 48h avec des cellules T dites effectrices
exprimant Env : les 8.E5 qui sont des cellules T chroniquement infectées par le VIH
mais qui portent une mutation sur la reverse transcriptase virale, et qui sont donc

incapables de produire des virions infectieux.

Cellules cibles Cellules effectrices
HEK.CD4.CXCR4 8.E5

Figure 26. Modeéle d’étude 2
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2. L'autophagie induite par Env est nécessaire au déclenchement de
I’'apoptose des lymphocytes T CD4 non infectés

Les résultats obtenus dans I’équipe montrent que I'autophagie est massivement activée par
Env exprimée a la surface des cellules infectées ou transfectées et que cette autophagie est
nécessaire au déclenchement de I'apoptose des CD4 non infectés. En effet, I'utilisation de
drogues qui bloquent la dégradation par voie autophagique inhibe I'apoptose et montre que
ce processus doit étre complet et dégradatif pour induire la mort de ces cellules T CD4 non

infectées (Espert et al., 2006) (Figure 27).

Cellule infectée par VIH
Cellule transfectée exprimant Env

gpa1

,._.J

o siRNABeclin-1.
BafAl Complexe PI3Kinase Classe llI

O
\/[ Autophagie | @l > L

2vaD  —] ﬂ

[ Apoptose ]

Figure 27. Modéle de la voie de signalisation déclenchée par Env.

Dans les expériences antérieures de I'équipe, 'apoptose a été analysée par le dosage de la
perméabilit¢ membranaire des cellules cibles (lodure de Propidium), I'exposition de la
phosphatidylsérine (Annexine V) en surface et le dosage de I'activité de la caspase 3 effectrice.
J'ai souhaité utiliser une autre approche plus sensible et plus reproductible. J’ai ainsi utilisé la

technique de HTRF (Homogeneous Time Resolved Fluorescence) afin de doser I'activité de la
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caspase-3 en suivant le clivage d’un de ses principaux substrats, la PARP (poly(ADP-ribose)
polymérase). Cette technique repose sur la technologie du FRET (Fluoresence Resonance
Energy Transfert). Le principe général est basé sur la mesure de transfert de fluorescence
entre un fluorophore donneur et un accepteur, lorsqu’ils sont a proximité immédiate (Figure
28). Dans notre cas, les anticorps vont reconnaitre la forme clivée de PARP1 et le signal obtenu
est proportionnel au nombre de cellules qui entrent en apoptose dans notre expérience.
Lorsque les voies de I'apoptose sont activées, on observe en effet un clivage de I'enzyme
nucléaire PARP1 par les caspases 3 et 7. Sa forme clivée est donc un trés bon marqueur de
I'apoptose. Ce protocole est trés répétable (les mesures sont effectuées par un lecteur de
plaque équipé d’'un monochromateur) et ne nécessite que peu de manipulation des
échantillons. En particulier, il n’y a pas d’étapes de lavage. La mesure, trés rapide, ne nécessite

en outre que peu de lysat et le signal reste stable tres longtemps.

; #Asp214 Cleaved % e
7Asp214 ::. Treatment 0000 ”ﬁ ¢ &’ v
'. | : =% p25 : = ) /]
B p25 p85 ©000000000000000 - 0000000000000000

# : p85 & p8S

Lysis Detection
Figure 28. Principe de la détection de la PARP clivée par HTRF
http://www.cisbio.com/drug-discovery/cleaved-parp-asp214-cellular-assay-kit

Ce kit permet de mesurer rapidement la quantité de PARP1, présente sous sa forme clivée. En effet, aprés
induction de I'apoptose, la protéine PARP est clivée par les caspases au niveau de Asp214 en 2 fragments (p25 et
p85). Seul le fragment p85 est reconnu par les deux anticorps du kit. Quand ceux-ci sont a proximité I’'un de I'autre
(c’est-a-dire sur le méme fragment de PARP), on peut exciter le donneur a I'aide d’une source lumineuse, qui va a
son tour induire un signal de FRET vers I'accepteur, ce qui va se traduire par une fluorescence spécifique a 665
nm, proportionnelle a la quantité de PARP clivée.

L'activité de la caspase 3 a été dosée aprés 48h de coculture (temps déja connu pour que
I’autophagie induise I'apoptose dans le cas d’'une infection non productive) en présence ou en
absence de différentes drogues (Modéle n°1). En effet, comme nous savons que pour induire
I'apoptose dans ces cellules, 'autophagie doit étre compléte et dégradative, j’ai utilisé un

inhibiteur d’autophagie (BafAl) et un inhibiteur de l'interaction entre la gp120 et le
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corécepteur CXCR4 (AMD3100, démontrée comme inhibant I'autophagie induite par Env) afin

d’empécher la mort de ces cellules et valider notre modeéle d’étude de I'apoptose.

Les résultats présentés dans la figure 29 montre que, lorsqu’on bloque l'induction de
I’autophagie dans ces cellules (avec ’AMD3100), ou lorsque I'on bloque le flux autophagique
lui-méme (BafAl), on observe une inhibition totale du clivage de la PARP dans les cellules

cibles, aprés contact avec Env. (Figure 29)

Clivage de PARP en réponse a Env

Ratio 665/620 nm (Fold inducrion)

0

Contrdle BafAl AMD

H-Env m+Env

Figure 29. La protéine PARP est clivée aprés contact avec Env

La coculture a été effectuée selon le modele n°1 pendant 48h en présence ou en absence de BafA1 (100 nM) ou
d’AMD (10 ug/mL). Les cellules cibles ont ensuite été récupérées puis lysées dans le tampon de lyse du kit. Les
lysats ont ensuite été mis en présence du mélange d’anticorps et incubés 2h a température ambiante. La quantité
de Parp clivée est exprimée grdce au ratio entre I'intensité d’émission a 665 nm sur l'intensité d’émission a 620
nm. Les ratios ont ensuite été normalisés a 1 par rapport au contréle négatif.

3. Les ROS sont impliqués dans la mort des lymphocytes T CD4
induite par Env

a) Env induit la production de ROS

Des résultats obtenus par notre équipe ont montré que Env induit la modulation des niveaux
d’expression de nombreuses protéines anti-oxydantes (Molina et al., 2007). L’équipe a donc
analysé la production de ROS, dans des cellules T CD4 primaires issues de sang de cordon ou

dans des lignées de cellules T CD4 (A2.01/CD4.403), aprés coculture avec des cellules
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exprimant Env (modele 1). Les cellules cibles ont été récupérées aprés contact avec des
cellules effectrices a différents temps de coculture (1 a 3 jours). La présence de ROS a été
mesurée en dosant I'oxydation de la DiHydroRhodamine 123 (DHR123) par cytométrie en flux
dans les cellules cibles. On observe un fort stress oxydatif, traduit par une production élevée
de ROS, dans les deux modeles de cellules T CD4 non infectées aprés leur interaction avec Env

(Molina et al., 2007) (Figure 30).

Cellules T CD4 primaires Lignées de cellules T CD4
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Figure 30. Analyse de la production de ROS intracellulaire
La production de ROS a été mesurée par cytométrie de flux gréce a la DHR123 :
- (A) dans des cellules de sang de cordon
- (B) dans des cellules T CD4 issues de lignées
Les cellules T ont été mises en coculture avec des cellules HEK contrdle ou exprimant Env pendant 1 — 3 jours.
Adapté avec la permission de John Wiley and Sons : Proteomics (Molina et al., 2007), ©2007

b) Les protéines cellulaires totales sont oxydées en réponse a Env

Les ROS sont capables d’induire des modifications oxydatives des protéines en introduisant
des groupements carbonyles au niveau des chaines latérales des protéines. On peut donc
suivre I'oxydation des protéines en quantifiant ces modifications a I'aide d’un oxyblot (kit
OxyBlot Protein Oxidation Detection Kit, Millipore®). Le principe de la détection des
groupements carbonyles repose en effet sur leur dérivation par la 2,4 dinitrophenylhydrazine
227 (DNPH) en dinitrophenylhydrazone (DNP-hydrazone), qui est ensuite reconnue par des
anticorps spécifiques. On utilise ces mémes échantillons, mais non dérivatisés, comme un
contréle négatif : leurs groupements carbonyles ne subissent aucune transformation et ne

sont pas détectables par les anticorps du kit, au contraire des échantillons traités. Afin de
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mesurer I'oxydation du pool de protéines intracellulaires aprés contact avec Env, nous avons
donc quantifié les protéines oxydées dans les cellules cibles (modéle 1) aprés 48h de coculture.
On observe alors une augmentation de la quantité de protéines oxydées aprés contact avec

Env (Figure 31).

Non Dérivatisé
derivatisé

Env ¢l - + - +

rom
- - |

Figure 31. Détection des protéines oxydées en réponse a Env.
La coculture a été effectuée selon le modele n°1 pendant 48h. Les cellules cibles ont ensuite été récupérées puis
lysées dans le tampon de lyse du kit. La quantité de protéine oxydée a été mesurée par Oxyblot, aprés
dérivatisation ou non des lysats cellulaires (contréle négatif).

C) Le blocage des ROS inhibe la mort cellulaire induite par Env

Par la suite, j’ai recherché I'implication des ROS induits dans les cellules cibles aprés contact
avec Env dans la mort des cellules bystanders. Pour étudier le role des ROS dans I'induction
de I'apoptose, j'ai utilisé une molécule anti-oxydante, le NAC (N-acétyl cystéine) qui a la
capacité de piéger les radicaux libres de la cellule. J’ai analysé I'apoptose (clivage de la PARP)
dans des cellules cibles aprés contact avec Env, aprés une coculture de 48h, en utilisant le
modele n°1. La figure 32 montre que, en présence de NAC, on observe une inhibition totale
de I'apoptose induite par Env. Les ROS sont donc bien impliqués dans la mort par apoptose

des cellules T CD4 non infectées en réponse a Env (Figure 32).
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Clivage de Parp en réponse a Env
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Figure 32. Le NAC inhibe la mort cellulaire induite par Env

La coculture a été effectuée selon le modéle n°1 pendant 48h en présence ou en absence de NAC (25 mM). Les
cellules cibles ont ensuite été récupérées puis lysées dans le tampon de lyse du kit. Les lysats ont ensuite été mis
en présence du mélange d’anticorps et incubés 2h a température ambiante. La quantité de Parp clivée est
exprimée grdce au ratio entre l'intensité d’émission a 665 nm sur l'intensité d’émission a 620 nm. Les ratios ont
ensuite été normalisés a 1 par rapport au contréle négatif.

4. Les peroxysomes sont adressés a I'autophagie en réponse a Env

a) Microscopie électronique

Nous venons de voir que les ROS sont impliqués dans la mort par apoptose des cellules T CD4
non infectées en réponse a Env. Des expériences de microscopie électronique a transmission
(TEM) ont été effectuées sur des cellules T CD4 primaires, purifiées a partir de sang de cordon
apres coculture pendant 48h avec des cellules exprimant, ou non, Env (Modéle n°1) afin
d’observer I'induction de I'autophagie induite par Env dans ces cellules cibles. Cette observation
en TEM montre |'existence de structures denses aux électrons a l'intérieur de la double
membrane des autophagosomes, faisant penser a des peroxysomes (Figure 33). La cellule
eucaryote possede plusieurs moyens pour maintenir un état d’oxydation compatible avec la
survie cellulaire. Le peroxysome est un organite qui participe entre autres a la détoxification de

la cellule. 'accumulation de ROS induite par Env pourrait étre due a une absence de
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détoxification de la cellule. Les peroxysomes constituent alors une cible potentielle de

I'autophagie.

-Env + Env

Figure 33. Présence de certaines structures non déterminées dans les autophagosomes en TEM

Des cellules T CD4 ont été purifiées a partir de sang de cordon et mis en coculture avec des HEK (-Env) ou des
HEK exprimant Env (+Env). Elles ont ensuite été observées en microscopie électronique a transmission.

Pour étayer cette hypothese, nous avons donc initié une expérience de microscopie
électronique avec marquage spécifique des peroxysomes (au 3,3’-diaminobenzidine ou DAB)

dans le modéle n°1.

b) Colocalisation entre LC3 et les marqueurs des peroxysomes

Le peroxysome possede de nombreuses protéines enchassées dans sa membrane, parmi
lesquelles les peroxynes (PEX) et les protéines transmembranaires (PMP), que I'on peut donc
utiliser en immunofluorescence ou en western blot pour marquer les peroxysomes. Je me suis
donc aussiintéressée a la localisation des peroxysomes en microscopie a immunofluorescence
afin de mettre en évidence des colocalisations potentielles entre différents marqueurs des
peroxysomes et LC3 (Figure 34). Comme le montre la figure 34, on observe quelques
colocalisations potentielles entre PMP70 ou PEX14 et LC3. Des analyses au microscope

confocale sont actuellement en cours pour confirmer ces résultats.
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PEX14 LC3

Figure 34. Colocalisations potentielles entre PEX14/PMP70 et LC3 en immunofluoresence

La coculture a été effectuée selon le modéle n°1 pendant 48h. Les cellules cibles ont ensuite été récupérées puis
incubées sur des lamelles de polylysine pendant 15 min a 37°C. La fixation a été effectuée en acétone/méthanol
(isovolume) 5 min a -20°C. Les marquages anti LC3, anti PEX14 et anti PMP70 ont ensuite été réalisés. Toutes les
cellules représentées ici ont été en contact avec Env et correspondent a des syncytia. Les fléeches indiquent les
colocalisations potentielles.

c) Dégradation par autophagie des marqueurs de peroxysome en
réponse a Env

Pour confirmer cette hypotheése, j'ai suivi I'expression de plusieurs marqueurs spécifiques des
peroxysomes en réponse a Env dans les 2 modeéles de coculture que nous possédons. J'ai ainsi
pu observer une diminution des niveaux d’expression des protéines PMP70 et PEX14 dans les
cellules cibles, apres contact avec Env (48h de coculture), dans les deux cas. De facon
intéressante, I'ajout de drogues inhibant la dégradation lysosomale ou l'utilisation d’un ARN
interférent dirigé contre Beclin-1, montrent la restauration de I'expression de PEX14 (Figure

35 B et D). Le blocage de lI'induction de I'autophagie par I'utilisation de ’AMD3100 semble
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avoir le méme effet sur les niveaux d’expression de PEX14 (Figure 35 C). Au contraire, en
présence de NAC (molécule anti-oxydante), on n’observe plus de PEX14 (Figure 35 C).
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Figure 35. Quantification des niveaux d’expression de PMP70 et PEX14 aprés contact avec Env

Les figures A, B et C ont été réalisées dans le modele n°1 de coculture, et la figure D dans le modéle n°2 en présence
de différentes drogues (anti-protéases, NAC, AMD3100) ou de siRNA dirigé contre Beclin-1.. Les cellules cibles ont
ensuite été lysées dans du tampon Laemmli et les lysats ont été chargés sur un gel SDS-PAGE. Les niveaux
d’expression de PMP70 et PEX14 ont ensuite révélés par Western Blot gréce a leurs anticorps respectifs. Les
niveaux d’expression ont ensuite été quantifiés par densitométrie et normalisés par rapport au niveau
d’expression de la GAPDH.

C. Discussion

La pexophagie est un mécanisme connu d’autophagie sélective. Comme mentionné dans
I'introduction, c’est une méthode de dégradation des peroxysomes qui dépend de plusieurs
facteurs, a savoir : (i) une protéine du peroxysome qui permet a I'organite d’étre ciblé (par
exemple PEX5), (ii) I'activation de la machinerie autophagique et (iii) I'action de récepteurs de

I"'autophagie sélective spécifiques des peroxysomes comme NBR1 et p62

L'objectif, a terme, est donc d’identifier le ou les récepteurs de |'autophagie sélective
impliqués dans cette dégradation induite par Env. En particulier, nous étudierons le role de
NBR1 et p62 qui ont déja été impliqués dans la dégradation des peroxysomes par autophagie
(Katarzyna and Suresh, 2016). Nous réaliserons des expériences de siRNA permettant
d’inhiber I'expression de p62 ou NBR1 et nous suivrons, dans ces conditions, I'expression des
marqueurs des peroxysomes (PEX14, PEX5, PMP70) en réponse a une induction d’autophagie

par Env. En paralléle, nous étudierons aussi la mort cellulaire afin d’établir un lien entre la
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dégradation sélective des peroxysomes et |'apoptose de ces cellules T CD4 bystanders apres

contact avec Env.

Ensuite, nous chercherons quelle est la protéine peroxysomale qui interagit spécifiquement
avec le récepteur de I'autophagie dans nos modeles de coculture. Il faut noter que PEX5 est
ubiquitinée par la kinase ATM en réponse a un stress oxydatif, ce qui lui permet d’interagir
avec p62 et d’'induire la pexophagie. C'est donc une protéine candidate idéale et nous
vérifierons son interaction avec p62/NBR1 grace a des expériences de GST-Pull Down. Il faudra
aussi vérifier si I'ubiquitination est bien impliquée, a I'aide de mutants de p62/NBR1 délétés
de leurs domaines UBA et PB1. Il faudra aussi prendre en compte le fait que ces deux

récepteurs sont capables de former des hétéro-diméres et donc de coopérer.

Finalement, nous étudierons I'impact de la dégradation sélective des peroxysomes apres
contact avec Env et la mort par apoptose des cellules T CD4. Si notre hypothése est juste,
I'inhibition de I'interaction entre le récepteur autophagique impliqué dans la pexophagie et

sa protéine cible devrait diminuer voire inhiber la mort de ces cellules.

L’étude de la pexophagie dans ce modele d’infection permettra aussi d’avancer dans la
compréhension de mécanismes plus fondamentaux. En effet, bien que les peroxysomes soient
des organites trés importants pour I’homéostasie et la physiologie cellulaire, la pexophagie
est encore trés peu étudiée chez les mammiféres. Malgré les travaux récents réalisés sur PEX5
et son ubiquitination sur la lysine 209 (Zhang et al., 2015), les mécanismes restent encore
flous : en effet, PEX5 peut subir deux autres types d’ubiquitination qui vont, quant a elles,
permettre de recycler PEX5 (Apanasets et al., 2014) ou de la cibler au protéasome (Grou et
al., 2009). Si PEX5 est donc le substrat reconnu par les récepteurs de I'autophagie sélective, il
faudra donc déterminer quelle ubiquitination est importante pour induire la pexophagie et
savoir si d’autres signaux que les ROS sont capables de I'induire. Finalement, quelques travaux
tendent a montrer que p62 et NBR1 ne seraient sans doute pas les seuls récepteurs impliqués :
PEX14 pourrait étre un récepteur transmembranaire comme NIX ou BNIP3 pour la mitophagie,

sachant qu’il interagit directement avec LC3 (Jiang et al., 2015).

