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Le VR se transmet par voie aérienne mais peut également se transmettre par contact
direct avec les sécrétions nasopharyngées dssrpees infectées. Le virus entre au niveau
des voies respiratoires, puis rejoint ensuitegksglions lymphatiques les plus proches. Il se
réplique alors dans les garmis lymphatiques, ce qui contd@a une virémie importante et
entraine la propagation du virus a d’autresus lymphatiques et a d’autres organes dont la
rate, les poumons, le thymus,foie et la peauFigure 2. Les premiéres cibles de I'infection
dans les ganglions lymphatiqusant les cellules dendritiques@Painsi que les lymphocytes
B et T. En effet, des études faiiasvivo chez le macaque ont montré que les lymphocytes B
et T sont des cibles majeures du VR (de $whaal., 2007). De plus, la transmission du VR
aux lymphocytes T est favorisée par l'infection des DC. En effetitro, les DC infectées
interagissent avec les lymphocytes T gréacela formation d’'une synapse impliquant
I'interaction de la protéine vila H dans les DC avec le récepteur du VR sur les lymphocytes
T (Koethe et al., 2012). Ainsi, les DC pourraisetvir de vecteurs de transmission du virus
pour l'infection des lymphocytes et la propaiga du virus dans les organes lymphoides (de
Witte et al., 2008). Dans le rs@ périphérique, les monocytesnstituent lamajorité des

cellules infectées (Esolen et al., 1993). Ddes poumons, les maphages alvéolaires
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La protéine CD46 est le premier récepteur du VR a avoir été identifié (Naniche et al.,
1993). Seules les souches atténuéest lee récepteur. CD46 aussi appeMembrane
Cofactor Protein(MCP) a été identifié initialemerppour son rble dans la régulation du

complément.
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CD46 est une glycoprotéine transmembranaire de type | exprimée sur toutes les
cellules nucléées chez 'lHomme. Elle appartient a la famille des régulateurs de I'activation du
complément (RCA Regulatory Complement Activajot.a majorité des genes appartenant a
la famille RCA sont localisés dans un cluster sur le chromosome 1 en position q32 (CD55,
CD35, CD21, facteur H, C4bp et CD46) (Houteaet al., 1992). Le géne codant pour CD46

fait 43 kb et est composé de 14 exons et 13 introns.

Les membres de la famille RCA sont caéaisés par une structure comprenant des
motifs de liaison aux fragments dtomplément appelés motifs SCBhprt Consensus
Repeak (Barlow et al., 1991). CD46 possede quatiifs SCR, SCR1 a SCR4 dans sa partie

extracellulaire N-terminale. Les motifs SCR sont suivis d’'une région riche en Sérine,
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CD46 fut identifié a I'origine comme étant un régulateur de I'activité du complément.
Le systeme du complément est un systeme de défense de I'immunité innée faisant intervenir
des facteurs solubles et des protéines memaines. Les facteurs solubles sont activés
directement par la reconnaissance d’un manganisme ou par la reconnaissance d’'un micro-
organisme opsonisé par des anticorps, ce quaimetiune cascade de réactions conduisant a la
génération de composés ayant différentesctions effectrices. Ainsi, le complément
intervient dans trois principa€onctions : 1) la lyse des ond-organismes pathogénes grace
a la formation du complexe d’attaque membranaire, 2) le recrutement des effecteurs de la
réponse inflammatoire grace a la génération d’laylagoxines et 3) Bpsonisation des micro-
organismes pathogénes pouriliter la phagocytose. |l exist&ois voies d’activation du
systeme du complément : la voie classique, la voie dépendante des lectines et la voie alterne.
Au cours de la cascade d’activation, les factesolubles inactifs appelés zymogenes sont
clivés en deux fragments, un fragment possédant I'activité protéase servant a cliver le facteur
suivant, et l'autre fragment étant un meeliat soluble promouvant l'inflammation. Ces
facteurs promouvant l'inflamntian, appelés anaphylatoxinespmprennent les fragments
Cbha, C3a et C4a du complément. Les trmges d’activation du aoplément convergent
toutes vers la génération de la C3 converté&srmeée par les fragments C4b et C2a pour les
voies classique et dépendants tkctines, et formée par les fragments C3 et Bb pour la voie
alterne. La C3 convertase a pour role de cliesmolécules de C3 en C3a et C3b. Le clivage
de C3 est un évenement crucial dans la cascade du complément. En effet, les molécules de
C3b nouvellement formées peuvent s’assoeeec des fragments Bb pour former de
nouvelles C3 convertase de la voie alterne. Ainsi, il y a une &riplification de la réponse.
Les nombreuses molécules de C3b formées wpsbniser les micro-organismes et ainsi
faciliter leur phagocytose. C3b aassi s’associer a C4b etaC@our former la C5 convertase
qui clive C5 en Cbha et C5b. Le fragment C5b s’associe aux composants C6, C7, C8 et C9
pour former le complexe dimque membranaire prettant la lyse du micro-organisme

pathogéne par choc osmotique.

