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> Le ciblage de la voie d’endocytose constitue
I’'un des moyens développés par certains virus, le
virus de 'immunodéficience humaine (VIH) et le
virus de I'Herpes associé au sarcome de Kaposi
(KSHV), pour moduler "expression de surface de
protéines notamment impliquées dans la
réponse immunitaire. Cet article a pour but de
faire le point sur les mécanismes que ces deux
virus ont mis ceuvre, par I’intermédiaire des pro-
téines Nef (VIH) et K3/K5 (KHSV), pour « parasi-
ter » cette voie de transport intracellulaire. Les
travaux récents montrent qu’effectivement leurs
modes d’action sont bien plus complexes qu’ini-
tialement supposés. <
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Les pathogénes intracellulaires ont développé des outils ~ VIH: Nef, un perturbateur général
moléculaires d’une étonnante efficacité pour détourner de la voie d’endocytose
les ressources cellulaires a leur profit et leur permettre

de se multiplier tout en échappant a la surveillance du  Accessoire a la réplication virale in vitro, la protéine Nef

systeme immunitaire. 'un des mécanismes d’échappe-  des VIH joue un rdle essentiel in vivo dans la physiopa-

ment qui a été le plus étudié et le mieux caractérisé est  thologie de I'infection et I'induction du syndrome d’im-
la modulation de I’expression de surface des molécules munodéficience acquise (SIDA) [2]. Comme les autres
d’histocompatibilité de classe | (CMH-1) dans des protéines accessoires des VIH, Nef est une protéine pluri-
modeéles d’infections virales. Ces études ont démontré la  fonctionnelle qui intervient au cours de I'infection en

diversité des mécanismes mis en ceuvre aboutissant a  perturbant des voies métaboliques essentielles au fonc-
une perturbation de la voie de biosynthese ou de la voie  tionnement de la cellule infectée afin d’optimiser la

de transport vers la membrane plasmique [1]. Dans cet  réplication virale et de limiter les mécanismes de défense

article, nous nous sommes intéressés, en détaillant deux  de I’hote.

exemples, aux virus qui ont plus spécifiquement ciblé la  L'activité de Nef la plus documentée est sa capacité de
voie d’endocytose: (1) le virus de I'immunodéficience  moduler I’expression d’un certain nombre de protéines a

humaine (VIH) qui, par sa protéine Nef (Nef pour nega- la surface des cellules infectées. Révélée initialement
tive factor), interagit avec plusieurs éléments de la  par I'induction d’une diminution importante de 'expres-

machinerie de la voie d’endocytose pour moduler 'ex-  sion membranaire de CD4, puis des molécules du CMH-I,
pression de son récepteur CD4, des molécules du CMH-I,  cette activité concerne également d’autres protéines

mais également d’autres protéines membranaires; (2) le  membranaires; les molécules de classe Il du CMH (CMH-
virus de I’Herpés associé au sarcome de Kaposi (KSHV ou  11), la molécule co-stimulatrice CD28, les cytokines
HHV8), dont les protéines K3 et K5 induisent 'internali-  membranaires TNF (tumor necrosis factor) et LIGHT et la
sation du CMH-1 et d’autres molécules d’intérét immuno-  lectine DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular

logique en provoquant leur ubiquitinylation.
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adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin) exprimée a
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la surface des cellules dendritiques [3-5]. effet de Nef
se traduit par une diminution de I’expression membra-
naire des molécules CD28 et du CMH-II matures et, inver-
sement, par une augmentation de I’expression de TNF,
LIGHT et DC-SIGN, ainsi que des molécules du CMH-II
immatures. Ces effets de Nef décrits dans des modéles in
vitro pourraient rendre compte de son importance
comme facteur de virulence in vivo [2]. La réduction de
I’expression de surface de molécules du CMH-1 (HLA-A et
HLA-B) et CMH-II fonctionnelles pourrait constituer un
mécanisme d’échappement a la réponse immunitaire,
alors que 'absence d’effet sur les molécules HLA-C pro-
tégerait les cellules infectées de la lyse par les cellules
NK (natural killer). La modulation de I"expression de CD4
contribue a I'augmentation de I'infectivité virale en
favorisant le bourgeonnement des virions a la surface
cellulaire, mais également en permettant une incorpora-
tion optimale des glycoprotéines d’enveloppe dans les
particules virales [2]. €nfin, augmentation de I'expres-
sion de DC-SIGN a la surface des cellules dendritiques
augmenterait I’adhérence des lymphocytes T afin de
faciliter la transmission virale [5].