Enfin, la séquence d’événements induite par Env, conduisant a I'autophagie n’est pas encore

élucidée et il serait intéressant de la déterminer avec précision. Cela permettrait de progresser
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encore plus dans la compréhension des voies de signalisation conduisant a I’établissement de

la phase SIDA et offrirait de nouvelles cibles thérapeutiques.
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IIl.  Matériel et méthodes

A. Culture cellulaire

Les cellules adhérentes (HEK.293T, HEK.Env et HEK.CD4.CXCR4) ont été cultivées en milieu
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), supplémenté avec 10% de sérum de veau fétal
et des antibiotiques (1% de pénicilline- streptomycine et des antibiotiques de sélection), a
37°C et sous atmosphere de CO; a 5%. Les différentes lignées de cellules en suspension

(A.201.CD4.403 et 8E5) sont cultivées dans les mémes conditions en milieu RPMI.

En particulier, certaines lignées de cellules nécessitent une pression de sélection. C’est le cas
des cellules HEK.Env, qui ont été cultivées avec méthotrexate (2 uM); des cellules
HEK.CD4.CXCR4 cultivées en présence de G418 et de zéocine (respectivement 1 mg/mL et 250
ug/mL) ; et des cellules A.201.CD4.403 cultivées en présence de G418 (1 mg/mL).

Les cellules T CD4 primaires ont été isolées a partir des cellules mononuclées du sang
périphérique et purifiées par une sélection négative a I'aide du kit d’isolation de CD4

(Miltenyi).

B. Transfection

Les cellules adhérentes ont été transfectées avec I'agent de transfection Turbofect en suivant

les recommandations du fournisseur (Fermentas).

C. Réactifs et anticorps

L'autophagie a été induite par traitement des cellules avec de la Torine 1 (Tocris) pendant 3h
(2 uM). Les anti-protéases, (E64 et pepstatine A, Sigma), ont été utilisées a une concentration
de 10 pug/mL pendant 24h pour bloquer le flux autophagique. La bafilomycine Al (BafAl) a été
utilisée pendant 48h a une concentration de 100 nM. L’AMD3100 (Sigma) a été utilisé a
1ug/mL afin d’inhiber la fusion des protéines d’enveloppe a ses récepteurs. Le NAC (N-acétyl

L cystéine, Sigma) est un antioxydant, que nous avons utilisé a 25 mM pendant 48h.
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Les anticorps suivants ont été utilisés : I'anticorps anti-Glutathione-S-Transferase (GST) HRP
(A7340, Sigma); l'anticorps polyclonal de lapin anti-LC3 (L7543, Sigma) ; I'anticorps
monoclonal de souris anti-PMP70 (SAB4200181, Sigma) ; I'anticorps polyclonal de lapin anti-
GAPDH (sc-25778, Santa Cruz) ; I'anticorps polyclonal de lapin anti-PEX14 (GTX129230,

Genetex).

Les anticorps secondaires de souris ou de lapin couplés aux fluorochromes Alexa 488 et 555
ont été utilisés en immunofluorescence. Les anticorps immunoglobulines de souris et de lapin

couplés HRP ont été utilisés en chimioluminescence dans les expériences de Western Blot.

D. HTRF

La quantification de la mort cellulaire a été rendue possible grace a la quantification de la
PARP clivée par la technique HTRF (Cisbio). Les cellules cibles, aprés 48h de coculture avec des
cellules exprimant Env, sont lysées dans le tampon de lyse du kit et incubées 30 min a
température ambiante. Les lysats sont ensuite mis en présence des 2 anticorps spécifiques de
la PARP clivée d’apres les instructions du fournisseur. Les réactions ont été effectuées dans
des plagues blanches 384 puits et le signal est mesuré a I'aide d’un appareil de lecture de la
fluorescence avec monochromateur (TECAN). Les données sont ensuite exprimées sous la
forme d’un ratio calculant I'intensité de fluorescence a 665 nm (émission avec transfert de
fluorescence) sur celle a 620 nm (émission sans transfert), puis multipliées par un facteur

10 000 afin de manipuler plus facilement les ratios obtenus.

E. Analyse par Western Blot

Les cellules sont récupérées aprés centrifugation, et le culot cellulaire est directement
resuspendu dans du tampon Laemmli. Les lysats cellulaires sont alors déposés sur gel prosieve
12% ou un gel pré-coulé et transférés sur membrane PVDF (polyvinylidene). La membrane est
ensuite saturée pendant 45 min, sous agitation, en présence d’un tampon de blocage (PBS-
Caséine 0.5%) des sites non spécifiques. Les anticorps primaires, dilués dans la solution de

blocage, sont incubés a 4°C durant toute la nuit ou 2h a température ambiante. Aprés trois
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lavages au PBS-Tween 0,05%, on ajoute les anticorps secondaires, toujours sous agitation. Les
anticorps secondaires anti-souris et anti-lapin couplés a la peroxydase sont utilisés a
température ambiante pendant 1h. La membrane est ensuite rincée trois fois 10 min avec un
tampon PBS-Tween 0,05%. La révélation est effectuée avec un kit ECL par chimioluminescence
et a I'aide d’une caméra G-BOX (Syngene imaging system). L'intensité des bandes révélées est
quantifiée par le logiciel fourni avec la caméra (Genesys de Syngene). La GAPDH a été utilisée

comme controle de charge.

F. OxyBlot

Les protéines sont lysées puis dosées a |'aide d’un test Bradford. On utilise ensuite 50 ug a 10
ug/uL de lysats par échantillon que I'on solubilise en présence de SDS 6% et d’une solution de
DNPH fournie dans le kit durant 15 min a température ambiante. La réaction est ensuite
arrétée al'aide d’une solution de neutralisation fournie dans le kit également. Les échantillons
sont ensuite dilués dans du bleu de Laemmli (mais pas chauffés) et chargés sur un gel SDS-

PAGE. L’anticorps primaire (du kit) est utilisé au 1/150°™¢ et I'anticorps secondaire au 1/300.

G. Immunofluorescence

Lors des différentes expériences, les cellules cibles, lorsqu’elles sont adhérentes, sont
cultivées sur des lamelles de verre. Au contraire, lorsqu’elles sont en suspension, les cellules
cibles sont ensuite adhérées sur des lamelles de verre recouvertes de polylysine. Aprées lavage
au PBS, les cellules sont fixées pendant 5 min a -20°C a I'aide d’une solution d’acétone-
méthanol (isovolume) puis lavées trois fois en PBS. Les anticorps primaires sont ensuite
préparés en tampon de blocage (Saponine 0.1%, Sérum de veau feetal 1%, PBS) et incubés
1h30 sur les cellules. Puis on lave les lamelles au tampon de blocage 3 fois et on incube les
cellules avec les anticorps secondaires pendant 1h a I'abri de la lumiére. On effectue un lavage
au PBS, puis un lavage a I’eau et enfin on incube les lamelles 1 min avec une solution de DAPI
pour marquer les noyaux. Apres un lavage final au PBS, les lamelles sont montées sur les lames

de microscope a I'aide de Prolong (Thermo).
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H. Evaluation de la production de ROS

Les cellules cibles sont récupérées et sont incubées dans du tampon HBSS en présence de 0,86
mM de Dihydrorhodamine 123 (DHR123) pendant 15 min a 37 °C. Il s’agit d’un fluorochrome
lipophile sensible au peroxyde d’hydrogéne (H202) qui pénetre facilement dans la cellule. Une
fois dans la cellule, la DHR123 est donc oxydée par les ROS en un composé fluorescent, la

rhodamine 123. La fluorescence est ensuite rapidement mesurée a 543 nm.

Microscopie électronique a transmission

Apreés 2 jours de coculture en présence de Env, les cellules cibles (modele 1) sont fixées dans
une solution de glutaraldéhyde 2,5% en tampon phosphate 0,1M, pendant 1h a 4°C. Apres
lavages en tampon phosphate, les cellules subissent ensuite deux post-fixations en acide
osmique 1%, puis en acide tanique 0,5%. Les échantillons sont déshydratés puis infiltré sur un

bain oxyde de propyléne/epon.

J. Statistiques

L’analyse de la variance des résultats a été effectuée apres une transformation arc sinus des
données lorsque les pourcentages ont été comparés. Les différences sont considérées

significatives a *P<0.05, **P<0.01 et ***P<0.001.

127



Discussion générale

128



Discussion générale

Discussion géneérale

129



Discussion générale

130



Discussion générale

La notion de sélectivité dans la dégradation autophagique est en plein essor, notamment dans
les processus d'immunité. En effet, 'autophagie est un mécanisme de défense cellulaire a part
entiére, qui va cibler spécifiquement les pathogenes afin de les éliminer. L’évolution a permis
aux pathogénes, viraux en particulier, de s’adapter a ce processus de défense. Les interactions
entre I'autophagie et le VIH illustrent trés bien cette notion et sont trés complexes car elles
dépendent a la fois du type cellulaire ciblé par le virus et du statut infectieux de la cellule
(infection productive ou abortive). Dans les lymphocytes T CD4, qui sont la cible privilégiée du
virus, I’équipe dans laquelle j'ai effectué ma thése a montré que I'autophagie est induite par
Env dans les cellules T CD4 non infectées. Lorsque I'infection devient productive, I'autophagie
est alors bloquée par le virus. Par contre, les macrophages, autre population cellulaire ciblée
par ce virus, ne présentent aucun signe d’autophagie en réponse a Env dans les conditions
étudiées, alors qu’elle est induite dans les macrophages infectés. Le virus, dans ces cellules,
utilise I"'autophagie pour se répliquer et échappe a la dégradation en bloquant les étapes
dégradatives du processus. Finalement, dans les cellules dendritiques, I'autophagie est
rapidement inhibée par Env qui active la voie mTOR : cela va permettre au virus de limiter les
réponses immunitaires activées a son encontre. De maniére intéressante, on voit bien que
plusieurs protéines virales sont capables de moduler I'autophagie, que ce soit pour I'induire
(Env, Nef), ou l'inhiber (Env, Tat, Vif, Nef), selon le type cellulaire (Figure 36). Les relations
entre I'autophagie est le VIH sont donc complexes et dépendent de chaque situation.

Les liens entre autophagie et VIH s’illustrent aussi a travers ce que I'on observe chez les
patients. En effet, les patients qui parviennent a contréler I'infection méme en absence de
thérapie présentent des taux élevés d’autophagie dans leurs cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) (Nardacci et al. 2014). L’autophagie pourrait donc contribuer, chez ces

« contrOleurs », a limiter la réplication virale.
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Figure 36. Effet des protéines virales sur I'autophagie

En rose, les protéines qui induisent I’'autophagie, en jaune celles qui I'inhibent.
CD4 : lymphocytes T CD4 ; M : macrophage, DC : cellule dendritique

Lors de la premiére partie de ma these, j’ai pu montrer que la protéine virale Tat est une cible
spécifique de la dégradation par autophagie via son interaction avec p62. Le VIH bloquerait
donc l'autophagie dans les lymphocytes T CD4 afin d’éviter la dégradation de son unique
transactivateur et d’assurer sa réplication et sa dissémination. Tat est, en effet, absolument
nécessaire pour la transcription des genes viraux et donc pour la syntheése de nouvelles
particules virales. Cette dégradation de Tat est spécifique grace a l'intervention du récepteur
autophagique p62, qui est une protéine connue pour adresser spécifiquement les protéines
et les organelles ubiquitinées a la dégradation par autophagie, via son interaction avec les
protéines de la famille Atg8. Dans le cas du transactivateur Tat, nous avons montré que cette
interaction ne dépend pas de son ubiquitination ; elle est donc médiée par un mécanisme non
conventionnel. Il est important de noter que la capside de SINV ne nécessite pas non plus
d’étre ubiquitinée pour étre spécifiquement ciblée a la dégradation par autophagie. Il serait
donc extrémement intéressant d’élucider ce mécanisme de reconnaissance des substrats via
p62, qui est indépendant de l'ubiquitine.

Les résultats préliminaires obtenus lors de la seconde partie de ma thése montrent le réle que
I'autophagie sélective pourrait jouer sur le processus de mort cellulaire induite par Env dans
les cellules T CD4 ou le virus n’a pas réussi a établir une infection productive. Cet aspect est
particulierement important puisqu’on sait que la mort de ces cellules dites « non infectées »

(ou bystanders), est majeure dans I'établissement de la phase SIDA. De plus, le role majeur de
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Env dans cet effet a largement été caractérisé. Nous avons montré que Env induit également
un stress oxydatif dans les cellules cibles non infectées et que ce stress est impliqué dans leur
mort par apoptose. De plus, nous avons observé que plusieurs marqueurs des peroxysomes
sont dégradés dans les mémes conditions. Les peroxysomes étant des organelles chargés de
détoxifier la cellule, nous avons formulé I'hypothése que I'autophagie, induite par Env, conduit
a la dégradation sélective des peroxysomes, entrainant I'accumulation d’especes oxydées

dans les cellules cibles et ainsi, leur mort par apoptose.

L’autophagie sélective aurait donc un réle central au cours de l'infection par le VIH-1: d’'une
part, dans les cellules T CD4 infectées, puisqu’elle serait capable de bloquer la réplication du
virus ; d’autre part, dans les cellules non infectées, car elle participerait a la déplétion des

lymphocytes T CD4 et donc a I'établissement de la phase SIDA.

Afin de progresser dans la compréhension du réle de 'autophagie sélective au cours de
I'infection par le VIH, nous avons mis au point un crible protéomique afin d’identifier les
facteurs cellulaires et/ou viraux qui interagissent avec p62 et qui sont dégradés sélectivement
par autophagie dans les différents contextes d’infection (résultats non montrés dans ce
manuscrit car trop préliminaires). L'utilisation de différents types cellulaires pour réaliser ces
cribles permettrait de connaitre les profils de dégradation par autophagie dans les différentes
cellules cibles du virus. Les résultats qui seront obtenus a I'issu de ces expériences permettront
d’obtenir une vue d’ensemble des conséquences de I'induction d’autophagie par le VIH-1. En
effet, jusqu’a présent, de nombreux travaux attestent de l'importance du processus
autophagique au cours de l'infection par le VIH dans différents contextes cellulaires.
Cependant, a I'exception de son réle sur la protéine virale Tat, les cibles spécifiques de la
dégradation autophagique au cours de l'infection par le VIH n’ont jamais été recherchées. Il
serait intéressant, dans le contexte d’une infection productive, d’ajouter de la Torin 1
(inducteur d’autophagie), afin de restaurer I'autophagie inhibée par le virus et d’identifier les
protéines qui auraient été dégradées si le virus n’avait pas bloqué ce processus antiviral. De
plus, notre équipe a montré que la protéine virale Vif du VIH est un des facteurs viraux
capables de bloquer I'autophagie dans les cellules T CD4, permettant ainsi la production de

nouvelles particules virales. Il serait intéressant d’identifier les protéines dégradées par
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autophagie au cours de l'infection par un virus délété du géne Vif. De plus, ces expériences de
criblage en protéomique devraient aussi nous permettre de mettre en évidence les facteurs
impliqués dans la mort par apoptose des lymphocytes T CD4 non infectés, processus majeur
conduisant au SIDA. Enfin, nous savons que p62 n’est pas le seul récepteur de I'autophagie
sélective. En effet, d’autres récepteurs sont eux aussi impliqués dans la virophagie (comme
NDP52) et la pexophagie (comme NBR1). Il serait donc judicieux de rechercher également

leurs partenaires d’interaction au cours de I'infection par le VIH.

De par son implication dans les mécanismes d’'immunité innée, il ne serait pas surprenant que
la modulation de I'autophagie au cours de l'infection par le VIH ait des conséquences
importantes dans les processus de co-infection observés chez les patients. En France, 30 %
des personnes séropositives au VIH sont co-infectés par un des virus des hépatites (HBV/HCV).
Les hépatites ne sont pas les seules pathologies associées au VIH et on observe aussi beaucoup
de co-infections avec différents types d’agents pathogenes comme Mycobacterium
tuberculosis (bactérie), Toxoplasma gondii (parasite), Candida albicans (champignon) ou des
herpesvirus (notamment CMV et HSV-1). Le blocage de I'autophagie induit par I'infection par

le VIH pourrait en effet favoriser la multiplication de ces pathogenes intracellulaires.

Au-dela de leur importance dans I'infection par le VIH, I’étude des mécanismes impliqués dans
la physiopathologie de cette infection pourront étre transposés a I’étude de I'interaction entre
I'autophagie et d’autres familles de virus et permettre, a terme, de proposer de nouveaux
outils thérapeutiques. L’étude de I'autophagie dans ce modele d’infection est d’autant plus
intéressante, car elle permet d’avoir plusieurs cas de figure selon le type cellulaire ciblé et le
statut infectieux de la cellule. Ainsi, j'ai pu étudier le role de I'autophagie dans la mort
cellulaire alors que ce processus est traditionnellement décrit comme cytoprotecteur. De
méme, 'infection par le VIH permet d’étudier plusieurs types d’autophagie sélective, parmi

lesquelles la virophagie et la pexophagie, qui sont en plein essor.

Enfin, I'’étude de I'autophagie sélective au cours des infections virales n’est encore que trés
peu caractérisée. Il serait néanmoins intéressant de rechercher les liens entre ce type
d’autophagie, le stress oxydatif et I'infection par le VIH. En effet, outre la dégradation sélective
de Tat via p62 (Sagnier et al., 2015), des études ont montré que Nrf2 et le stress oxydatif sont

modulés par certains virus, ce qui offre un lien supplémentaire entre autophagie et infections
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virales, sachant que p62 est fortement impliqué dans la voie Nrf2-Keap1 (Komatsu et al. 2010).
On sait que le VIH induit un fort stress oxydatif chez les patients infectés (Pace & Leaf 1995).
Plus particulierement, il a été montré que Tat, qui est I'une des protéines capable d’induire un
stress oxydatif, permettrait aussi d’augmenter I'expression et I'accumulation de Nrf2. A son
tour, Nrf2 va induire la synthése de molécules anti-oxydantes qui vont avoir un effet négatif
sur la transactivation du LTR du VIH par Tat (Zhang et al. 2009). L’induction de cette réponse
anti-oxydante n’est pas suffisante pour contrer le virus, néanmoins, elle offre des pistes
thérapeutiques intéressantes via la modulation de ces molécules anti-oxydantes qui peuvent
inhiber la transactivation du virus. p62, en séquestrant Keapl, favorise cette réponse anti-
oxydante : la modulation de I'autophagie sélective permettrait donc a la fois de favoriser la

dégradation de Tat et d’augmenter les réponses anti-oxydantes.

Le modele du réle de I'autophagie, et plus spécifiquement de I'autophagie sélective, dans
I'infection par le VIH-1 est donc trés important puisqu’il pourra aider a répondre a plusieurs
questions concernant le réle de l'autophagie dans des mécanismes plus fondamentaux

comme la mort cellulaire, la réplication virale ou la réponse au stress oxydatif.
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ABSTRACT

A consensus is now growing on the fact that
autophagy can behave as an antiviral mechanism
against incoming pathogens. Therefore, some
pathogens have evolved to counteract or benefit
from the cellular autophagy machinery. The
Human Immunodeficiency Virus (HIV), like
many viruses, manipulates autophagy to favor its
replication. In particular, HIV-1 envelope (Env)
plays an important role in modulating autophagy
in CD4" T cells and phagocytic cells. Env-
mediated autophagy is a cell-type dependent
mechanism activated in bystander CD4" T cells
but totally inhibited during their productive
infection. In both infected myeloid dendritic
cells and macrophages, the autophagy flux is
progressively shut-down. The modulation of
autophagy by HIV in these cell types could be
responsible for the onset of HIV-mediated
immunopathogenesis and contribute to viral
spread. The former effect is responsible for
apoptosis of bystander CD4" T cells and the latter
correlates with a viral escape strategy favoring
viral replication and transmission by counteracting
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autophagy-mediated antiviral immunity. Furthermore,
HIV-1 can infect different cell types of the central
nervous system such as the microglia and, in a
restrictive manner, the astrocytes and the neural
precursors for which infection has also been
correlated with modulation of autophagy. The
aim of this review is to provide an overview on
the intricate and conflicting relationships that
intimately link HIV-1 and autophagy in these
different cell types.

KEYWORDS: HIV-1, autophagy, infection

1. INTRODUCTION

Despite more than 30 years of intense basic and
clinical studies on HIV infection, the scientific
challenge remains, since 35 million people are
still living with HIV worldwide (data from
UNAIDS, 2013). Although tremendous success
has been achieved to date in the treatment
(HAART, highly active antiretroviral therapy), no
cure has yet been found, mainly due to viral
resistance and persistence of viral cell reservoirs.
It has progressively become clear that HIV
infection is highly complex, explaining the
failure to cure this disease. HIV infection induces
the early establishment of a chronic immune
activation that plays a crucial role in HIV
pathogenesis by triggering progressively the
exhaustion and collapse of the whole immune
system ([1] for review). Moreover, this infection
triggers the progressive depletion of CD4" T cells,
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leading to increased susceptibility to opportunistic
infections [2-4]. A residual chronic immune
activation persists even in HIV-infected patients
in whom viral replication is successfully inhibited
by HAART, and the extent of this residual
immune activation is associated with CD4" T cell
loss [5]. However, a causal link between chronic
immune activation and CD4" T cell loss has not
yet been formally demonstrated.

During sexual transmission, viruses cross
epithelia and encounter their target cells, mainly
CD4" T cells, dendritic cell (DC) subsets and
macrophages. CD4" T cells, macrophages and
only a small proportion of DC are productively
infected. Most of the DC capture the virus via cell
surface C-type lectin receptors, such as DC-SIGN,
and migrate toward lymph nodes or other
secondary lymphoid organs, where they can
transmit HIV-1 to CD4" T cells [6]. HIV also
crosses the blood-brain barrier (BBB) and enters
the central nervous system (CNS) early after the
initial systemic infection, leading to cognitive
deficits known as HAND (HIV-associated
neurocognitive disorders) that appear in up to
50% of HIV patients in the later stages of
infection [7].

In most instances, to enter and productively infect
a target cell, HIV must bind to CD4 and specific
co-receptors, like CCRS or CXCR4, belonging to
the chemokine receptor family and related to viral
tropism (For a recent review see [8]). Co-receptor
usage is correlated, at least in part, with the
different phases of the disease. R5-tropic viruses,
which utilize CCRS5, are predominantly represented
during the early stages of HIV-1 infection. In
infected patients, the emergence of X4-tropic
variants, which use CXCR4, is almost invariably
associated with faster decline of circulating CD4"
T cells, accelerated disease progression and
poor prognosis for survival [9, 10]. However, the
presence of X4 viruses is not an obligatory
prerequisite for disease progression and a
significant proportion of individuals who progress
to AIDS exclusively harbors RS variants. The
selective and dominant transmission of R5-tropic
viruses is not fully understood, but it may depend
on the superimposition of multiple imperfect
gatekeepers that restrict HIV-1 X4 transmission at
different steps of the infection process [11].

In this review, we detail the past and recent
research aimed at investigating the complex
interplay between the cellular autophagy pathway
and HIV infection.

1.1. CD4" T cells

CD4" T lymphocytes represent the main target
cell population for HIV-1 infection [12, 13] and
their progressive destruction is the hallmark of its
associated disease [14]. CD4" T cell activation is
thought to be a major factor in facilitating HIV-1
infection of these cells [15, 16].

CD4" T Ilymphocytes constitute a highly
heterogeneous population divided by functional
and phenotypic differences, and their activation,
immune status and localization directly influence
their susceptibility to HIV-1 infection and the
consequent viral-mediated immunopathogenesis.
They can be broadly divided into naive and
memory subsets, and both subsets are composed
of many subpopulations. Upon microbial infection,
naive CD4" T cells are activated after their
interaction with DC carrying and presenting
specific pathogen-derived antigens. Depending on
the cytokine environment and the source of
antigens, the antigen-specific CD4" T lymphocytes
can then rapidly proliferate and differentiate into
several cell subsets with highly specialized
immunologic functions, such as Thl, Th2, Th17
and regulatory T cells [17]. Quiescent naive and
resting CD4" T cells were reported to be relatively
resistant to HIV-1 infection [16, 18] possibly
due to the low metabolic rate and antiviral
mechanisms present in these cells [19, 20]. On the
other hand, non-quiescent memory CD4" T cells
were shown to support active HIV-1 replication
with differences in their half-life, mainly
depending on their maturation level [21, 22].
Although the majority of these cells die rapidly, a
small proportion can undergo a transition toward a
resting state [23]. Nevertheless, rapidly after acute
infection, viral dissemination to lymphoid tissues
and exponential HIV-1 replication throughout the
lymphatic system lead to the depletion of most
mucosal CD4" memory T cells [24-28] and to the
subsequent establishment of reservoir cells in
mucosa-associated lymphoid tissues (MALT)
[29-31]. Importantly, this major effect was observed
in non-human primate models [32-34] as well as



HIV-1 and autophagy

in humanized mice models of HIV infection
[35, 36]. Therefore, resting memory CD4" T cells
could represent a significant viral reservoir
seemingly responsible for the failure to eradicate
HIV infection upon antiviral therapies [24, 37-40].

Interestingly, an immature memory T cell
population with stem cell-like properties called
CD4" T memory stem cells (Tscy cells), the most
long-lasting central memory CD4" T cells, were
reported to harbor high levels of HIV-1 DNA,
thus potentially providing a viral reservoir over
time [41].

HIV-1 entry in CD4" T cells relies mainly on a
receptor-dependent process, leading to the fusion
of the target cell membrane with the viral or the
HIV-infected cell membrane [42]. More precisely,
the HIV-1 envelope (Env), expressed at the
surface of free virions or infected cells and
composed of the glycoproteins gp120 and gp4l,
binds to CD4. This interaction triggers structural
changes leading to increased exposure of gpl20
regions (including the V3 loop) that can bind to
the co-receptors, mainly CCR5 or CXCR4 [43].
Finally, interaction of gp120 with the co-receptor
induces a structural rearrangement of the trans-
membrane Env-subunit gp41 and insertion of the
fusion domain at the N-terminus of gp41 into the
target cell membrane. At this stage, gp41 adopts
a trimeric extended pre-hairpin intermediate
conformation before the formation of a stable six-
helix bundle structure, thus facilitating virus/cell-
to-cell fusion. Although occurring with cell-free
viruses, the efficiency of HIV-1 infection is
higher when the virus is delivered through cell-to-
cell contacts upon formation of the so-called
virological synapses (VS) [44-49]. Indeed, DCs
and macrophages, the first cells encountering
HIV-1, efficiently transmit HIV-1 to CD4" T cells
through these synaptic structures in which viral
proteins and cellular receptors were shown to be
polarized. This way of spread also occurs between
HIV-1-infected and uninfected CD4" T cells [44,
50]. Notably, cell-to-cell fusion can lead to the
formation of giant, multinucleated cells [3] called
syncytia, which could precede apoptotic events
in vitro [51]. In vivo, syncytia could generate
long membrane tethers, thus facilitating viral
dissemination [52].

During HIV-1 infection, many different
mechanisms seem responsible for the death of
infected and uninfected CD4" T cells. However,
during the prolonged, asymptomatic phase of the
disease, the death of uninfected bystander CD4"
T cells is thought to be the main cause of CD4"
T cell depletion. It is now well admitted that the
gp41-mediated fusion process triggers activation
of the intrinsic pathway of apoptosis, with
activation of the caspases 9 and 3 [53-56].
Recently, abortive HIV-1 infection occurring in
the vast majority of bystander quiescent CD4"
T cells, was shown to be responsible for an
inflammatory form of cell death called pyroptosis,
with activation of caspase 1 and release of
inflammatory cytokines [57, 58] upon viral DNA
sensing by the interferon-y-inducible protein 16
(IF116) [59, 60].

1.2. Macrophages

Macrophages are terminally differentiated, non-
dividing cells, derived from circulating monocytes.
They are present in most tissues with different
denominations, e.g. microglia in the brain,
alveolar macrophages in the lung, or Kupfter cells
in the liver. Although circulating monocytes are
relatively resistant to HIV-1 infection, macrophages
can be productively infected and play important
roles in the different phases of HIV-1 infection. In
addition, they have been reported to be resistant to
HIV-1-induced cytopathic effects, thus representing
a significant viral reservoir population which can
survive for a long time [61].

First, they act as antigen presenting cells (APC),
leading to the presentation of HIV-1-derived
peptides via major histocompatibility complex
class II (MHC-II) and MHC class I (MHC-I)
molecules to CD4" and CDS' T cells, respectively
(for review see [62]). HIV-1-infected macrophages
can also attract CD4" T cells through secretion of
cytokines, thus favoring HIV-1 transfer upon cell-
to-cell contacts or directly influencing viral spread
by migrating and infiltrating other organs,
including the brain.

Like CD4" T cells, macrophages express the main
HIV receptors and co-receptors and can thus be
infected by X4-tropic or R5-tropic viruses. However,
they are more frequently and efficiently infected
by HIV-1 RS strains, which exploit low levels of
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CD4 and/or CCRS to enter macrophages [63, 64].
While macrophages express HIV-1 receptors,
allowing viral entry via gp4l-mediated plasma
membrane fusion, the low level of CD4 seems
to favor virus uptake through endocytosis,
presumably due to the barrier formed by the actin
cortex and the presence of intrinsic antiviral
factors [65]. The favored model for productive
HIV-1 entry in these cells would rely on
endocytosis via lipid microdomains of the plasma
membrane containing CD4 and CCRS, and the
efficient gp41-dependent fusion after endocytosis,
therefore allowing viruses to escape degradation
[66-68]. This complex and yet unclear pathway
was called “pathway of HIV endocytic entry in
macrophages” (PHEEM) [66, 67]. Alternatively,
productive infection of macrophages may occur
after endocytosis of HIV-1 through a CD4-
independent mechanism, although the inherent
mechanisms are not yet fully elucidated and most
of the incoming virions are mainly degraded by
this way [69].

Additional cellular membrane receptors were
described to support HIV-1 entry in macrophages,
including syndecan, a heparin sulfate proteoglycan
[70, 71]; gp340, a cysteine-rich scavenger receptor
[72]; the macrophage mannose receptor [73-75];
elastase [76]; and a-v-integrin [77] supposedly by
facilitating viral attachment, binding, entry and/or
fusion. Another potential membrane ligand of
HIV-1 is annexin II, which is expressed on the
membrane of macrophages, but not of T cells.
Annexin II, which binds to phosphatidylserine
(PS), an anionic phospholipid captured during
HIV-1 budding, contributes to the early events of
macrophage HIV-1 infection [78]. Other candidate
host cell surface proteins that are incorporated in
HIV-1 membranes and are potentially needed for
HIV-1 entry might include CD28, CD44, and
CD62L [79].

In infected macrophages, striking observations
were reported on infectious viruses accumulating
in cytoplasmic virus-containing compartments
(VCCs), the nature of which is still debated.
Although first described as internal compartments
that possess the characteristics of late endosomes/
multivesicular bodies (LEs/MVBs), these VCC
are not acidified with a fraction of them connected
to the plasma membrane [80-82]. Are these

compartments required to maintain a viral
reservoir or do they represent a potential source
for a rapid transfer of viral infection? The answer
to this will require further investigation but an
interesting recent report demonstrated that
targeting these VCCs with antibodies directed
against CD36 could block HIV-1 release and viral
transfer toward CD4" T cells [83].

1.3. Dendritic cells

The two main DC subsets in the blood can be
identified based on specific receptor expression.
The most represented subset, although constituting
only 0.5% of the whole peripheral blood
mononuclear cells, belongs to the conventional or
myeloid DC (¢cDC or myDC) and is usually
characterized by the specific expression of CDlc
(BDCA1) or CD141 (BDCA3) in parallel to
myeloid markers like CD11c, CD13 and CD33.
These cells migrate rapidly to inflamed tissues
and secrete high levels of cytokines (like IL-6,
IL-12, IL-15) and chemokines (CCL17, CCL22
for example) in response to microbial stimuli.
Plasmacytoid DC (pDC) represent a rarer subset
of cells (0.1-0.2% of the whole PBMC) mainly
characterized by a plasma cell morphology and
the specific expression of CD303 (BDCA2),
CD304 (BDCA4/Neuropilin-1) and CD123 (IL-3
Receptor alpha-chain). Although pDC share some
common markers, they are thought to be from
lymphoid origin and were previously coined as
interferon (IFN)-producing cells (IPC) due to their
unique ability to rapidly secrete massive amounts
of type 1 IFN following viral stimulation (for
review see [84]), thus placing these cells at the
forefront of innate immune response initiation.

Environmentally exposed surfaces of the body are
privileged sites for other unique DC subsets. The
human epidermal and mucosa upper layers are
homogeneously populated with Langerhans cells
(LC) mainly characterized by the specific
expression of the C-type lectin receptor (CLR)
CD207 (Langerin) whereas the subjacent layers
present various dermal DC subsets (dDC), some
of them expressing CD209 (DC-SIGN).

Although all these subsets could differ in
phenotype and functions, one of their hallmarks is
their propensity to regulate innate and adaptive
immunity. Indeed, most of these subsets express a
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plethora of pathogen recognition receptors (PRR)
facilitating their antigen sampling activity and
contributing to their quickness in efficiently
igniting adapted immune responses.

There is now increased evidence that mucosal
DC subtypes, macrophages and CD4" T cells are
involved in the early events of HIV transmission
[85, 86]. Indeed, in non-human primate models of
simian immunodeficiency virus (SIV) infection,
while CD4" T cells would represent the majority
of infected cells, mucosal DC could be carriers
of infection and amplify viral transmission rates
[87-90]. Some reports also evidenced the involvement
of other DC subsets early after acute infection and
seemingly contributing to viral spread. In fact,
pDC and myDC were shown to be recruited to
infected tissues via the secretion of specific
chemoattractants like CCL20 or thymic stromal
lymphopoietin (TSLP), respectively [91, 92].
Activation of these DC subsets on site would lead
to secretion of other chemokines (CCL3, CCL4
etc.), thus fueling the infected tissues with CD4"
viral target cells and also contributing to the onset
of immunopathogenesis linked to chronic immune
activation. Indeed, recent reports clearly evidenced
a systemic redistribution of pDC to mucosal
tissues of chronically infected macaques [93, 94]
which could account for the chronic immune
activation. Accumulation of pDC and myDC was
also observed in lymphoid tissues of chronically
HIV-infected patients [95].

Although most myeloid DC subsets appeared to
be refractory to productive HIV infection, these
cells can readily capture and internalize virions
via different receptors expressed at the surface.
All DC subsets express the main HIV receptor
CD4 and the co-receptors CCRS and CXCR4,
although the levels of expression vary depending
on the subsets [96-99]. It is now becoming clear
that productive HIV-1 infection of most DC
subsets is profoundly impeded at a post-entry
level due to the expression [100, 101] and
phosphorylation status [102, 103] of the deoxy-
nucleoside  triphosphate  triphosphohydrolase
SAMHDI1, an important regulator of the
intracellular dNTP pool [104-106]. DC subsets
also possess other important antiviral activities
affecting different steps of the viral replication
cycle [107-110]. Although not supposed to lead to

an efficient productive infection, there are other
portals for viral entry via binding to other
receptors, some of them being specifically
expressed in DC subsets. Indeed, carbohydrate-
binding receptors are widely expressed on all DC
subsets and were reported to represent the
dominant HIV-envelope receptors in myeloid DC
[111, 112]. Some of these receptors, like CD209
(DC-SIGN), CD206 (Mannose receptor), CD207
(Langerin) or CLEC4A (DCIR) belong to the
C-type lectin receptor (CLR) family and were
demonstrated to internalize HIV and regulate DC-
mediated viral transmission toward CD4" T cells
[112-115]. Interestingly, most of these CLR were
also reported to contribute to immune responses
upon pathogen capture and internalization [116-
120]. Outstandingly, targeting antigens to DC via
these CLR was reproducibly showing enhanced
humoral and cellular immune responses thus
rendering this approach attractive for innovative
prophylactic strategies [118, 121, 122]. However,
some of these CLR can be used by HIV to escape
immune recognition and to favor viral spread. For
instance, upon internalization into DC, some
virions can escape lysosomal-mediated degradation
and remain over time in a tetraspanin-rich
compartment [123], suggested to be a source for
viral transfer toward CD4" target T cells. The
complexity of HIV entry into DC and the inherent
intracellular viral trafficking require further
investigation in order to find potential treatments
able to tackle the early events of HIV infection
and transmission.

1.4. Neuronal cells

The BBB isolates the CNS from the blood stream
and thus may favor viral escape from immune
surveillance and persistence for pathogens that
have the ability to cross this cellular structure.
HIV can access the CNS soon after the initial
infection by using cells of the immune system
such as T cells and macrophages, a process coined
“trojan horse” [124, 125]. Once in the brain, HIV
infects and replicates in macrophages and microglial
cells as well as, in a restrictive manner, in
astrocytes and neural precursors (NPCs). Following
this neuronal invasion, and in correlation with the
viral load, cognitive deficits known as HIV
associated neurocognitive disorder (HAND) will
appear in up to 50% of HIV patients [126].
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Due to the lack of CD4 expression, neurons are
not direct targets for HIV infection. Nonetheless,
neurotoxicity is found in HAND patients and is
associated with lower quality of life and decreased
lifespan. In the most severe cases, patients
develop HIV-associated dementia (HAD), which
is one of the most important complication
associated with AIDS. In this light, HAD closely
resembles pathologies such as Alzheimer’s and
Parkinson’s diseases [127-129].