A la lecture des résultats récents, les effets de Nef ne
peuvent plus étre expliqués simplement par une augmen-
tation spécifique de I'internalisation de certains récep-
teurs membranaires puisque des effets opposés sont
observés en fonction du récepteur étudié. Les molécules
(D4, CD28 et CMH-I sont exprimées de fagon stable a la
membrane et Nef induit leur internalisation, alors qu’elle
stabilise DC-SIGN qui est normalement internalisée de
fagcon constitutive. Les mécanismes responsables de
cette différence ne sont a priori pas évidents a expliquer
puisqu’ils passent par des motifs comparables (Figure
14). Uinternalisation des molécules HLA-A et HLA-B du
CMH-1 induite par Nef est liée a la présence dans leur
domaine cytoplasmique d’un résidu tyrosine au sein d’un
motif YXXA (X représente un résidu quelconque) [6],
celle de (D4 et de (D28, a un motif de type di-leucine
(di-Leu) [7, 8]. Ces deux types de motifs ressemblent
aux signaux de tri présents dans le domaine cytoplas-
mique de nombreuses protéines membranaires et res-
ponsables de leur trafic au sein de la voie d’endocytose.
Ces signaux sont normalement reconnus par les com-
plexes adaptateurs (AP), responsables du trafic vésicu-
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Figure 1. Nef: protéines cibles, structure et interactions avec la voie d’endocytose. A. Protéines membranaires dont "expression de surface est modu-
|ée par Nef. Les motifs cytoplasmiques des protéines cibles et le role de ces motifs en présence ou en I"absence de Nef sont indiqués. Nef diminue I’ex-
pression de surface des molécules CD4, CMH-| et CD28 alors qu’elle augmente Iexpression de DC-SIGN. CD4: co-récepteur du VIH; CD28: molécule co-
activatrice, ligand de B7; CMH-1: molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe |; DC-SIGN: dendritic cell-specific intercellular adhe-
sion molecule 3- grabbing nonintegrin. B. Nef interagit avec différentes protéines de la machinerie de la voie d’endocytose. Les motifs impliqués dans
ces interactions sont indiqués sur la structure tridimensionnelle de Nef VIH-1. AP: clathrin assembly protein complexes ; B-COP: sous-unité 3 du com-

plexe COPI; PACS-1: phosphofurine acidic cluster sorting protein 1; v-ATPase: sous-unité catalytique de I’ATPase vacuolaire (d’apres [17]).

M/S n° 1, vol. 19, janvier 2003 101




102

laire entre le réseau trans-golgien (TGN) et les endo-
somes, de I'internalisation a partir de la membrane plas-
mique, et du transport vers les endosomes tardifs/lyso-
somes (Figure 2). Cependant, les motifs indispensables
aux effets de Nef ne sont normalement pas fonctionnels, et Nef permet-
trait leur reconnaissance par la machinerie d’endocytose. Un motif di-
Leu de la région cytoplasmique de DC-SIGN est également responsable
de "augmentation de son expression de surface. Contrairement a ceux
de CD4 et CD28, ce motif di-Leu est un signal d’internalisation fonction-
nel dont la fonction est inhibée par I’expression de Nef expliquant la
stabilisation de DC-SIGN a
la membrane [5].