It is commonly accepted that HAND results from
two intertwined effects due to viral and host
factors. By infecting cells of the circulating and
local immune systems, HIV triggers neuro-
inflammation associated with selective neuronal
apoptosis, mostly through chemokine and cytokine
release [130, 131]. Moreover, some viral proteins
such as gp120 and Tat can induce specific signals
that are associated with neurotoxicity [132-135].
Notably, these proteins can directly interact with
neurons, be internalized and activate signaling
cascades.

As delivery of HAART in the CNS can be poorly
efficient, infected brain cells are often referred
to as reservoirs for HIV and thus represent
particularly important therapeutic targets.

Microglial cells are considered as the equivalent
of resident macrophages in the brain and represent
10-15% of glia cells [136]. They are distributed in
a widespread manner in the brain and spinal cord
but occupy a defined territory. After activation,
they can change their morphology, migrate,
proliferate and phagocyte. They are the main brain
target for HIV as they represent the main source
of active HIV infection in the CNS [130, 137].
Like macrophages, they can be directly activated
by HIV infection, or by the interaction of viral
proteins or host factors released by surrounding
infected cells. In turn, activated microglia cells
will secrete host factors such as chemokines,
cytokines and excitatory amino acids that will
have key roles in HIV-associated neurotoxicity
[130, 137, 138].

Astrocytes are the most abundant cell type in the
brain and can be infected by HIV but harbor non-
productive infection. Only a small population of
astrocytes seems to be infected and the exact
relevance in HAND mechanisms is still poorly

described. Evidence suggests that the BBB

integrity will be impaired by infected astrocytes
[139].

NPCs have the ability to generate neurons and
glial cells both during development and
adulthood. Indeed, adult neurogenesis allows, in
defined regions of the CNS, the generation and
integration of new neurons, which can modulate
existing neuronal networks and complex cognitive
tasks such as learning and memory. Contrary to
fully differentiated neurons, HIV has been shown
to infect developing and adult NPCs. These cells
are also believed to act as a major reservoir for
HIV [140]. Moreover, infected NPCs have been
shown to be able to differentiate into astrocytes,
which still contain viral genomes and therefore
allow (restrictive) viral replication [141, 142].
Here also, viral proteins may have a direct effect
on NPCs: gpl20 is shown to trigger mental
retardation in rodent models [143] and induces
quiescence in NPCs [144] and cell cycle arrest
in adult NPCs [145], whereas Tat is reported
to affect NPC proliferation and differentiation
[146, 147].

To fight invading microorganisms, such as HIV-1,
the cells have a combination of essential defense
mechanisms. One of the most ancient and powerful
mechanisms is autophagy, a dynamic and tightly
regulated pathway that degrades intracellular
components upon fusion with lysosomes.

2. Autophagy

Autophagy is a fundamental and highly regulated
lysosomal degradation mechanism which is
dependent on specialized autophagy-related proteins
(Atgs) [148]. This mechanism plays essential
physiological roles in survival, homeostasis and
development. It is also involved in the defense
against invading intracellular pathogens and acts
in both innate and adaptive immunity. Autophagy
can be classified into at least three different types:
macroautophagy, microautophagy and chaperone-
mediated autophagy (CMA) [149]. Macroautophagy
is the major lysosomal route for the turnover of
cytoplasmic constituents, and will be hereafter
referred to as autophagy. It is characterized by a
highly dynamic flux initiated with the formation
of intracellular isolation membranes, called
phagophores. The origin of the membranes is still
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highly debated and may involve different sources
such as endoplasmic reticulum (ER), mitochondria,
Golgi, plasma membrane and recycling endosomes
[149]. Phagophores engulf cytoplasmic material
through membrane elongation and the formation
of autophagic vacuoles, called autophagosomes
[148, 150, 151]. Then, autophagosomes fuse with
lysosomes to form autolysosomes. Before this
step, autophagosomes can also fuse with endosomes
to form amphisomes, making a direct connection
between the endo-lysosomal and autophagic
pathways. Upon degradation of the sequestered
material by lysosomal hydrolases, constituents are
recycled through lysosomal transporters toward
the cytosol [152, 153]. It is important to note that
several autophagy-related proteins might have
autophagy-independent functions, including cell
division, cell death, regulation of the inflammatory
immune response and resistance to pathogens
[154-156].

Several specific protein complexes are successively
involved in this process (Figure 1) (for reviews,
[157-159]). The first complex involved in the
initiation step of autophagy is the ULKI/2
complex, composed of ULK1/2, Atgl3, AtglOl
and FIP200 ([160, 161] for review). It is under the
control of the mammalian target of rapamycin
(mTOR) complex 1 (MTORCI1) [162], which
represses autophagy under nutrient rich conditions
whereas, in most instances, AMP-activated
protein kinase (AMPK) activation can inversely
promote autophagy initiation ([161] for review).
Of note, The ULKI1/2 complex controls the
trafficking of Atg9 from the plasma membrane to
phagophores [163].

The second complex is composed of class III
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3KC3), Beclin 1,
p150 and Atgl4L, which produces an autophagy-
specific pool of phosphatidylinositol 3-phosphate
(PI3P) [164, 165]. Several additional proteins
interacting with Beclin 1 ensure a timely and
spatial regulation of PI3P formation during the
autophagy process. These proteins can act as
autophagy repressors, such as Bcl-2 present in the
ER, or as autophagy stimulators, such as Ambra 1
[166], WIPI2 [167] and DFCP1 (double FYVE
domain containing protein 1) [168] and are the
major effectors of the PI3P produced.

Two unique ubiquitin (Ub)-like conjugation
systems drive the elongation and closure of the
phagophore. In the first conjugation system,
Atgl2 is conjugated to Atg5, in a reaction
mediated by the El-like enzyme Atg7 and the E2-
like enzyme Atgl0 [169]. However, in contrast to
the conventional ubiquitin conjugation system, no
specific and exclusive E3-like enzyme has been
discovered so far. Another autophagy-related
protein Atgl6L1, was demonstrated to interact
with the Atgl2-AtgS conjugate in order to
regulate the localization of the protein complex to
isolation membranes while also specifying the site
of LC3 lipidation. The second conjugation system
is quite unusual by the fact that proteins of the
Atg8 family could be directly conjugated to the
lipid phosphatidylethanolamine (PE) through a
mechanism controlled by Atg7 and Atg3, another
E2-like enzyme [170, 171]. In humans, the Atg8
family comprises three microtubule-associated
protein, 1 light chain 3 (LC3A, B and C), one
gamma-aminobutyrate receptor-associated protein
(GABARAP) and three GABARAP-like proteins
(GABARAPL1-3) that can be linked to PE [172].
However, only LC3B has been extensively
studied, and will be hereafter referred to as LC3.
Interestingly, the Atgl2—Atg5 conjugate acts as
an E3 for the conjugation of LC3 to PE [173].
LC3 is synthesized as pro-LC3 and is very rapidly
processed by the protease Atg4 to expose its C-
terminal glycine [174, 175]. During autophagosome
formation, this cytosolic, soluble form of LC3
called LC3-I, can be conjugated to PE to generate
the lipid-conjugated form of LC3, or LC3-II,
which becomes tightly associated with the
autophagosomal membrane while the Atg5-Atgl2
conjugate is removed from the vesicle. Importantly,
LC3-II can also return to an unlipidated state via
the proteolytic activity of Atg4, suggesting that
this process could be reversible. Other autophagy-
related proteins, like UV radiation resistance
associated (UVRAG) and ATGY9 were described
to participate in autophagosome formation via
their contribution in recruiting the PI3KC3-
Beclinl complex to the autophagic precursor
structures [176]. Of note, Atgl4L. and UVRAG
bind to Beclin 1 in a mutually exclusive manner
and ATG14L was shown to be critically required
for autophagy induction [177, 178]. The UVRAG-
Beclin 1-PI3KC3 complex seems to modulate the
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Figure 1. Overview of the autophagic pathway.

The autophagic process begins by the formation, in the cytoplasm, of a double membrane called the phagophore.
This structure elongates and sequesters cellular constituents such as organelles, proteins and pathogens. After the
phagophore closure, the vacuole called autophagosome can fuse with a lysosome in order to digest and recycle the
sequestered material. Autophagy is connected to endocytosis because autophagosomes can fuse with endosomes, to
form amphisomes, which then fuse with lysosomes.

Three signaling complexes are involved in the induction, the elongation and the closure steps of autophagy, leading
to the formation of autophagosomes:

- The ULK complex, composed of ULKI1/2-Atgl3-FIP200-Atgl01, responsible for autophagy initiation, is
regulated by the mTOR kinase.

- The class IIT PI3Kinase, associated with p150 and Beclin 1 (core complex), is responsible for the formation of
the phagophore. Ambral and Bif-1 are essential for induction of autophagy, through direct interaction with
Beclin 1 and UVRAG, respectively, whereas Bcl-2 binds to Beclin 1 and disrupts the Beclin 1-associated PI3K
class III complex, thereby inhibiting autophagy.

- Two ubiquitination-related conjugation systems leading to the formation of the Atgl2-Atg5-Atgl6L complex
and the LC3-II-PE complex, are required for the elongation and closure of the autophagosome. Atgl2 is
conjugated to Atg5 by the action of the E1 enzyme Atg7 and the E2 enzyme Atgl0. The resulting conjugate
forms a complex with Atgl6L. Likewise, Atg8, which is first processed by Atg4 is conjugated to a lipid, the
phosphatidylethanolamine (PE), by the action of Atg7 and the E2 enzyme Atg3. The Atgl2-AtgS-AtgloL
complex acts as an E3 ligase facilitating the conjugation reaction of Atg§8 to PE.

The core complex containing UVRAG, is also involved at the level of fusion between autophagosomes and
lysosomes. Rubicon inhibits this step by acting on UVRAG.
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expansion and curvature of autophagosomal
membranes, with the transient association of
Bif-1 to UVRAG [179]. Another UVRAG-Beclin
1-PI3KC3 complex plays a major role in the
maturation step of autophagy [176, 180, 181]
which could be negatively controlled by the RUN
domain-containing protein Rubicon [178].

Autophagy has long been considered to be a
nonselective bulk degradation pathway. However,
there is growing evidence that it can act as a
selective pathway leading to the degradation of
specific organelles, such as mitochondria and
peroxisomes, misfolded proteins and protein
aggregates as well as pathogens. By definition, the
selectivity should rely on a specific recognition
of potential substrates. Indeed, this function is
supported by cargo receptors that bind to both
“eat-me” signals and Atg8 family members
present on the autophagosomal membrane. The
“eat-me” signals are generally molecules of
ubiquitin, with the exception of galectin-8 present
on bacteria [182]. Binding to Atg8 family engages
a specific motif called a LC3-interacting region
(LIR), with the general sequence W/F/YxxI/L/V
preceded by acidic residues [183-188]. The first
selective autophagy receptor to be identified was
p62 (SQSTMI1) [187, 189, 190], and then the
related neighbor of BRCA1 gene 1 (NBR1) [191],
nuclear dot protein 52 kDa (NDP52) [192] and
optineurin [193]. A noncanonical LIR motif
termed CLIR, which preferentially binds to LC3C
was identified in the NDP52 sequence [194].
Several autophagy receptors specific for the
degradation of mitochondria, termed mitophagy,
have also been discovered ([195] for review).

2.1. Autophagy during viral infections

Autophagy is usually activated rapidly after a
viral infection by different mechanisms depending
on both viruses and host cells. The interaction
between the virus and its receptors can directly
trigger autophagy. This is the case for the
attenuated strains of the measles viruses for which
engagement of its cellular receptor triggers
autophagy [196]. Furthermore, viral entry relying
on a fusogenic envelope protein can also induce
autophagy, as it is the case for HIV-1 and as
described in section 3, subsection 3.1.1. Also,
many viral infections trigger a cellular stress, such
as ER stress, due to accumulation of unfolded

proteins, cell damage, production of reactive oxygen
species (ROS), and/or mitochondrial depolarization,
leading to autophagy induction. It was also
recently shown that activation of RNase L during
viral infections induces autophagy [197]. Autophagy
could as well be induced upon engagement
and stimulation of various pattern recognition
receptors (PRR), including several Toll-like
receptors (TLR) and the double-stranded RNA-
dependent protein kinase (PKR) [198, 199]. Viral
proteins can also induce autophagy. For example,
the non-structural measles virus protein C was
shown to participate in autophagy induction upon
viral replication [200] and the hepatitis C virus
(HCV) nonstructural proteins 4B (NS4B), 5A
(NS5A) and 5B (NS5B) were shown to co-localize
with autophagosomal membranes or autophagy-
related proteins and positively regulate autophagy
initiation [201, 202]. Recently, a study from the
group of F. Randow demonstrated that the influenza
viral protein M2 can redirect LC3 toward the
plasma membrane supposedly to facilitate virion
budding and stability [203]. Interestingly, viral
replication concomitantly with the synthesis of
viral proteins can increase energy requirements,
thus triggering autophagy [204]. Finally, autophagy
is indirectly triggered by IFN-y which supports its
role in innate immunity, hence contributing to
inflammation by facilitating an IFN-y response
and signal transduction [205].

Since autophagy is a fundamental and general
process involved in fighting viral infections, the
viruses have evolved strategies to counteract or to
exploit autophagy for their own benefit ([204,
206-209] for reviews). In this review, we intend to
describe several mechanisms by which viruses can
manipulate autophagy. However, the relationship
between a virus and the autophagy response is
often more complex. Indeed, autophagy can be
differentially subverted by viruses depending on
target cells and viral strains. Pathogens can also
sequentially block or control autophagy during
their life cycle or take advantage of the formation
of autophagy membrane while blocking the later
step of lysosomal-mediated degradation. Ultimately,
viruses can also interfere with several autophagy-
related proteins without acting on the canonical,
autophagy process. Because autophagy is involved
in a complex cross-talk between cellular homeostasis
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and apoptosis, usurping or modulating autophagy
could therefore benefit viruses in controlling the
survival of infected cells.

2.2. Autophagy as an antiviral mechanism

Autophagy is an essential pathway of host defense
against viral infection that can degrade entire
viruses or specific viral proteins by a process
termed xenophagy [210].

There are growing reports on autophagy-dependent
lysosomal-mediated degradation of viruses or
viral components. Indeed, the autophagy pathway
was reported to restrict infection in vivo by herpes
simplex virus 1 (HSV-1) [211], sindbis virus
(SIN) [212] and rift valley fever virus (RVFV)
[213], although these observations were not fully
recapitulated when investigating viral replication
in vitro. This apparent discrepancy could be
explained by the cellular-dependent context as
well as by potential antiviral countermeasures
developed by those viruses. Indeed, the importance
of autophagy in antiviral immunity is strongly
supported by the countermeasures and adaptations
that viruses have evolved to dysregulate or limit
specific steps of autophagy. For example, the viral
protein ICP34.5 from HSV-1 and some viral
proteins encoded by the y-herpesviruses (HV68
M11, KSHV vBcl-2) were reported to inhibit
autophagy through a physical interaction with
Beclin 1, thereby impeding autophagy initiation
(reviewed in [214]). The conjugation of LC3 to
PE was also shown to be impaired upon binding
of the FLICE-like inhibitory protein (FLIP),
encoded by the kaposi sarcoma-associated virus
(KSHV), to Atg3 [215]. Later stages of autophagy,
and  particularly  fusion = with  lysosomal
compartments, could also be targeted by viruses
as evidenced by the action of the HIV viral
protein Nef [216], the influenza virus matrix
protein 2 (MP2) [217] or the hepatitis B virus X
protein (HBX) [218]. Additionally, human
cytomegalovirus (HCMV) infection of human
fibroblasts was reported to inhibit autophagosome
formation [219, 220] and vaccinia virus (VV)-
mediated aberrant conjugation system and LC3
lipidation were suggested to be the cause of
autophagy inhibition [221]. Also, recent reports
on human papillomavirus-16 (HPV-16) infection
revealed that viral envelope-mediated signaling

events leading to activation of the mTOR pathway
correlated with inhibition of autophagy [222].
This would, however, need confirmation because
in the same time another study reported a HPV-
16-mediated induction of antiviral autophagy
upon infection of primary human keratinocytes
[223].

Furthermore, specific degradation of wviral
components by autophagy has been described for
only three viruses, the sindbis virus (SIN), the
chikungunya virus (CHIKV) and the herpes
simplex virus I (HSV-I). The sindbis capsid
protein was shown to be targeted for autophagy
degradation via the interaction with p62 and with
the participation of the HECT domain-containing
E3 ligase, Smad-ubiquitin regulatory factor 1
(Smurfl), also important for the mitophagy
process [224]. Smurfl also appeared to be
required for the degradation of HSV-I, but
seemingly dispensable for general autophagy.
Interestingly, the Ub E3 ligase domain of Smurfl
is dispensable for its function in selective
autophagy. In the same way, it has been shown
that p62 binds to ubiquitinated capsid of CHIKV
and targets it to autophagic degradation [225].

Besides the direct role of autophagy in degrading
viruses or viral components, autophagy can also
stimulate the production of antiviral cytokines
through production of type-I IFN. Indeed, in a
cell-dependent context, virus-induced autophagy
was shown to be important for the delivery of
viral nucleic acids to endosomal and cytosolic
PRR, thus contributing to the global innate
immune response against invading pathogens.
Interestingly, while autophagy was shown to be
required for type I IFN secretion in response to
DNA-immune complexes [226], a recent study
reported that autophagy-related proteins could
also be involved in the negative feedback regulation
of innate immune responses due to the direct
interaction between the cytosolic DNA sensor
cyclic GMP-AMP (cGAMP) synthetase (cGAS)
and Beclin-1 [227]. At a glance, the underlined
mechanisms reveal a high level of complexity but
the coincidental relationship between autophagy,
inflammation and antiviral innate immunity
warrants, undoubtedly, further investigation to
appreciate all the parameters and cellular factors
linked to autophagy involved in such processes.
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While autophagy can be an important component
of innate antimicrobial immunity, it is becoming
clear that this pathway and associated autophagy-
related proteins are readily involved in the
regulation of antigen processing and adaptive
immune responses. It is already known that MHC-
II-mediated presentation of endogenous antigens
was dependent on cytoplasmic proteases, including
the proteasome and calpain as well as non-
proteasomal proteases [228, 229]. Interestingly,
previous studies reported that autophagy was
regulating the trafficking of the invariant chain li,
a specialized MHC 1I chaperone, towards endo-
lysosomal compartments [230] and an inhibitor
of autophagy could prevent MHC-II-mediated
presentation of the biosynthesized endogenous
fifth component of mouse complement C5 [231].
This suggests that autophagy flux modulation was
regulating the intracellular antigen flux toward
lysosomal compartments before reaching MHC-II
molecules. Thereafter, major publications reported
that autophagy flux modulation was indeed
influencing MHC-II  cross-presentation  of
endogenous antigens [232-235], reinforcing the
hypothesis of a non-proteasomal proteolytic
machinery involved in cytosolic or nuclear antigens
presentation by MHC-II molecules. Further
consolidating evidence came from data showing
that the viral protein MP1 from influenza fused to
LC3 led to an increased MHC class II-mediated
antigen presentation to influenza-specific CD4" T
cell clones [236]. These observations were
supported by other models of viral infection [235,
237-239], bacterial infection [234, 240, 241] and
even in the context of thymocytes selection driven
by intracellular self-antigens loaded on thymic
epithelial cell MHC-II molecules ([242-244] and
see Figure 2). Of note, another autophagy-related
process, CMA, was also reported to facilitate
MHC-II-mediated presentation of cytoplasmic
antigens in B cells via the lysosomal Lamp2A/
Hsc70 complex [245].

Autophagy-related organelles and proteins were
also known to intersect with internalized pathogens
and endocytic trafficking [246-248], possibly
also involving this pathway in extracellular
antigen presentation. Indeed, it seems clear now
that autophagy can also regulate conventional
MHC-II-mediated antigen presentation [249-254],
MHC-I-mediated presentation of endogenous

antigens [238, 255, 256] and also MHC-I cross-
presentation of antigens derived from dying or
tumor cells [257, 258]. All these data therefore
support a more selective process regulating
autophagy-mediated antigen presentation, although
the mechanisms brought into play in such a
process require further investigation.

Interestingly, some recent reports shine some light
on the possible involvement of cell surface PRR
in driving specificity toward autophagy-mediated
lysosomal degradation which could thus regulate
antimicrobial immunity [249, 259].

2.3. Autophagy as a pro-viral mechanism

Several data converge toward the fact that viruses,
mainly RNA ones, can use autophagy-related
organelles as replication platforms, thereby
promoting viral replication. Interestingly, some of
them, including coxsackievirus B3 [260, 261] and
rotavirus [262] are able to induce autophagy while
blocking the fusion between autophagosomes
and lysosomes to avoid their degradation. Some
viruses, including dengue virus, poliovirus and
CHKV seem to require the whole autophagy
process in defined cell types, i.e., the acidic
maturation step (for review [263]), while others
might require only components of cellular
autophagy, like for the murine hepatitis virus
(MHV) [264] although this was not confirmed by
others [265].

Induction of programmed cell death is also an
important host defense mechanism against
intracellular pathogens. Indeed, for a multicellular
organism, it is advantageous to let infected cells
die to thwart viral replication and dissemination.
Considering the numerous interconnections between
autophagy and apoptosis [266], and the fact that
autophagy was already shown to contribute to cell
survival after different stresses, including infections
[209], virus-induced autophagy may thus counteract
the antiviral effect of apoptosis by keeping
infected cells alive until the viral replication cycle
has been completed. This phenomenon was shown
for several viruses, such as the human parvovirus
B9, the influenza A virus, CHIKV, and SIN,
as they can downregulate apoptosis through
activation of autophagy [212, 267-269].

Autophagy is also a recycling pathway that
provides free amino acids or fatty acids from
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degradation of proteins or lipids, respectively.
These new metabolites are then reused either as
sources of energy or building blocks for the
synthesis of new macromolecules. The dengue
virus is the only one described until now that
exploits the recycling function of autophagy. Its
infection induces lipophagy (selective degradation
of lipids droplets by autophagy) and thus release
of free fatty acids, which undergo B-oxidation in
mitochondria to generate adenosine triphosphate
(ATP) [270].

Even if many viruses may utilize autophagy to
degrade host restriction factors or to maturate
proteins involved in the viral life cycle, the data
available are very few. One example is the
cleavage of the capsid protein VPO of the
poliovirus in autolysosomes, leading to the
maturation of a noninfectious virus to an infectious
one [271].

3. Autophagy during HIV-1 infection

Data on the relationships between HIV-1 and
autophagy are still fragmentary and further
investigation is required. However, from the
current literature, autophagy is recognized as an
important anti-HIV-1 process manipulated by the
virus for its own replication. This process is at the
center of the innate and adaptive immune
responses against HIV-1. Its regulation depends
on the cell type (CD4" T cells, macrophages or
dendritic cells) and the status of the cells (i.e.,
infected or non-infected cells). However, several
Atgs including Atg7, Atgl2, Atgl6L, and
GABARAPL2 appear to be required for HIV-1
infection [272] and strikingly, autophagy is
also responsible for Env-mediated apoptosis of
bystander CD4" T cells.

3.1. Regulation of autophagy in CD4" T cells
3.1.1. Autophagy in uninfected CD4" T lymphocytes

HIV-1 infection is characterized by a progressive
decline in the number of CD4" T lymphocytes in
untreated infected patients, ultimately leading to
AIDS. Several mechanisms induced by HIV-1
infection are involved in the death of these cells
by apoptosis, and Env exerts a major role in this
process. HIV-Env can be considered as a
pathological ligand as its interaction with cellular
receptors (CD4, CCRS or CXCR4) constitutes the

primary interface between viruses and CD4"
T cells. Interestingly, the majority of cells dying
during HIV-associated disease progression are not
infected. In accordance, several studies have
demonstrated that infected cells expressing Env at
the cell surface, are able to induce apoptosis of
bystander uninfected CD4"™ T lymphocytes upon
binding to either CXCR4 or CCRS5 [56, 273-275].

There are multiple cross-talks between autophagy
and apoptosis. We have demonstrated that
Env expressed on HIV-infected cells induces
autophagy, subsequently required to trigger CD4"
T cell apoptosis [276]. Indeed, the blockade of
autophagy at different steps, by either drugs (3-
methyladenine or Bafilomycin Al) or by short
interfering RNAs specific for beclin 1/atg6 and
atg7 genes, inhibited the Env-induced apoptotic
process. Even if the presence of CD4 and the co-
receptor on uninfected target cells was required
for Env-mediated autophagy, this process was
independent of these receptors signalling pathways
but rather depended on the gp4l fusion activity
[277]. Both hemifusion and complete fusion,
which leads to the formation of syncytia triggered
autophagy in bystander CD4" T cells. Notably, the
deletion of the C-terminal part of gp41 enhanced
Env-induced autophagy and apoptosis [277].

Recently, Doitsh et al. have identified a new
mechanism of uninfected CD4" T cell death
during HIV-1 infection called pyroptosis, defined
as a caspase-1-mediated cell death involving the
release of pro-inflammatory cytokines. Pyroptosis
could be triggered by abortive viral infection in
quiescent lymphoid CD4" T cells [58]. It would
be interesting to analyze the possible involvement
of autophagy in pyroptosis-associated uninfected
CD4" T cell death.

3.1.2. Autophagy in productively infected CD4"

T lymphocytes

After its entry in CD4" T lymphocytes, the RNA
viral genome of HIV-1 is retro-transcribed into
DNA before integration into the host cell genome.
In quiescent naive CD4" T cells, this last step does
not occur and in this case, autophagy-dependent
cell death would occur. In contrast, activated
CD4" T cells are permissive to HIV replication
with de novo production of wviral particles.
Interestingly, in these productively infected CD4"
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T cells, autophagy appeared to be completely
blocked [278-280]. Indeed, after a co-culture
between target CD4" T cells and HIV-1-infected
cells, two target cells populations were observed:
a population of highly autophagic uninfected cells
and a population of productively infected cells in
which autophagy was impaired. Moreover, the
level of LC3-II and Beclin 1 were dramatically
decreased in the population of productively
infected cells [279, 280]. These results suggested
that a newly synthesized viral determinant,
produced after the provirus integration step, was
able to block autophagy [279]. Interestingly,
induction of autophagy in productively infected
CD4" T cells with drugs acting on the MTORC1
complex, decreased the production of new viral
particles (our unpublished data), indicating that
autophagy could behave as an anti-HIV process,
however counteracted by the virus in order to
replicate efficiently. To date, the mechanism by
which HIV-1 could interfere with this essential
cellular pathway is still under investigation. As
seen before for other viruses, the way to
understand the relationship between HIV-1 and
autophagy is seemingly paved with complexity.
Indeed, data from a genome-wide RNAi screen
[272] and silencing of 30 candidate cofactors
[281] indicated that HIV-1 replication in cells
might require the presence of several Atgs (Atg7,
GABARAPL2, Atgl2, and Atgl6L). A very
recent study underlined the role of several Atgs, in
particular Atg5 and Atgl6, in HIV-1 replication in
CD4" T cells [282].

It is worth noting that autophagy-related proteins
can also function independently of the autophagic
process, and this aspect has to be taken in
consideration when trying to decipher the link
between autophagy, autophagic proteins and
HIV-1 infection.

3.2. Regulation of autophagy in macrophages

3.2.1. Autophagy in uninfected macrophages

In contrast to bystander CD4" T cells, autophagy
induction was not observed in uninfected cells
from the monocyte/macrophage lineage after
contact with cells expressing HIV-1 R5 or X4
Env, although these cells were definitely
susceptible to autophagy induced by pharmacological
means [279]. The state of differentiation was

seemingly not responsible for their intrinsic
resistance to Env-mediated autophagy. Furthermore,
Van Grol et al. demonstrated that the absence of
autophagy observed in these target cells could be
due to the simultaneous activation of Src-Akt
and STAT3 by HIV-1 Tat and IL-10, pathways
previously known to inhibit autophagy [283]. As
Tat upregulates IL-10, the release of Tat from
HIV-1- infected cells in the presence of increased
concentrations of IL10 can lead to a blockade of
autophagy in neighboring, uninfected macrophages,
independently of the presence of Env and Nef
[283]. HIV-1 Tat was also shown to perturb IFN-y
signaling in monocytes through the suppression of
STATI1 phosphorylation [284] and consequently
inhibiting MHC-II antigen expression. Recently,
Li and collaborators demonstrated that Tat could
suppress IFN-y-induced autophagy in primary
macrophages [285], suggesting that inhibition
of autophagy could impair the immune defenses
by blocking the antigen processing for the
recognition and killing of intracellular pathogens.
This result correlated well with the physiopathology
of HIV-1 infection. Indeed, macrophages do not
undergo Env-mediated apoptosis and are not
subjected to depletion during HIV-1 infection.
However, it raises many unsolved questions,
including why the fusogenic function of gp4l
induces autophagy only in CD4" T cells and why
Tat and IL-10 do not inhibit autophagy in the
bystander CD4" T cells. While further investigation
is needed to elucidate these major differences, one
hypothesis would rely on the differential gp41-
induced perturbations triggered at the membrane
of macrophages or CD4" T cells. Indeed, HIV-1
can enter macrophages by endocytosis, and
additional  specific interactions with  host
membrane molecules following Env binding to
the receptor/co-receptor could be involved
(described in the paragraph 1.2.). The functions of
these two types of cells are also highly different,
and macrophages are more prone to autophagy
triggering than CD4" T cells, which may also
explain the observed differences.

3.2.2. Autophagy in productively infected
macrophages

Conversely, in cells from the monocyte/macrophage
lineage, autophagy is induced following
productive infection through contact with HIV-1
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X4 or R5-infected effector cells [279]. Surprisingly,
two populations of autophagic cells are present:
one highly autophagic and the other weakly
autophagic, and viruses could be detected in the
weakly autophagic cells but not in the highly
autophagic cells, suggesting that autophagy
might still be controlled by HIV-1 in these cells to
avoid degradation. Interestingly, the early steps of
autophagy promoted HIV-1 production since
blockade of this process dramatically decreased
the quantity of HIV-Gag p24 [216, 279]. In
addition, the HIV-1 precursor Gag was found in
complexes with LC3 and was also present in
LC3-II-enriched membranes, suggesting that
autophagy could favor Gag processing and thus
production of viral particles [216]. In contrast, the
degradative step of autophagy behaves with anti-
HIV-1 activity and therefore, needs to be
controlled by the virus to prevent its degradation.
Indeed, blockade of the degradative step of
autophagy increased HIV-1 production [216,
279]. Interestingly, the auxiliary HIV-1 protein
Nef was shown to play a major role in the
inhibition of the degradative stage of autophagy
by binding to Beclin 1 [216]. Nef also interacted
with immunity-associated GTPase family M
(IRGM), a protein known to play an autophagy-
dependent anti-bacterial function [286-288] and to
bind to several key proteins of the autophagy
process such as Atg5 and Atgl0 [289]. Nef/IRGM
interaction promoted autophagosome accumulation
and improved HIV-1 replication [289]. In contrast,

its absence is detrimental for viral production.
IRGM also triggers autophagy in cells infected
by other RNA viruses, such as Hepatitis C virus
(HCV) and Measles virus (MeV), suggesting that
different RNA virus families use similar strategies,
involving IRGM, to fine-tune autophagy to their
own benefit.

In addition to HIV-1 proteins expressed through a
transcript initiating from the promoter-harboring
5’ long terminal repeat (LTR) region, antisense
transcription leads to expression of the antisense
protein ASP [290-293]. This protein is unstable
in mammalian cells and seems to multimerize
in vitro. ASP partially colocalizes with LC3 and
preliminary data suggest that expression of ASP
induces autophagy in the promonocytic U937 cell
line and increases viral replication [294]. One
hypothesis is that ASP might induce autophagy
but then get degraded by autophagy as already
shown for the human T-lymphotropic virus
(HTLV) protein Tax, thus imposing a positive
feedback on its own stability [295].

3.3. Regulation of autophagy in DC

As mentioned above, the autophagy pathway can
behave as an important effector of DC-mediated
antiviral immunity. In the context of HIV-1
infection of DC, an exhaustion of autophagy-
related organelles was rapidly observed upon viral
challenge [249]. Interestingly, this was paralleled
with the appearance of the compartmentalized virus
evidenced hours after viral challenge [249, 250].

Legend to Figure 2. Crosstalks between autophagy and the immune systems during viral infection.

A. Autophagy and innate immunity: Autophagy can directly degrade intracellular pathogens after their
sequestration in autophagosomes (xenophagy). It can also stimulate the production of type 1 IFN by allowing
the delivery of viral nucleic acids to TLR7-containing endosomes.

B. Autophagy and adaptive immunity: Pathogenic antigens can be presented to CD4" T lymphocytes by MHC 11
molecules after fusion of autophagosomes with MHC Il-containing endosomes. Autophagosomes can allow the
delivery of pathogenic antigens to MHC I molecules for a cross-presentation to CD8" T lymphocytes.

C. Autophagy and homeostasis of the immune system: Autophagy is involved in both the positive and negative
selection of CD4" T lymphocytes, and in the differentiation and maintenance of B and T lymphocytes.

Legend to Figure 3. Interactions between HIV-1 and autophagic proteins.

The figure shows the complex relationship between the different HIV-1 and autophagic proteins in the different
cellular types that constitute the HIV-1 target cells. The figure also illustrates the different autophagy modulation
behavior of HIV-1 on its target cells according to their infection status (i.e. whether they were infected or not).
Pathways leading to inhibition of autophagy are indicated in red, and those triggering autophagy are indicated

in green.
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Of note, there is now a growing line of evidence
that autophagy-related organelles can intersect
with internalized virions and behave as an early
antiviral mechanism in myeloid cells [249, 296,
297]. Even more interesting is the observation that
DC-SIGN level of expression was linked to
autophagy flux induction [298] and the receptor
could traffic through autophagy-related organelles
early upon engagement [249, 259]. The link
between CLR and autophagy therefore warrants
further investigation and might be of interest for
future therapeutic strategies aiming at enhancing
DC antiviral immune responses.

Autophagy exhaustion correlates with a signaling
cascade induced early upon HIV-envelope
binding, leading to the activation of mTOR, a
well-known inhibitor of autophagy flux initiation.
However, the exact mechanism and upstream
signaling effectors require further investigation.
mTOR kinase is a target of numerous converging
signaling pathways with implications on cellular
growth, transcription and translation synthesis,
autophagy flux regulation and cell survival (for
review see [299]). Interestingly, there are now
growing evidences that mTOR function and
signaling are intriguingly connected to another
amino acid sensor pathway converging toward the
general control nonderepressible-2 (GCN-2)
kinase. Of note, a link between inhibition of TOR
signaling and activation of Gen2 to phosphorylate
elF20 has been demonstrated in yeast [300]. In
mammalian cells, some studies also reported some
potential crosstalk between both pathways,
although never related to DC-mediated antiviral
immunity [301, 302] but still with implications in
protective innate immune and stress responses
upon bacterial infection [303, 304]. Outstandingly,
GCN2 was recently reported to be a target of
HIV-1 infection [305, 306] and was shown to
exert antiviral effects against RNA viruses [307].
It would thus be of interest to decipher the
potential crosstalk of the mTOR and GCN2
pathways in the context of HIV-1 infection of DC
and subsequent immune responses.

In DC, reduction of autophagy was shown to
impair TLR-mediated innate immune response
[249] while also strongly affecting antigen
processing and MHC-II-mediated antigen
presentation to CD4" T cells in vitro and in vivo

[249, 252]. Autophagy involvement in innate
immunity was previously reported in pDC with
the evidence that cytosolic viral replication
intermediates could be transported into the
lysosome by the process of autophagy and also
regulate IFN-y secretion upon TLR7-mediated
ssRNA recognition [308, 309]. Future studies on
upstream cellular factors influencing viral trafficking
through endocytic compartments linked to immune
responses and intersecting with autophagy-related
organelles are therefore required to better understand
viral recognition mechanisms in DC, which could
help in the design of vaccines.

3.4. Regulation of autophagy in neuronal cells

There is now compelling evidence that defects in
neuronal intracellular trafficking is linked to
neuropathologies [310]. In this light, the autophagy
pathway is playing a key role in neuronal
homeostasis as it is involved in clearance of
protein aggregates that accumulate during aging
and damaged organelles. Defects in this process
are commonly found in neurodegenerative disorders
[311]. Consistent with this, the autophagy machinery
has been proposed to participate in HAND, even
though conflicting data have been reported.
Studies in patients and in transgenic mice expressing
gp120 under an astrocyte-specific promoter have
shown alteration in the autophagic pathway [312].
Young (under 50 years of age) patients had an
increase in the level of key autophagy markers
such as LC3 and Beclin 1, whereas these markers
were decreased in older patients, suggesting a
modification of the autophagy process during
disease progression [312]. This report showed
that aged gpl20-expressing mice had reduced
expression of autophagy markers and increased
neurodegeneration compared to aged control
animals [312]. Similarly, decreased autophagy has
been reported in HIV-infected patients and SIV-
infected monkeys [313]. Supernatant from SIV-
infected microglia also led to decreased autophagy
and alteration of autophagosome formation [314].
However, another study showed increased
autophagic markers in HIV patient post-mortem
brain samples, as well as in a neuronal cell lines
exposed to gpl20 [315]. Notably, increased
expression/detection of markers such as LC3 can
also be explained with a perturbed autophagic flux
and not only with a global increase of autophagy.
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Moreover, as reported recently, disease
progression may interfere differently with the
autophagic pathway [312], highlighting the
balance between the role of autophagy in neuronal
homeostasis and in pathogen defense. In this light,
the viral load in the blood stream and therefore
the severity of neurocognitive defects (i.e. the
neurotoxicity) could switch this balance.