Iexception d’un groupe de résidus glutamiques localisé
dans son tiers N-terminal nécessaire pour I"association a
PACS-1[14], les éléments impliqués dans le recrutement
des complexes AP, COPI et de la v-ATPase se trouvent dis-
tribués dans sa partie C-terminale au sein d’une région
contenant une structure en boucle. Les interactions avec
les chaines L1 et [L3 des complexes AP-1 et AP-3 s’effec-
tuent par deux régions localisées de part et d’autre de la
boucle, alors qu’un motif di-Leu présent dans la partie
centrale de la boucle serait responsable de association

Les travaux réalisés au
cours de ces dernieres
années ont permis des Membrane plasmique
avancées significatives
pour la compréhension des
mécanismes responsables
des perturbations du tra-
fic intracellulaire induites
par Nef. En effet, Nef
interagit directement avec
les sous-unités | et [3 des
complexes AP-1, AP-2 et
AP-3 [6, 9, 10], ainsi

) L, TGN
qu'avec la sous-unité 3
des complexes COPI (coa-
tomer protein complex |
P P ) Golgi

[11, 12] impliqués dans le
trafic vésiculaire au sein
de la voie de sécrétion,
mais qui interviennent
également dans le trans-
port entre endosomes
précoces et tardifs [13].
Des interactions de Nef
avec la sous-unité cataly- Réticulum endoplasmique
tique de I’ATPase vacuo-

laire (V-ATPase) nécessaire ' ’

a Iacidification des com- @D

partiments endosomiques,

ainsi qu’avec la protéine oD

PACS-1 ont également été AP-1

rapportées [14, 15]. PACS-
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1 interagit avec les com-  Figure 2. Nef VIH-1 et K3/K5 KSHV et voie d’endocytose. Les roles respectifs des complexes AP et COPI dans le
plexes AP-1 et AP-3 et transport vésiculaire entre les différents compartiments de la voie d’endocytose sont indiqués par des fléches en

participe au trafic entre  respectant les codes couleurs utilisés pour la structure. Les voies induites par Nef et par les protéines K3/K5 sont

endosomes et TGN [16].  indiquées par des fleches en pointillés noir et mauve, respectivement. La structure des complexes AP et COPI est

Les déterminants de Nef  schématisée au bas de la figure. AP: clathrin assembly protein complexes; B-COP: sous-unité B du complexe
impliqués dans ces inter-  COPI; CD4: co-récepteur du VIH; CMH-I: molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I; COP:
actions ont été bien  coatomer protein complex; K3/K5: protéines K3 et K5 du virus associé au sarcome de Kaposi; Nef: negative fac-
caractérisés (Figure 1B). A tor; TGN: trans-Golgi network; Ub: ubiquitinylation.
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aux sous-unités B1 et B3 [2, 17]. La boucle flexible de
Nef est également impliquée, par deux motifs di-acide
distincts, dans les interactions respectives avec la V-
ATPase et 3-COP, méme si des résultats contradictoires
ont été rapportés pour I"association a B-COP [12, 18].
Dans le cas de la modulation de CD4, un modeéle a été
proposé dans lequel Nef utilise séquentiellement les dif-
férentes machineries de la voie d’endocytose, et joue
donc le role de connecteur entre les molécules CD4 et ces
différentes machineries [19]. La modulation de I'expres-
sion de surface de CD4 résulterait d’un processus en deux
étapes (Figure 2). A la membrane plasmique, Nef recrute
les molécules CD4 dans les puits recouverts de clathrine
par son interaction avec AP-2, induisant ainsi son inter-
nalisation et son adressage vers les endosomes précoces.
L'association de Nef aux complexes COP-I permet ensuite
le ciblage de CD4 vers les compartiments de dégradation
(endosomes tardifs/lysosomes). Ce modéle pourrait
également expliquer les effets de Nef sur I"internalisation
de CD28 [8]. Pour les molécules du CMH-1, le méme type
de modeéle séquentiel a été proposé avec toutefois des
différences importantes sur les mécanismes mis en
ceuvre par Nef. €n effet, I'internalisation des molécules
du CMH-I ne semble pas passer par la voie dépendante
des puits recouverts de clathrine [20]. La seconde diffé-
rence avec le modéle CD4 est que les molécules de classe
| ne sont pas dirigées vers les compartiments de dégra-
dation mais retournent vers le TGN, par la connexion de
Nef & la protéine PACS-1 [14] (Figure 2).