The exact mechanisms of how HIV brain
infection does alter the autophagic pathway are
still under characterization. More mechanistic
studies are therefore needed to determine the
exact role of autophagy in HAND and HAD, and
in particular in which cell types this process is
impaired. As HIV can infect various brain cells
but not neurons, other neurotoxic factors, viral
proteins included, may also interfere with
neuronal autophagy. Interestingly, Tat was
reported to modulate the endolysosomal and
autophagy system in primary neurons [316],
whereas recombinant gpl20 was suggested to
increase autophagosome formation in neural cells
[315].

Finally, autophagy is emerging as a key pathway
regulating aging. As stated earlier, defects in
autophagy have been reported in pathologies such
as Alzheimer and Parkinson’s diseases. Notably,
there is now compelling evidences that HIV
patients developing HAND have symptoms
usually associated with an aging brain and
increased susceptibility to neuropathologies such
as Alzheimer disease. Whether the dysregulation
of autophagy observed in HAND and HAD
patients has a direct effect on this process is
therefore a pertinent question.

4. CONCLUSION AND PERSPECTIVES

Taken together, these results, presented in the
Figure 3, suggest a complex, cell-type specific
relationship between HIV-1 and the autophagic
response, and highlight the complexity of HIV-1
pathogenesis.

Development of drugs acting on autophagy to
treat HIV-1 infection is not yet achieved but
several in vivo and in vitro data suggest that
drugs that activate autophagy and/or inhibit the
degradation step of autophagy may improve
future prophylactic and therapeutic strategies by

enhancing the immune responses [297, 317-320]
and may be used as antiviral compounds in
association with HAART.

First, sirolimus (rapamycin, Rapamune), a
compound that strongly activates autophagy
through inhibition of mTORC1 pathway,
enhances the viral effects of HIV treatment.
Sirolimus represses HIV-1 replication in vitro
through different mechanisms including, but not
limited to, the down regulation of CCRS [321,
322]. Although this was very surprising due to the
known immunosuppressive action of sirolimus,
the rapamycin effects might differ depending on
the cell type targeted.

Moreover, the group of B. Levine demonstrated
that an autophagy activator peptide, composed of
the Tat transduction domain attached to an 18
amino acids sequence derived from the protein
Beclin 1 that binds to Nef, decreases HIV-1
replication in vitro [297]. Finally, chloroquine, a
compound that blocks the fusion between
autophagosomes and lysosomes, reduced HIV-1
replication in vitro and the DC-DIGN-mediated
HIV-1 transfer to CD4" T cells [323].

Modulation of the autophagy flux might thus
be part of the currently developed therapeutic
strategies against HIV infection as well as a
promising approach to improve antiviral prophylactic
regimen.
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Definition

Autophagy is a fundamental and highly regulated lysosomal degradation mechanism, dependent on
specialized autophagy-related proteins (Atgs) (Mizushima et al. 2011). It can be classified into
macroautophagy, microautophagy, and chaperone-mediated autophagy, but only macroautophagy will
be described and hereafter referred to as autophagy since it is the major lysosomal route for the turnover of
cytoplasmic constituents. It is characterized by the formation of membranes that engulf cytoplasmic
material through the formation of autophagic vacuoles, called autophagosomes. These structures fuse
with lysosomes to form autolysosomes where the sequestered material is digested by lysosomal hydro-
lases. Before this degradative step, autophagosomes can also fuse with endosomes to form amphisomes,
making a direct connection between the endo-lysosomal and autophagic pathways. This process is highly
dynamic, and constituents are continuously recycled through lysosomal transporters toward the cytosol.
Autophagy plays essential physiological roles in survival, homeostasis, and development and is closely
linked to several mechanisms of cell death such as apoptosis, pyroptosis, and necroptosis. It is also
involved in the defense against invading intracellular pathogens and acts in both innate and adaptive
immunities.

Introduction

Autophagy has an essential role in cell homeostasis and has been implicated in several pathologies
including cancer, neurodegeneration, and myopathies. It is a constitutive mechanism further induced by
different stresses or stimuli that are dangerous for the cell. For example, autophagy is essential to provide
energy and amino acids during starvation. It also prevents cell death or senescence due to accumulation of
defective organelles, in particular damaged mitochondria, and large macromolecular aggregates.

The global autophagy process is presented in Fig. 1.

It requires several specific protein complexes regulating different steps of the autophagy flux (for
review (Ravikumar et al. 2010)).

The ULK1/ULK2 complex is involved in the initiation step of autophagy. The function of this multi-
protein complex, composed of ULK1/ULK2, Atgl3, Atgl01, and FIP200, is tightly controlled by the
mammalian target of rapamycin (mTOR) complex 1 (MTORCI), which represses autophagy flux
initiation under nutrient-rich conditions.

The second complex is composed of class III phosphatidylinositol 3-kinase (PI3KC3), Beclin 1, p150,
and Atgl4L, which produces an autophagy-specific pool of phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P).

S duthor contributed equally with all other contributors
*Email: Martine.biard@cpbs.cnrs.fr
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Fig. 1 Autophagy pathway

Several additional proteins interacting with Beclin 1 ensure a timely and spatial regulation of PI3P
formation during the autophagy process.

Then, two unique ubiquitin (Ub)-like conjugation systems drive the elongation and closure of the
autophagic membrane. In the first conjugation system, Atgl2 is conjugated to AtgS, in a reaction
mediated by the Ub-activating enzyme (E1)-like Atg7 and the Ub-conjugating enzyme (E2)-like
Atgl0. No specific and exclusive Ub ligase (E3)-like has been discovered so far. Atgl6L1 interacts
with the Atg12—Atg5 conjugate to form a scaffold necessary for LC3 lipidation. The second conjugation
system leads to the conjugation of proteins of the Atg8 family to the lipid phosphatidylethanolamine
(PE) through a mechanism controlled by Atg7 and Atg3, another E2-like enzyme. The Atgl2—AtgS
conjugate is an E3-like for the Atg8—PE conjugation reaction. In humans, the Atg8 family comprises three
microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3A, LC3B, and LC3C), one gamma-aminobutyrate
receptor-associated protein (GABARAP), and three GABARAP-like proteins (GABARAPL1-3). How-
ever, only LC3B has been extensively studied and will be hereafter referred to as LC3. LC3 is synthesized
as pro-LC3 and is very rapidly processed by the protease Atg4 to expose its C-terminal glycine. During
autophagosome formation, a fraction of this cytosolic, soluble form of LC3, also called LC3-I, can be
conjugated to PE to generate the lipid-conjugated form of LC3, or LC3-II, which becomes tightly
associated with the autophagosomal membrane while the Atg5—Atgl2 conjugate is removed from the
neo-formed vesicles. Interestingly, LC3-II can also return to an unlipidated state via the proteolytic
activity of Atg4, indicating, therefore, that this process could be reversible, although its functionality is
not yet understood.

In turn, Beclin 1 recruits several proteins such as UVRAG and PI3KC3 to form a complex that plays a
major role in the maturation step of autophagy. This complex is negatively controlled by the RUN
domain-containing protein Rubicon. It is worth noting that Beclin 1 interacts with the antiapoptotic
protein Bcl2, as well as Bel-XL, Bel-w, and Mcl-1. Beclin 1 binding to Bcl2 represses autophagy when
Bcl2 is localized in the endoplasmic reticulum. Upon stress, Beclin 1 dissociates from Bcl-2, allowing the
activation of PI3KC3 and the subsequent stimulation of autophagy. This is one of the multiple links that
exist between autophagy and apoptosis. Although not yet fully investigated, other cross talks also exist
between autophagy and other programmed cell death pathways (necroptosis, pyroptosis) and the
Ub—proteasome system, the other main degradative pathway.
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Autophagy was first described as a nonselective bulk degradation pathway. However, specific forms of
autophagy can also selectively degrade cytoplasmic components such as organelles (e.g., mitochondria,
peroxisomes, lipid droplets, ribosomes) and proteins that can also be under aggregate forms.

This function is supported by cargo receptors (e.g., p62/SQSTM1, NBR1, and NDP52), which bind to
both “eat-me” signals, mainly molecules of Ub, and Atg8 family members present on the autophagosomal
membrane. Binding to Atg8 family engages a specific motif, called an LC3-interacting region (LIR), with
the general sequence W/F/YxxI/L/V preceded by acidic residues.

There is now a growing line of evidence that autophagy is also an essential pathway for host defense
against viral infection. Autophagy acts at different stages of antiviral immunity, including the degradation
of entire viruses or specific viral proteins by a process termed xenophagy, the activation of innate immune
signaling by delivery of viral nucleic acids to endosomal Toll-like receptors (TLRs), and the activation of
adaptive immunity by presentation of viral antigens to major histocompatibility complex (MHC) class
I and MHC class II molecules. As a consequence, the viruses have evolved strategies to counteract or to
exploit autophagy for their own profit.

HIV-1, as many other viruses, manipulates autophagy for its own replication. Its regulation depends on
the cell type (CD4" T cells, macrophages, or dendritic cells) and the status of the cells (i.e., infected or
uninfected cells). This process is also at the center of the innate and adaptive immune responses against
HIV-1.

Autophagy is mainly an anti-HIV mechanism, although several Atgs, including Atg7, Atgl2, Atgl6L,
and GABARAPL2, are seemingly required for HIV-1 infection, as demonstrated through a functional
genomic screen using HeLa-derived TZM-bl cells (Brass et al. 2008). Several Atgs, in particular Atg5 and
Atgl6, are also needed for HIV-1 replication in CD4" T cells (Eekels et al. 2012), suggesting that either
HIV-1 needs the initiation step of autophagy or at least some of its components. It is worth noting that
autophagy-related proteins can also function independently of the autophagic process, and this aspect has
to be taken into consideration when trying to decipher the link between autophagy, autophagic proteins,
and HIV-1 infection.

Strikingly, autophagy is also responsible for the apoptosis of bystander CD4" T cells triggered by
HIV-1 envelope.

Autophagy in CD4" T Cells During HIV-1 Infection

CD4" T lymphocytes represent the main target cell population for HIV-1 infection, and their progressive
destruction is the hallmark of AIDS (Barré-Sinoussi et al. 1983). Depletion of this cell population is mainly
due to apoptosis of bystander uninfected CD4" T cells (“’» Lymphocyte Apoptosis” and Finkel et al. (1995))
for which the viral envelope, composed of gp120 and gp41, plays an important role since it constitutes the
primary interface between viruses and target cells. In particular, the gp41-mediated fusion process occurring
during HIV-1 entry triggers activation of the intrinsic pathway of apoptosis, with activation of the caspases
9 and 3 (Roggero et al. 2001; Blanco et al. 2003; Garg and Blumenthal 2008). Recently, abortive HIV-1
infection, occurring in the vast majority of bystander quiescent CD4 " T cells, was shown to be responsible
for an inflammatory form of cell death, called pyroptosis (“» Pyroptosis and HIV Replication”), charac-
terized by the activation of caspase 1 and the release of inflammatory cytokines upon viral DNA sensing by
the interferon-y-inducible protein 16 (IF116) (Doitsh et al. 2014; Monroe et al. 2014).

Importantly, autophagy is also activated in bystander CD4 " T cells after their contact with infected cells,
through the gp41-dependent fusion of both membranes, and leads to their apoptosis (Espert et al. 2006;
Denizot et al. 2008). Autophagy contributes, therefore, to the depletion of CD4" T cells during HIV-1
infection.
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Fig. 2 Relationship between autophagy and HIV-1 infection of its main target cells, namely, CD4" T cells, macrophages, and
dendritic cells

Autophagy is an anti-HIV-1 process by specifically degrading Tat, a viral protein essential for viral
replication (Sagnier et al. 2015). As a consequence, autophagy is repressed in productively infected cells.
Very recent data indicate that autophagy in CD4" T cells could be indeed targeted by the viral protein Vif
upon specific binding to the autophagy-related protein LC3 (Borel et al. 2015) (Fig. 2, left part).

Autophagy in Macrophages During HIV-1 Infection

In contrast to CD4" T cells, bystander macrophages do not undergo autophagy after contact with HIV-1
envelope (Espert et al. 2009). This blockade is dependent on the activation of Src—Akt and Stat 3 by HIV-1
Tat and IL-10, both previously reported to inhibit autophagy (Van Grol et al. 2010). HIV-1 Tat was also
shown to suppress IFN-y-induced autophagy in primary macrophages (Li et al. 2011), suggesting that
inhibition of autophagy could negatively impact on innate immune defenses of myeloid cells devoted in
the killing of intracellular pathogens. Overall, this result correlated well with the physiopathology
reported from HIV-1-infected patients. Indeed, macrophages do not undergo Env-mediated apoptosis
and are seemingly not subjected to depletion during HIV-1 infection, at least compared to the level of
CD4" T cell depletion. These observations raise many relevant but still unsolved questions, including why
the fusogenic function of gp41 induces autophagy only in CD4" T cells and why Tat and IL-10 would not
inhibit autophagy in bystander CD4" T cells.

Conversely, in cells from the monocyte/macrophage lineage, autophagy is induced following a
productive infection (Espert et al. 2009) and acts as an antiviral mechanism (Espert et al. 2009; Kyei
et al. 2009). Surprisingly, two populations of autophagic cells are present, one highly autophagic and the
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other weakly autophagic, and viruses could be detected in the weakly autophagic cells but not in the
highly autophagic cells, suggesting that autophagy might still be controlled by HIV-1 in these cells to
avoid degradation (Espert et al. 2009). Indeed, Nef regulates autophagy in these cells by two ways. First,
Nef binds to the immunity-associated GTPase family M (IRGM), inducing autophagy (Gregoire
et al. 2011), and second, Nef binds to Beclin 1, blocking the degradative step of autophagy (Kyei
et al. 2009).

The dual interaction of HIV-1 with autophagy thus enhances viral yields by using the early stages while
inhibiting the late stages of autophagy (Fig. 2, central part).

Apart from Nef, the antisense protein ASP, produced from antisense transcription of the HIV-1 genome,
partially co-localizes with LC3. Preliminary data suggest that expression of ASP induces autophagy and
increases viral replication in the promonocytic U937 cell line (Torresilla et al. 2013).

Autophagy in Dendritic Cells During HIV-1 Infection

Although some dendritic cell (DC) subsets could differ in phenotype and functions, one of their hallmarks
is their propensity to regulate innate and adaptive immunity.

DC (DCs) are known to regulate innate and adaptive immunity, and most of the subsets express a
plethora of pathogen recognition receptors (PRR) (“» Pathogen Recognition Receptors (General)”)
facilitating their antigen sampling activity and contributing to their quickness in efficiently igniting
adapted immune responses. Some DC subsets were also reported to be involved in the early events of
HIV transmission. Even if they are mostly refractory to productive HIV infection, these cells can readily
internalize virions via different receptors expressed at the surface, like C-type (CD209/DC-SIGN) or
I-type (CD169/SIGLEC-1) lectins, and transmit them toward CD4" T cells.

Upon viral challenge, autophagy is rapidly inhibited in DCs through the activation of mTOR by HIV-1
envelope. This autophagy blockade impairs Toll-like receptor-mediated innate immune response while
also strongly affecting antigen processing and MHC-II-mediated antigen presentation to CD4" T cells
(Blanchet et al. 2010) (Fig. 2, right part) potentially limiting anti-HIV immune responses.

Conclusion

Taken together, these results suggest a complex, cell-type-specific relationship between HIV-1 and the
autophagic response and highlight the complexity of HIV-1 pathogenesis. Autophagy appears to play
different roles in controlling HIV-1 replication, depending on the cell type. In turn, HIV-1 has evolved
individualized strategies to manipulate autophagy in each cell type. Whatever the cells involved,
autophagy is unambiguously involved in HIV-1 pathogenesis, and more investigation on its antiviral
role should strengthen our understanding of the interplay between the virus and the host.

Further studies are needed to (i) decipher the mechanisms that are activated after gp41-dependent
membrane fusion during the entry of the virus leading to autophagy, (ii) understand the link between
autophagy and apoptosis or other cell death mechanisms in the bystander CD4 " T cells, (iii) determine the
viral proteins responsible for the control of autophagy in the infected cells, and (iv) understand the
connections between autophagy and viral trafficking through endocytic compartments linked to immune
responses in DC.
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Modulation of the autophagy flux might thus be a promising approach to improve immunomodulatory
approaches to treat HIV-1 infection aimed to increase immune responses in complementation to HAART.
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Editorial

Autophagy restricts HIV-1 infection

Coralie F. Daussy, Bruno Beaumelle and Lucile Espert

Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1)
is a retrovirus that targets cells from the immune system
such as the CD4 T lymphocytes, the macrophages and the
dendritic cells (DCs). Although these host cells possess
various defense mechanisms to fight this infection, HI'V-
1 has evolved multiple strategies to counteract them. For
the past ten years, researchers have been focused on the
identification of HIV-1 restriction factors and their mode
of action for the development of new therapeutic strategies
[1].

Macroautophagy (hereafter referred to as
autophagy) is a major cellular catabolic pathway involved
in several fundamental physiological processes, such as
homeostasis, innate and adaptive immunities, development
and differentiation. It is characterized by the formation
of vacuoles called autophagosomes that sequester
cytoplasmic constituents. The sequestered material is then
degraded and recycled after fusion of autophagosomes
with lysosomes. The autophagic pathway is orchestrated
by more than thirty specific proteins named ATGs acting at
different levels of the process [2]. Autophagy is believed
to be one of the most ancient mechanism of defense
against intracellular pathogens. Consequently, pathogens
evolved strategies to prevent or hijack this process to their
own benefit. Autophagy has long been considered as a
bulk degradation pathway but it becomes clear that it is a
highly selective process. The selectivity of its substrates
is mediated by adaptor proteins, such as p62/SQSTMI,
NDP52, NBRI1 or Optineurin, which interact with
ubiquitinated proteins and organelles, targeting specific
cargos to autophagosomes [2].

We have demonstrated that HIV-1 envelope
glycoproteins (Env), trigger autophagy at the very first
step of CD4 T cells infection by their interaction with
specific receptors (i.e. CD4 and CCR5 or CXCR4). This
autophagic process exerts a powerful anti-HIV effect
by selectively degrading the viral transactivator Tat
(Transactivator of Transcription), a viral protein absolutely
required for the transcription of viral genes. The selectivity
of this degradation is conferred by p62/SQSTM1, which
interacts with Tat independently of its ubiquitination [3].
Beside its role in transcriptional elongation of HIV genes,
Tat is also secreted by infected cells and can be captured
by neighboring uninfected cells where it activates the
transcription of different cellular genes or induces their
death by apoptosis. Interestingly, incoming Tat can also
be degraded by autophagy, expanding the potential role of

www.impactjournals.com/oncotarget

this mechanism beyond the viral replication itself.