Ces modeles permettent d’expliquer les effets généraux
de Nef sur ses différentes protéines cibles, mais de
nombreuses interrogations restent posées sur les méca-
nismes responsables de chacune des étapes. Les motifs
di-Leu de CD4 et CD28 et les motifs YXXA des molécules
HLA-A et HLA-B sont indispensables aux effets de Nef.
Ces motifs ne sont normalement pas reconnus par la
machinerie d’endocytose, Nef pourrait alors interagir
directement avec ces signaux et les connecter aux dif-
férentes protéines de cette machinerie. Toutefois, les
données concernant des interactions directes de Nef
avec les signaux de CD4, CD28 et CMH-I sont extréme-
ment minces ou inexistantes [19]. Alternativement, Nef
pourrait modifier les propriétés de reconnaissance de
ces signaux par les protéines de la machinerie d’endo-
cytose. Cependant, des données récentes montrent
qu’un motif di-Leu est également responsable des
effets de Nef sur I’inhibition de I’internalisation de DC-
SIGN [5], suggérant que Nef perturbe dans ce cas la
reconnaissance du motif. D’autres limitations de ces
modéles peuvent étre discutées. La premiére étape
implique en effet une interaction avec AP-2, alors que
la protéine Nef des VIH-1 recrute préférentiellement
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AP-1 et AP-3 [9, 10, 21]. Ces résultats semblent en
contradiction avec les effets de Nef principalement
centrés sur I'internalisation a la membrane plasmique,
et pourrait suggérer un re-routage direct du TGN vers les
endosomes (Figure 2). Le rdle des complexes COPI dans
la dégradation de CD4 est également remis en question
en raison des résultats contradictoires sur le role du
motif di-acide de Nef dans 'association & 3-COP [12,
18]. Cette seconde étape de ciblage vers les comparti-
ments de dégradation pourrait alternativement étre
reliée au recrutement des complexes AP-3 qui partici-
pent au transport vésiculaire vers ces compartiments.
Enfin, le recrutement forcé des manteaux AP-1, AP-3 et
COP-1 sur les membranes endosomiques pourrait expli-
quer I’expansion importante de ce compartiment
induite par I’expression de Nef [21, 22].

€n interagissant avec de nombreux éléments de la
machinerie d’endocytose, Nef se comporte comme un
perturbateur général de cette voie de transport. Les dif-
férents points discutés dans cet article indiquent que les
contributions respectives et la dynamique des interac-
tions restent en grande partie a préciser pour com-
prendre les mécanismes d’action de Nef.

KSHV: internalisation forcée par ubiquitinylation

Le KSHV appartient a la famille des herpesviridae, et est
associé au développement du sarcome de Kaposi et
d’autres pathologies tumorales rencontrées notamment
chez les patients infectés par le VIH [23]. Il était déja
connu que les virus de cette famille échappent au sys-
téme immunitaire entre autres en modulant ’expression
de surface du CMH-I par différents mécanismes, soit
trés tot dans la voie de biosynthese, soit en déroutant
les molécules néo-synthétisées vers les lysosomes [1].
Récemment, plusieurs équipes ont démontré que le KSHV
présente une activité similaire portée par deux pro-
téines, K3 et K5, suffisantes pour diminuer I’expression
de surface du CMH-1 et d’autres molécules de la réponse
immune, B7.2 (co-stimulation) et ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1). Les mécanismes mis en ceuvre par
KSHV sont différents de ceux connus pour les virus appa-
rentés car cette diminution d’expression n’est pas due a
une perturbation précoce de la voie de biosynthése. Les
molécules de classe | sont correctement synthétisées et
exportées a la membrane plasmique, mais leur interna-
lisation est augmentée [24-27].

K3 et K5 sont des protéines homologues dont la localisa-
tion intracellulaire semble étre restreinte au réticulum
endoplasmique [24, 25], ne permettant pas de com-
prendre a priori leurs effets a la membrane. Des travaux
récents ont permis de mieux appréhender leur mode
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d’action, elles induisent une ubiquitinylation des pro-
téines cibles sur des résidus lysines de leur région cyto-
plasmique, provoquant ainsi leur internalisation et leur
dégradation dans le compartiment endosomique tardif
[28]. Les données récentes montrant que la dégrada-
tion des molécules du CMH-I ubiquitinylées par K3 est
dépendante de la protéine tsg-101 (tumor susceptibility
gene-101) [29] confirment que le KSHV utilise la voie de
dégradation dépendante de 'ubiquitine impliquée dans
la dégradation d’un nombre croissant de récepteurs de
facteurs de croissance [30, 31]. Ces données démon-
trent que I'ubiquitinylation de récepteurs normalement
stables a la membrane est suffisante pour déclencher
leur internalisation.
L'ubiquitinylation des protéines cibles dépend d’un
domaine de type PHD/LAP présent dans la région cyto-
plasmique N-terminale qui reconnait une ubiquitine
ligase de type £2 directement responsable des événe-
ments d’ubiquitinylation (Figure 3). Les protéines K3 et
K5 permettraient la reconnaissance directe des sub-
strats. Ainsi, K3 présente un spectre plus large que K5
sur 'ensemble des molécules du CMH-1, K5 ne module
que HLA-A et HLA-B. A ’opposé, seule I’expression de K5
module I'expression de B7.2 et d’ICAM-1. Ces diffé-
rences de spécificité semblent passer par une interac-
tion entre les régions trans-membranaires de K3 et K5 et
celles des protéines cibles [26-28].
Le virus murin homologue de KSHV, MHV-68, module aussi I’expression
de surface du CMH-1 par I’intermédiaire de protéines semblables a K3 et
K5 (MK3 et MK5) responsables de I’ubiquitinylation des molécules de
classe | murines. De fagon surprenante, I'effet de cette méme modifi-
cation conduit dans le systéme murin @ une dégradation précoce des

ternalisation de Fas et de TRAIL-R et leur dégradation
dans les compartiments acides. Les mécanismes impli-
qués ne sont pas connus. Il est toutefois intéressant de
noter que des similitudes existent entre ces deux sys-
teémes, puisque RID o et [ sont également localisées au
niveau du réticulum endoplasmique. De plus, I’expres-
sion des protéines RID a la membrane plasmique n’est
observée que lorsque O et [3 sont co-exprimées [34], ce
qui pourrait étre aussi le cas pour K3 et K5.

Conclusions

[I'semble que les exemples de virus utilisant la voie d’en-
docytose pour moduler "expression de molécules de sur-
face sont tout aussi divers que ceux ayant « choisi » de
dérouter leurs protéines cibles tres tot au cours de leur
biosynthése. Les deux exemples décrits ici sont intéres-
sants car alors que ces deux virus sont capables de
moduler I'internalisation de protéines de surface, ils ont
« trouvé » des solutions différentes pour arriver a leurs
fins. Le VIH interagit avec la machinerie cellulaire res-
ponsable du transport vésiculaire au sein de la voie
d’endocytose alors que KSHV modifie certaines pro-
téines cibles les rendant apte a emprunter cette voie. Ce
dernier systeme semble plus spécifique a priori car
seules les protéines pouvant étre ubiquitinylées par K3
et K5 seront internalisées et dégradées. Dans le cas de
Nef, on peut, en revanche, s’attendre a des effets colla-
téraux plus importants résultant de la perturbation des
fonctions exercées par les manteaux vésiculaires avec
lesquels elle interagit et donc a des altérations plus
générales du trafic des protéines au sein de la voie d’en-