By selectively addressing Tat to lysosomal
degradation, autophagy is a major anti-HIV pathway. The
virus has thus evolved to avoid this powerful antiviral
effect. Accordingly, HIV-1 is able to counteract autophagy
at various levels by the action of several viral proteins,
depending on the cellular context. For example, the HIV
protein Vif, which interacts with the essential ATG protein
MAP-LC3B (Microtubule Associated Protein-Light Chain
3B), has been shown to inhibit autophagy at the late steps
of the viral replication cycle in CD4 T lymphocytes.
Another HIV protein, Nef, is able to block the degradative
steps of autophagy in human macrophages by interacting
with the ATG protein Beclin 1. In the same cell type,
Nef is also able to induce the cytoplasmic sequestration
of the TFEB transcription factor, which is known to
participate to the synthesis of ATGs. In DCs, autophagy
is blocked by the HIV-1-Env-mediated Akt activation,
likely avoiding the viral antigen presentation to CD4 T
cells by the major histocompatibility complex [4]. The
drugs currently used to treat HIV-infected patients target
different steps of the viral cycle. Thus, stimulating the host
response would be an added value to the already existing
treatments. Within this context, it is tempting to speculate
that new therapeutic agents that can induce autophagy
could be beneficial for HIV-1- infected patients. Along
these lines, we have shown that Torin-1, which induces
autophagy by inhibiting mTOR, decreases the level of
HIV-1 production in CD4 T lymphocytes. Rapamycin,
which has the same mode of action and which is already
clinically approved, has also been shown to possess anti-
HIV properties both in vitro and in vivo [5]. Moreover,
other strong inducers of autophagy such as vitamin D3
and a fusion peptide between a Tat-cell penetrating
peptide and the autophagic protein beclin 1 have been
shown to drastically inhibit HIV-1 replication in primary
human macrophages through autophagy induction [6].
Finally, autophagy modulation has already been proposed
to be a potential therapeutic target for diverse diseases,
including neurodegenerative disorders and cancers. It
should be noted that no deleterious effect of a chemically
upregulation of autophagy in vivo has been reported to
date [7]. In conclusion, although a lot of work is needed
to better understand the relationship between autophagy
and pathogens, it becomes clear that the manipulation of
this process is a promising route for the elaboration of new
effective treatments.
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Résumé

L'autophagie est une voie catabolique majeure impliquée dans d’importantes fonctions
cellulaires comme I’homéostasie, le développement, la différenciation et I'immunité. Par
conséquent, des dérégulations de ce processus sont observées dans de nombreuses
pathologies. La fonction principale de l'autophagie est la dégradation de composants
cellulaires par voie lysosomale apres leur séquestration dans des vacuoles appelées
autophagosomes. L'autophagie peut dégrader de maniére aléatoire ses substrats, comme
c’est le cas au cours de carences nutritionnelles, mais peut également étre hautement
sélective grace a des protéines permettant le ciblage des substrats aux autophagosomes. Ces
protéines, appelées récepteurs autophagiques, se lient d’une part au substrat a dégrader et,
d’autre part, aux protéines autophagiques de la famille « ATG8-like » (divisée en deux sous-
familles LC3 et GABARAP chez les mammiféeres) présentes sur les autophagosomes. Le réle de
I'autophagie sélective reste encore peu étudié au cours des infections virales. Cependant, la
littérature montre que les virus ont évolué pour bloquer, détourner ou utiliser ce processus

afin de favoriser leur réplication.
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Abstract

Autophagy is a major catabolic pathway involved in several important cellular functions
including homeostasis, development, differentiation and immunity. Consequently,
deregulations of this process have been observed in several pathologies. Autophagy leads to
the lysosomal degradation of cellular components after their sequestration in vacuoles called
autophagosomes. During nutrient starvation, autophagy degrades randomly cytoplasmic
components, but it is now well established that this process can be highly selective thanks to
proteins that allow the specific targeting of substrates to autophagosomes. These proteins,
called autophagy receptors, are able to bind specific substrates and the members of the
“ATG8-like” family (divided in two subfamilies: LC3 and GABARAP in mammals), which are
decorating autophagosomes. The role of selective autophagy during viral infection is not
extensively studied yet. However, the literature shows that viruses have evolved to block,

divert or use this process to promote their replication.



. Introduction

L'autophagie, du grec « se manger », désigne un processus de dégradation cellulaire
hautement conservé chez les eucaryotes et essentiel pour le maintien de I’'homéostasie
cellulaire. Cette derniére dépend d’un équilibre finement régulé entre biosynthese et
catabolisme des macromolécules. A I'état basal, la cellule dispose de deux systemes majeurs
de dégradation de ses composants qui different dans leur fonction et dans la nature de leur
substrat : la voie du protéasome, qui est responsable de la dégradation des protéines a courte
durée de vie, et I'autophagie qui va prendre en charge les protéines a longue durée de vie
ainsi que les organelles surnuméraires. Ces deux voies sont étroitement liées afin d’assurer
leur role catabolique de maniére optimale dans la cellule. Au-dela de son r6le au niveau basal,
I'autophagie peut étre induite en situation de stress. Par exemple, en cas de carence
nutritionnelle, la dégradation et le recyclage par autophagie de constituants cellulaires va
permettre I'apport énergétique nécessaire a la survie de la cellule. La nature des substrats
dégradés, suite a un stress, est variée. Ainsi, I'autophagie peut prendre en charge I’élimination
d’organelles endommagées, de protéines mal conformées ou encore d’agrégats. Par
conséquent, ce processus est impliqué dans de nombreuses grandes fonctions cellulaires
comme la survie, le développement, la différenciation, le vieillissement ou I'immunité [1, 2].
Concernant cette derniere, I'autophagie est probablement un des plus anciens mécanismes
de défense contre les infections. Ainsi, elle prend part a la production d’interférons de type |,
régule I'inflammation, la présentation antigénique mais a également la capacité de dégrader
des agents pathogénes [3].

Il existe différents types d’autophagie : la macroautophagie, qui met en jeu plus de 30
protéines appelées ATG pour « AuTophaGy-related », la microautophagie et I'autophagie
médiée par les chaperonnes (CMA : Chaperone-Mediated Autophagy) [4, 5]. De plus, des
mécanismes d’autophagie non canoniques ont également été décrits, suggérant que
I'autophagie peut se produire en absence de certaines ATGs clés, par des mécanismes non
conventionnels de biogénése des autophagosomes [6]. La microautophagie se caractérise par
une invagination de la membrane lysosomale permettant la séquestration de substrats a
dégrader [7]. La CMA est un mécanisme permettant la dégradation par le lysosome de
protéines cytosoliques contenant un motif peptidique de type « KFERQ » reconnu par la
protéine chaperonne Hsc70. Cette forme d’autophagie, non conservée a travers |’évolution,

n‘est présente que chez les eucaryotes supérieurs [8]. Enfin, le processus de



macroautophagie, appelée « autophagie » dans la suite de cette revue, se décline en plusieurs
étapes. La premiere d’entre elles aboutit a la formation d’une double membrane, appelée
phagophore (aussi appelé membrane d’isolation). Puis, le phagophore s’allonge, au cours de
I’étape d’élongation et se referme pour former une vacuole, I'autophagosome, dans laquelle
sont séquestrés des constituants cytoplasmiques. Le réticulum endoplasmique, I'appareil de
Golgi, les mitochondries, les endosomes, ou la membrane plasmique seraient autant
d’origines différentes pour la formation de cette structure [9]. Enfin, I'autophagosome
fusionne avec le lysosome dans lequel le matériel séquestré est déversé, dégradé par les
enzymes lysosomales, puis recyclé (Figure 1). Plusieurs voies de signalisation, ainsi que deux
systémes de conjugaison semblables au processus d’ubiquitination, sont requis pour le
déroulement de ce processus (Figure 1). Ces différentes étapes, qui impliquent des voies de

signalisation extrémement complexes, sont décrites brievement ci-apreés.

L'initiation

Le phagophore se forme a la suite d’'un stress comme la carence nutritionnelle. Dans des
conditions riches en nutriments, la kinase mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin
Complex 1) inhibe I'autophagie en s’associant avec le complexe ULK, composé de ULK1/2,
ATG13, ATG101 et FIP200. En condition de carence nutritionnelle, I'activité de mTORC1 est
inhibée par ’AMPK, conduisant a la dissociation de mTORC1 du complexe ULK. ULK va alors
phosphoryler ATG13 et FIP200 et conduire au recrutement du complexe PI3 Kinase de classe
I1l/Beclin 1 au site de formation de I'autophagosome. Il est a noter que le complexe ULK1 peut
également étre directement activé par I’AMPK, indépendamment de mTORC1 [10].

Le complexe PI3 Kinase de classe Ill/Beclin 1 est chargé de produire du PI3P (Phosphatidyl-
Inositol 3 Phosphate), permettant ainsi le recrutement de protéines de liaison au PI3P comme

WIPI-1 et ATG14 [11, 12].

L’élongation

L’élongation du phagophore est dépendante de deux systemes de conjugaison semblables au
processus d’ubiquitination. Le premier complexe fait intervenir la protéine autophagique
ATG12 qui est activée par I'enzyme E1 d’activation ATG7, transférée sur I'enzyme E2 de
conjugaison ATG10 puis liée de facon covalente a ATG5. Le conjugué ATG5-ATG12 se lie alors

a ATG16L1 de maniere non covalente pour former le premier complexe ATG5-

4



ATG12/ATG16L1. Le deuxiéeme systéme de conjugaison a la particularité de conduire a la
liaison covalente entre une protéine autophagique de la famille ATG8 a un lipide, le
Phosphatidyléthanolamine (PE). ATG8 est I'unique représentant de cette famille chez la levure
et comprend 7 orthologues chez les mammiferes : MAP-LC3A, B, B2 et C (Microtubule-
Associated Protein-Light Chain 3), communément appelées LC3A, B, B2 et C, GABARAP,
GABARAPL1 et GABARAPL2 (Gamma-AminoButyric Acid type A (GABA(A) Receptor-Associated
Protein). Dans ce systéme, le précurseur de la protéine ATG8 (pro-ATG8) est immédiatement
clivé par la protéase ATG4 apres sa synthése pour produire la protéine ATG8-1 cytosolique.
L'intervention de la E1 ATG7 puis de la E2 ATG3 conduit a la conjugaison d’ATG8 au PE,
permettant ainsi la formation du deuxieéme conjugué ATGS8-PE et I’élongation des membranes
autophagosomales. Le conjugué ATG5-ATG12/ATG16L1 exerce ici le rble de E3 ligase pour la
formation de ce dernier complexe. Le conjugué ATGS8-PE, aussi appelé ATG8-I, est localisé sur
les autophagosomes, en faisant ainsi un excellent marqueur de ces structures [13]. LC3B,
souvent appelé simplement LC3, est 'ATG de la famille ATG8 le plus étudié. La plupart du
temps, I'autophagie est donc suivi en analysant ses formes cytosolique et conjuguée au PE,

LC3-1 et LC3-Il respectivement.

La maturation et le recyclage

L'étape de maturation, qui reflete le « flux autophagique », consiste en la fusion de
I'autophagosome avec le lysosome, formant une structure appelée alors « autolysosome », et
permettant la dégradation des éléments séquestrés. Plusieurs protéines sont impliquées dans
cette fusion, notamment la protéine UVRAG retrouvée en complexe avec le complexe PI3
Kinase de classe Ill/Beclin 1. Il faut noter que I’autophagie peut ici étre connectée au processus
d’endocytose. En effet, les endosomes peuvent fusionner avec les autophagosomes, formant
des structures alors appelées « amphisomes », capables de fusionner avec les lysosomes. Une
fois dans I'autolysosome, le contenu de I'autophagosome ou de I'amphisome est dégradé par

les protéases lysosomales et recyclé pour une utilisation par la cellule [14].

Il Autophagie sélective
La dégradation autophagique a longtemps été décrite comme s’effectuant de maniere
aléatoire mais il est maintenant clairement établi que ce processus peut étre hautement

sélectif. Chez les mammiferes, cette sélectivité est apportée par une famille de protéines
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appelées « récepteurs autophagiques » qui vont permettre de cibler spécifiquement des
cargos a la dégradation (Figure 2A). Ainsi, plusieurs termes pour qualifier ce processus sont
apparus en fonction de la cible dégradée [15]. Par exemple, on parle de mitophagie pour
définir la dégradation sélective des mitochondries, de pexophagie pour celle des peroxisomes,
de ribophagie pour les ribosomes, d’agréphagie pour les agrégats, etc. Le terme xénophagie
est employé pour définir la dégradation spécifique des micro-organismes pathogenes
intracellulaires [16] (Figure 2B).

Le premier récepteur autophagique a avoir été identifié est la protéine p62/SQSTM1
(sequestosome 1) [17]. Depuis, la liste de ces facteurs ne cesse de croitre (Tableau I). Parmi
leurs caractéristiques communes, ces protéines ont toutes la capacité de se lier aux membres
de la famille « ATGS8-like » par un site conservé appelé LIR (LC3-Interacting Region). L’étude
des différents récepteurs autophagiques a permis de faire émerger la séquence LIR consensus
suivante : W/F/Y-X1X2-L/1/V, comprenant un résidu aromatique en premiére position et un
résidu hydrophobe en quatrieme position. Des résidus acides sont souvent retrouvés dans au
moins une des trois positions précédant I'acide aminé aromatique et, s’il n’y a pas de résidu
acide dans cette position, on retrouve un résidu acide en X1 [18]. Un programme informatique
nommeé « iLIR » (In silico identification of functional LC3 Interacting Region Motifs, disponible

a l'adresse suivante : http://repeat.biol.ucy.ac.cy/iLIR/) a été développé par des bio-

informaticiens afin de permettre I'identification de sites LIRs potentiels sur les protéines [19].
Une autre caractéristique commune a tous les récepteurs autophagiques est qu’ils sont
dégradés en méme temps que les cargos qu’ils conduisent a I'autophagie. De plus, la délétion
de ces récepteurs n’affecte pas la fonction basique de la machinerie autophagique. Enfin, ils
possedent des domaines de liaison protéine-protéine ou des domaines de liaison aux
membranes permettent |'interaction avec différents types de cargos.

Il existe différents types de récepteurs autophagiques :

- Les SLRs (sequestosome 1-like receptors), nommés ainsi car ils partagent des
caractéristiques avec p62/SQSTM1 (Tableau 1). Dans la plupart des cas, les cargos sont
reconnus grace a une étiquette ubiquitine [20-22]. Cependant, le récepteur NDP52 peut
également reconnaitre les cargos a dégrader via son interaction avec la Galectine 8, comme
c’est le cas au cours d’infections bactériennes. L'entrée des bactéries dans le cytoplasme de
leur cellule cible altére la membrane des phagosomes dans lesquels elles sont contenues. Ces

altérations sont reconnues par la famille des galectines, lectines cytosoliques se liant aux
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glycans exposés sur les vésicules endommagées. De ce fait, les galectines sont des récepteurs
« senseurs de dangers » qui surveillent l'intégrité des compartiments endosomaux et
lysosomaux et qui alertent ainsi la cellule de la présence de bactéries intracellulaires. Dans
cette famille, la galectine 8 a été montrée comme limitant la prolifération de Salmonella
Typhimurium par sa capacité a induire I'autophagie en se liant au récepteur autophagique
NDP52 [20, 21]. Ainsi, les galectines représentent, avec l'ubiquitine, une étiquette de
reconnaissance par les récepteurs autophagiques.

- Les récepteurs autophagiques se liant directement aux membranes. C'est, par
exemple, le cas de BNIP3L/NIX (NIP3-like protein X), BNIP3, Bcl2-L-13 (Bcl2-Like protein 13) et
FUNDC1 (FUN14 Domain Containing 1), dans le cas de la mitophagie. Ces récepteurs
possedent, d’'une part, un domaine transmembranaire permettant leur ancrage dans la
membrane de la mitochondrie, et d’autre part, un site LIR permettant leur liaison a LC3
(Tableau 1) [23, 24].

- Les récepteurs spécialisés, comme Stbd1 (starch-binding-domain-containing protein
1), qui reconnait spécifiqguement le glycogéne dans le cas de la glycophagie [15, 25, 26].

La présence d’une étiquette pour la reconnaissance des cargos n’est pas une généralité dans
les mécanismes d’autophagie sélective. En effet, la famille des protéines TRIM (TRIpartite
Motif) a récemment été identifiée comme médiateur d’'un mécanisme d’autophagie sélective
appelé « autophagie de précision ». Ce type d’autophagie se démarque de l'autophagie
sélective conventionnelle par le fait que I'autophagosome s’assemble directement autour du
récepteur. Le processus se déroule en deux temps : (i) Les protéines TRIMs reconnaissent leur
cible grace a une interaction protéine-protéine directe sans nécessiter la présence d’'une
étiquette spécifique. (ii) La protéine TRIM, liée a sa protéine cible, sert de plateforme
d’assemblage pour la formation du phagophore. TRIM s’associe directement avec les
complexes ULK1 et Beclin-1 pour former une structure appelée « TRIMosome » [27]. Comme
les récepteurs de I'autophagie sélective conventionnelle, certaines protéines TRIM ont la
capacité de se lier aux différentes protéines de la famille « ATG8-like ». Cette liaison peut étre
directe via un motif LIR ou indirecte via une interaction avec des récepteurs autophagiques
comme p62 [27-29].

Enfin, des travaux ont permis de montrer que les récepteurs autophagiques peuvent
également avoir des actions indépendantes de I'adressage des cargos aux autophagosomes.

Ainsi, la protéine NDP52 est capable de réguler positivement les étapes tardives de

7



I'autophagie en régulant la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes [30, 31]. Ces
nouveaux concepts, qui vont permettre de progresser dans la compréhension des
mécanismes d’autophagie sélective chez les mammiféres, montrent par la méme occasion

leur complexité et leur importance en biologie cellulaire.

1R Autophagie et défense contre les agents pathogénes

L’autophagie a un réle important dans les réponses immunes innée et adaptative. En effet,
I'invasion par des agents pathogenes perturbe ’lhoméostasie de la cellule a différents niveaux
et active I'autophagie pour rétablir cet équilibre. L’autophagie est notamment induite lors de
I'activation de différents senseurs permettant la reconnaissance des agents pathogénes
comme les PRRs (Pattern Recognition Receptors), comprenant les TLRs (Toll-Like Receptors),
les NLRs (NOD-Like Receptors), et les RLRs (RIG-I-Like Receptors). L'interféron de type |, sécrété
en réponse aux infections virales, I'interleukine 1B et le TNFa sont également des inducteurs
d’autophagie [32].