molécules néo-synthétisées par le protéasome avant qu’elles ne quit-  docytose. ¢

tent le réticulum endoplasmique [32]. Une telle diffé-

rence dans des systémes si proches conduit a se poser la

question de I’intérét pour les virus de cibler I’'une ou K3 et K5 Figure 3. K3/K5: protéines
I"autre de ces voies pour aboutir a un résultat apparem- cibles, structure et interac-
ment identique. A "opposé, on peut imaginer que la CMH-| tions avec la machinerie

nature des voies empruntées n’est pas importante mais
que c’est le résultat, c’est-a-dire la modulation de cer- Membrane
taines molécules cibles, qui compte. cellulaire
Les exemples de virus qui ont développé des systémes
d’induction d’internalisation de protéines membra-
naires sont plut6t rares. 'adénovirus humain constitue
cependant un autre exemple de modulation de I’expres-
sion de récepteurs impliqués dans "apoptose tels que
Fas ou le récepteur de TRAIL [33, 34]. Cette modulation

IBCYAM /\ d’ubiquitinylation. Les pro-

téines K3 et K5 possedent des
structures semblables avec
des domaines N- et C-termi-
naux cytoplasmiques, deux
N domaines transmembranai-
L res et une courte boucle
UALER ¢ luminale. €lles présentent

dans leur région N-terminale

passe aussi par 'expression de deux protéines virales  undomaine PHD/LAP qui interagit avec une ubiquitine ligase de type €2 respon-
appelées RID (receptor internalization and degrada-  sable de I'ubiquitinylation des protéines cibles. B7: molécule co-activatrice,
tion) et 3 (ou protéines €3 10.4K et 14.5K) qui avaient  ligand de CD28; ICAM: intercellular adhesion molecule; K3/K5: protéines K3 et
été initialement décrites pour induire I'internalisation K5 du virus associé au sarcome de Kaposi; PHD/LAP: plant homeo domain/leu-
du récepteur de "EGF [35]. Ces protéines induisent I'in-  kemia associated protein (d’aprés [28]).
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SUMMARY

Nef and K3/K5, two viral proteins acting

as « parasites >» of the endocytic pathway

The modulation of plasma membrane proteins involved
in the communication with the immune system is a gene-
ral mechanism developed by viruses to escape the
immune response. Most of the studied examples have
focused on viral proteins that missort cellular proteins
during their biosynthesis. However, an increasing num-
ber of examples show that the down-modulation can
also be achieved after membrane delivery by targeting
into the endocytic pathway. For both human immunode-
ficiency virus (HIV) and Kaposi sarcoma-associated
herpesvirus (KSHV), the proteins required for this pro-
cess are identified, Nef and K3/K5 respectively. The
extensive studies in this field have shown that the
mechanisms by which these proteins « parasite » the
endocytic pathway are completely different. Nef directly
interacts with components of the cellular machinery
involved in the vesicular transport between the endocy-
tic compartments, mainly the clathrin adaptor com-
plexes (AP), inducing the misrouting of numerous cellu-
lar proteins, including CD4, MHC-1, LIGHT, DC-SIGN, CD28
and MHC-11 to the endosomal degradation compartment
or the trans Golgi-network. The K3 and K5 proteins from
KSHV act by inducing the ubiquitylation of the target
proteins, such as CMH-1 and B7.2, triggering their inter-
nalization and subsequent degradation by the highly
conserved Tsgl01/vps23 ubiquitin-dependent endoso-
mal pathway.

While these findings show that the strategies used by
viruses to target cellular proteins to the endocytic path-
way are extremely diverse, additional investigations are
needed for the complete understanding of the specific
roles of Nef and K3/K5 in the physiopathology of HIV and
KSHV infections, respectively. In addition, these viral
factors represent valuable tools to study the pathway
they are perturbing. ¢
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