A la suite de son activation par ces différents signaux, I'autophagie joue un réle majeur dans
I’élimination des micro-organismes pathogénes intracellulaires par un processus d’autophagie
sélective appelé xénophagie. C’'est I’étude du réle de I'autophagie au cours des infections
bactériennes, notamment par Streptococcus pyogenes et Mycobacterium tuberculosis, qui a
permis de mieux comprendre la xénophagie [33, 34]. Suite a ces premiers travauy, il a été
montré que I'autophagie joue un role sur plusieurs agents pathogenes comme des bactéries
(par exemple Listeria monocytogenes, Shigella flexneri et Salmonella Typhimurium), mais aussi
des parasites (Toxoplasma gondii) et des virus (par exemple le virus Sindbis (SINV), le virus
Chikungunya (CHIKV) ou le Virus de I'lmmunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1)). Des
relations complexes ont été mises en place au cours de I'évolution entre I'autophagie et les
agents pathogenes. Par conséquent, méme si ce mécanisme restreint leur virulence dans les
organismes eucaryotes, ces derniers ont développé des moyens pour éviter I'autophagie, la
bloquer ou, au contraire, |'utiliser afin de se répliquer efficacement [35] (Tableau II).

Enfin, il faut noter que le processus autophagique exerce également d’autres fonctions
importantes dans I'immunité. En effet, I'autophagie est impliquée dans la régulation de
I'inflammasome, des PRRs et l'activation de I'immunité adaptative par la présentation

d’antigenes viraux aux molécules des complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de classe



| et Il [36]. Elle a également un réle dans la sélection thymique et I’homéostasie des

lymphocytes [37].

V. Autophagie et infections virales
Un grand nombre de virus a ARN ou ADN est en mesure de bloquer I'autophagie a plusieurs
niveaux du processus (Figure 3). En effet, ils peuvent bloquer les phases
d’initiation/élongation ou les phases plus tardives, notamment la fusion des autophagosomes
avec les lysosomes. Dans le premier cas, une absence d’augmentation, voire une diminution,
du nombre des autophagosomes est observée. C'est notamment le cas de plusieurs
Herpesvirus comme HSV-1 (Herpes Simplex Virus Type 1), HCMV (Human CytoMegaloVirus) ou
KSHV (Kaposi’s Sarcoma-associated Herpes Virus) [38]. HSV-1 est capable de bloquer
Iinitiation de I'autophagie par différents moyens. D’'une part, la protéine virale ICP34.5
interagit avec Beclin 1 et inhibe I'induction d’autophagie [39]. D’autre part, la protéine virale
tardive Us11l impose un deuxieme contréle de ce blocage en interagissant avec la protéine
PKR (dsRNA-dependent protein kinase). En effet, la PKR est connue pour le role antiviral qu’elle
exerce en phosphorylant le facteur d’initiation de la traduction elF2a. Par ce biais, elle induit
le processus autophagique. Ainsi, Us11 peut empécher I'arrét de la traduction des protéines
induit par la PKR et inhiber ainsi I'autophagie induite en réponse a l'infection par HSV-1 [40].
Des virus peuvent aussi bloquer les étapes tardives de I'autophagie : lors de ces infections, on
observe une augmentation du nombre d’autophagosomes dans le cytoplasme des cellules
cibles en absence de fusion avec les lysosomes et des étapes de dégradation. Ce mécanisme
d’inhibition de l'autophagie a, par exemple, été observé au cours de linfection par le
poliovirus, le virus de la Dengue (DENV), le virus de I’hépatite C (HCV), le rotavirus ou le virus
de la grippe. Dans les cas de I'infection par le poliovirus ou HCV, le blocage des phases tardives
de I'autophagie permettrait d’accumuler des membranes autophagosomales qui serviraient
de plate-forme de réplication [41]. Dans le cas du virus de la grippe, I'inhibition de la fusion
entre autophagosomes et lysosomes par la protéine virale M2 préviendrait la dégradation des
protéines virales et leur présentation par le CMH, et réduirait ainsi la réponse immunitaire
contre cette infection [42]. Certains virus sont capables d’inhiber différentes étapes de
I'autophagie en fonction du contexte comme c’est le cas pour le VIH-1 (Retroviridae, genre
Lentivirus). Les protéines d’enveloppe de ce virus induisent I'autophagie dans les cellules T

CD4 et ce processus est inhibé a différents niveaux en fonction du type cellulaire ciblé. En
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effet, le virus bloque I'autophagie au niveau de ses premiéres étapes, via I'action de la
protéine virale Vif, dans les lymphocytes T CD4 et au niveau de la maturation, par |'action de
la protéine virale Nef, dans les macrophages [43-45]. Dans les cellules dendritiques, le VIH-1
peut également inhiber la présentation antigénique en bloquant les étapes d’initiation de
I'autophagie [43-47].

Enfin, le processus autophagique complet est quelquefois utilisé pour fournir I'énergie
nécessaire aux virus pour leur réplication. Ainsi, le virus de la Dengue induit la dégradation
autophagique de gouttelettes lipidiques et de triglycérides dans le but de produire de I’ATP
nécessaire a sa réplication [48, 49]. Dans le cas du virus de la rougeole (Measle Virus, MeV),
I'autophagie est induite, fonctionnelle et bénéficie au virus en limitant la mort des cellules
infectées et en permettant une meilleure réplication virale [50]. Le virus de la varicelle et du
zona (Varicella Zoster Virus , VZV) induit I'autophagie dans ses cellules cibles et I'utilise pour

la biosynthése et la maturation de ses glycoprotéines [51].

L’ensemble de ces données montre I'amplitude et la complexité des relations existantes entre
les infections virales et la réponse autophagique de I’hote. Le role majeur de I'autophagie dans
'immunité innée a donc imposé une pression de sélection sur les virus. La recherche des
mécanismes par lesquels I'autophagie exerce ses effets antiviraux est donc essentielle dans le
but de restaurer cette immunité. Nous pouvons alors suggérer que, dans le cas ol I'autophagie

n’est pas bloquée par les virus, celle-ci doit étre extrémement sélective de I'infection.

V. Autophagie sélective au cours des infections virales
Nous avons vu que les virus sont en mesure de contrer les effets antiviraux de I'autophagie en
agissant a plusieurs étapes de ce processus. Dans ce chapitre, nous allons plus
particulierement nous focaliser sur les relations entre I'autophagie sélective et les infections
virales. Méme si cet aspect est encore trés peu étudié, il joue un role fondamental dans la

lutte contre les virus.

Virophagie
Le premier cas de dégradation sélective d’une protéine virale par autophagie a été rapporté
par le groupe de Beth Levine et concerne I'infection par le virus Sindbis (SINV) (famille des

Togaviridae, genre alphavirus) [52]. Dans cette étude, les auteurs ont montré que l'infection
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par ce virus a tropisme neuronal induit I'autophagie dans les neurones de souris infectée. La
caractérisation du réle de I'autophagie au cours de cette infection a permis de montrer que
le récepteur autophagique p62/SQSTM1 conduit sélectivement la protéine de capside du SINV
a la dégradation par autophagie. De fagon intéressante, cette dégradation n’a pas d’effet sur
la réplication virale mais a un role dans la survie des cellules infectées, constituant un avantage
pour le virus. Les auteurs suggerent que la dégradation sélective par autophagie de la capside
virale permettrait de limiter son expression et d’empécher son agrégation, constituant un
signal de mort cellulaire. Il est a noter que le domaine UBA de p62/SQSTM1, impliqué dans la
liaison de ce récepteur a l'ubiquitine, n’est pas requis pour son interaction avec la capside du
SINV, suggérant une dégradation indépendante de cette étiquette [52].

Le récepteur p62/SQSTM1 a également été montré comme interagissant avec la capside du
CHIKV, un arbovirus du genre alphavirus. Cette interaction, contrairement a celle observée
avec la capside du SINV, est dépendante de |'ubiquitination de la cible virale. De ce fait, le
domaine UBA de p62/SQSTM1 est requis pour conduire la capside de ce virus a la dégradation
par autophagie. De la méme facon que pour le SINV, cette dégradation participe a la survie
des cellules infectées mais, dans ce cas, n’est pas favorable a la réplication virale. Il est a noter
gu’un autre récepteur autophagique a été impliqué au cours de cette infection. En effet,
NDP52 est capable d’interagir avec la protéine non structurale du CHIKV nsP2. Cette
interaction, qui ne conduit pas a la dégradation de la protéine virale, permet une meilleure
réplication du virus. De plus, les auteurs montrent que NDP52 et p62/SQSTM1 co-localisent
avec la capside du virus mais dans des groupes d’autophagosomes différents [53].
p62/SQSTM1 pourrait conduire la capside virale a la dégradation autophagique, alors que
NDP52, localisé sur d’autres groupes d’autophagosome, pourrait bloquer le flux
autophagique, permettant I'apport de membranes nécessaires aux complexes de réplication
viraux, et ainsi favoriserait la réplication virale.

Contrairement aux deux cas précédents, la dégradation de protéines virales par autophagie
sélective n’est pas toujours avantageuse pour le virus. En effet, dans le cas du VIH-1, le
transactivateur viral Tat est sélectivement conduit a la dégradation par le récepteur
p62/SQSTM1. Ce processus fait de 'autophagie un puissant mécanisme anti-VIH. De ce fait,
ce virus a mis en place des stratégies afin de bloquer cette dégradation pour assurer sa
réplication. Une fois encore, il semble que I'interaction entre les protéines p62/SQSTM1 et Tat

ne soit pas dépendante de la modification de cette derniere par I'ubiquitine : la délétion du
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domaine UBA de p62/SQSTM1 n’empéche pas son interaction avec Tat et des mutations
ponctuelles de Tat au niveau de lysines connues pour étre ubiquitinées n’empéchent pas sa
dégradation par autophagie. Le role de la dégradation de Tat sur la survie de la cellule infectée
n’a pas été étudié [54, 55]. Il est intéressant de noter que le transactivateur viral Tax du virus
T-lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1 pour Human T cell Leukemia Virus) semble
également étre une cible de dégradation par autophagie. En effet, le blocage de I'autophagie
permet d’augmenter I'expression de cette protéine dans des cellules HelLa. Cependant, les
auteurs n’ont pas étudié le réle potentiel de I'autophagie sélective dans ce contexte [56]. Une
autre protéine du VIH-1 semble étre la cible d’'une dégradation autophagique. La protéine de
capside de ce virus est dégradée sélectivement par autophagie grace a son interaction avec le
facteur de restriction TRIMS5. Dans ces travaux, TRIM5 se comporte comme un récepteur
autophagique puisqu’il permet la dégradation de la capside via son interaction avec la
protéine autophagique LC3. Cette dégradation sélective aurait un role dans la restriction de
I'infection par le VIH-1 [28]. Cependant ces travaux sont controversés. En effet, une autre
étude montre que, bien que I'expression de TRIM5 soit régulée par autophagie et que TRIM5
soit associé a plusieurs facteurs de la machinerie autophagique, la restriction de l'infection
induite par cette protéine n’est pas associée a son role dans I'autophagie [57].

Enfin, des travaux récents sur I'infection de neurones par le HSV-1 montrent un regroupement
inhabituel d’autophagosomes dans les neurones ne présentant pas d’antigenes viraux mais
positifs pour le génome viral. La présence de p62/SQSTM1 au niveau de ces regroupements
d’autophagosomes et leur absence en réponse a une carence nutritionnelle sont des éléments

étayant un mécanisme d’autophagie sélective [58].

Inhibition de I'autophagie sélective par les virus

L'autophagie sélective de protéines virales est un moyen pour la cellule hote de lutter contre
I'infection méme si, dans certains cas, ce processus peut également étre bénéfique au virus
en permettant la survie cellulaire. Afin de s’affranchir des effets antiviraux de I'autophagie
sélective, certains virus sont en mesure de cibler directement l'action des récepteurs
autophagiques. C'est le cas du virus coxsackie de type B3 (CVB3, Picornaviridae, genre
Enterovirus) dont les protéases 2Apro et 3Cpro sont capables de cliver des récepteurs
autophagiques [59]. Plus précisément, p62/SQSTM1 est clivée au niveau de sa glycine 241 par

la protéase 2Apro virale. Ce clivage fournit deux fragments de p62/SQSTM1 incapables
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d’exercer une fonction dans I'autophagie sélective. Cette méme protéase peut également
cliver NBR1, un autre récepteur autophagique similaire a p62/SQSTM1. Ce dernier est
également la cible de 'activité de la protéase 3Cpro virale. De facon intéressante, les auteurs
montrent que les fragments C-terminaux résultant du clivage de ces deux récepteurs
autophagiques conservent un potentiel dominant négatif sur la fonction des récepteurs natifs,
grace a la conservation de leur capacité a interagir avec LC3 [59]. Les auteurs ne mentionnent
pas quelles pourraient étre les cibles virales ou cellulaires dont la dégradation serait inhibée
par ces clivages protéolytiques.

La protéine p62/SQSTM1 est également prise pour cible au cours de I'infection par le virus de
la dengue. En effet, au cours de cette infection, I'autophagie serait induite dans un premier
temps puis inhibée et p62/SQSTM1 serait dégradée progressivement par le protéasome. Dans
ce cas, p62/SQSTM1 se comporterait comme un facteur de restriction virale, les auteurs
montrant que la restauration d’une expression stable de cette protéine inhibe la réplication
virale. Le virus de la dengue est donc en mesure d’inhiber I'autophagie sélective en dégradant

le récepteur p62/SQSTM1 [60].

VI. Conclusion et Perspectives
Le réle de I'autophagie sélective au cours des infections virales, contrairement aux infections
bactériennes, reste encore trés peu étudié. Actuellement, les études se focalisent
essentiellement sur le récepteur autophagique p62/SQSTM1. Cependant, la diversité des
récepteurs autophagiques laisse penser qu’il existe une multiplicité de mécanismes en
fonction des virus et des contextes d’infection. Les travaux futurs devraient permettent
d’acquérir de nouvelles connaissances et de mieux comprendre les effets de I'autophagie en
tant que mécanisme d’immunité innée. Ce domaine devrait notamment avoir un fort impact
en termes de thérapeutique puisque l'identification des cibles spécifiques de I'autophagie
sélective au cours des infections virales pourrait permettre le développement de stratégies

thérapeutiques ciblées.
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Figure 1 : Le mécanisme d’autophagie

L'autophagie est un processus qui se décline en plusieurs étapes :

- Uinitiation, qui implique les complexes de signalisation ULK1, Beclin-1/PI3K/ATG14L et ATG9,
conduisant a la formation du phagophore.

- ’élongation de la membrane du phagophore met en jeu deux systéemes de conjugaison «
Ubiquitine-like », ATG12-ATG5/ATG16L1 et LC3-PE, et aboutit a la formation de
I'autophagosome.

- La maturation et le recyclage, au cours desquels les autophagosomes fusionnent avec les
lysosomes, sont dépendants du complexe de signalisation Beclin-1/PI13K/UVRAG.

Cette figure a été en partie réalisée a I'aide de Servier medical art http://smart.servier.fr
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A) Modéle B) Nomenclature

Agréphagie Agrégats protéiques  pé2, NBR1, OPTN

Pexophagie Peroxisomes NBR1, p62

— NIX, Bnip3, FUNDC1
(Récepteur . 2 . . 5 pP3, 5
ceptour Mitophagie Mitochondries (> HDACS, AMBRA1

[ Récoptour WGubstrad Xénophagie Pathogénes p62, NDP52, OPTN

Ferritinophagie Ferritine NCOA4
¢ Glycophagie Glycogéne Stbd1
@® Ubiquitine BEaed]
Réticulophagie etieuiurm FAM134B
endoplasmique
Lipophagie Gouttelettes lipidiques ?
Ribophagie Ribosome Ubp3 (levure)
Lysophagie Lysosome p62

Figure 2 : L'autophagie sélective

A) Modele de l'autophagie sélective: Les récepteurs autophagiques ont la propriété
d’interagir d’'une part avec les protéines de la famille « ATG8-like » et d’autre part avec un
substrat spécifique qu’ils conduisent a la dégradation autophagique.

B) Différents types de I'autophagie sélective en fonction du substrat dégradé et récepteur(s)

associé(s).
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AUTOPHAGIE

Initiation Maturation
Elongation Recyclage

/ A\
Y

DENV
Lipophagie : Apport Poliovirus
ShargaiKpie HSV-1 Accumulation des membranes
eV :SC:: autophagosomales comme
Dégradation de plateforme de réplication
composants cellulaires VIH-1 Victis s la/oripe
Blocage de la virophagie i
vzv Blocage de la Blocage de la présentation au
Biosynthése et maturation présentation au CMH-I| CMH-I
des glycoprotéines virales

\ AL

Figure 3 : Modulation de I'autophagie par les virus

Les virus peuvent soit induire I'autophagie (exemples en rose sur le schéma), soit I'inhiber
(exemples en gris sur le schéma) afin de se répliquer efficacement. Certaines des

conséquences potentielles de ces modulations sont précisées dans les encadrés.
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Récepteurs Structure secondaire

SLRs
PB1 2z LIR  UBA
p62 4 ) 440
NBR1 PB1 2z cc1 LIR2  CC2LIRL UBA
L —(F — 3
SKICH CLIR LIRlike CC UBZ
NOPSZ (THF [ —fw
OPTN ; cc I:II]R_ cc_ cC UBAN ZZ —
SKICH LIR cC cc cc UBZ UBZ
TAX1BP1 {:ﬂ_ {H J—
Récepteurs de la mitophagie
FUNDC1 _“[T_ P s
. R ™
Bnip3 l] &L
LIR ™
NX
LIR LIR ™
Bcl2-L-13 1 1 e 434

Récepteur spécialisé

Stbd1 ] -

Tableau | : Les récepteurs de I’autophagie sélective

Représentation schématique des différents domaines des principaux récepteurs de
I'autophagie sélective.

PB1 : Phox and BEM1 domain; ZZ : domaine en doigt de zinc de type ZZ ; CC : domaine coiled-
coil ; LIR : domaine de liaison a LC3 (LC3-interacting region) ; CLIR : LC3C interacting region ;
UBA, UBAN, UBZ : domaines de liaison a I'ubiquitine (Ubiquitin-associated domain, ubiquitin
binding in ABIN and NEMO domain, Ubiquitin-binding zinc finger) ; SKICH : SKIP carboxyl
homologie domain, TM : domaine transmembranaire. Les nombres inscrits sur la figure

correspondent a la longueur de la séquence protéique.
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A. Virophagie

SINV

Capside p62
CHIKV Capside ubiquitinée pb62
VIH-1 Tat p62
VIH-1 Capside TRIMS
HTLV-1 Tax

B. Récepteurs autophagiques ciblés par les virus

Mécanisme d'action Récepteurs ciblés

CVB3 Protases virales 2Apro et 3Cpro p62, NBR1

DENV Dégradation par le protéasome pb2

Tableau Il : L’autophagie sélective et les infections virales

A) Protéines virales ciblées par autophagie sélective et récepteur impliqué

B) Récepteurs autophagiques ciblés par les virus.
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