Le systeme du complément est un systéme tres puissant a cause de la forte

amplification de la réponse plar génération des fragments C8es fragments C3b et C4b se
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Comme évoqué dans le parggra I-A.1.5, les souches du MBolées a partir de cas
cliniques n’infectent pas les cellules Vero (cellules épithéliales de rein de singe) alors qu’elles
infectent trés efficacement les cellules B9&zellules lymphoblastoides de singe) et
conservent leur pathogéité lors des passages sur ces cellules. Ceci indique que le récepteur
des souches cliniques du VRest pas exprimé sur les cellules Vero alors qu'il I'est sur les
cellules lymphoblastoides. Ainsi, Tatsuo etalt cherché a identifier un récepteur exprimé
spécifiqguement sur des cellules lymphoidesisetont décrit la protéine CD150 (SLAM)
comme étant le récepteur du VR (Tatsuo et 8002 A la fois les souches virulentes et les
souches atténuées peuvent lier ce récepteDl50/SLAM fait partie de la famille des
récepteurs SLAM Signaling Lymphocyte Activation Moleculgui sont des molécules
régulant I'activation des lyphocytes (Cocks et al., 1995). La famille SLAM inclue les
molécules CD244, CD48, CD84, CD229, CD319 et CD352 (Schwartzberg et al., 2009).
CD150/SLAM est exprimé sur les thymocyteles lymphocytes activés, les cellules
dendritiques mature¢es macrophages et les plaquettes t{Biski et al., 2001; Cocks et al.,
1995; Howie et al., 2002; Kruse et al., 2002R150/SLAM est également un marqueur des
cellules souches héapoiétiques (Kiel et al., 2005).
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CD150/SLAM est une protéine transmembramale type | de 70 kDa qui fait partie
de la super famille des immunoglobulinedleEest composée d’une région extracellulaire
contenant deux domaines immunoglobulineddéenaine V et le domaine C2, d’'une région
transmembranaire et d’'une queue cytoplasmidtigufe 14. C’est le domaine V qui est
responsable de l'interaction avec la protéihelu VR (Hashiguchi eal., 2011; Ono et al.,
2001).
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La protéine CD150/SLAM, exprimée uniquement sur des cellules du systeme
immunitaire, intervient prinpialement dans la régulation sdeeponses immunes. Il a été
démontré que CD150/SLAM joue wdle dans I'activation desmyphocytes T CD4. En effet,
'engagement de CD150/SLAM augmente laliféoation des lymphocytes T CD4 suite a la
détection d’'un antigene et augmente la prtidncde cytokines par ces lymphocytes, en
particulier, la poduction d’interféron- (Cocks et al., 1995). L’engagement de CD150/SLAM
a la surface des lymphocytes B (LB) par decorps monoclonaux, permet de promouvoir la
prolifération des LB ainsi que leur différentiation en plasmocytes sécréteurs
d'immunoglobulines (Punnonen et al., 1997).dratéine CD150/SLAM joue un rdle crucial
dans la cascade de signalisation émanant signl@pse immune entre un lymphocyte T et une
cellule présentatrice d’antigénes. En effeD150/SLAM intervient dans la cascade de
phosphorylation en aval du récepteur des lymphocytes T (TIC&ell receptoy. La tyrosine
kinase Fyn est recrutée au niveau de la protéine CD150/SLAM par l'intermédiaire de la
protéine SAP $LAM-Associated Protéir{Chan et al., 2003; Latour et al., 2001, 2003; Li et
al., 2003). CD150/SLAM semble aussi étre cruciale pour la génération des lymphocytes T
CD4 (Li et al., 2007). Le role meur de la protéine CD150/SLAMans le contrble de la
réponse immunitaire peut étreusigné par le faitque cette protéine est impliquée dans
plusieurs pathologies humainestamment dans la maladigmphoproliférative liée a I'X
(XLP : X-linked lymphoproliferative (Engel et al., 2003). De plus, CD150/SLAM est un
récepteur capable decannaitre les bactérids. coli dans les phagosomes de macrophages
murins et régule I'activité de la NADPH oxydase recrutant les protgs Beclin-1 et VPS34

a la membrane des phagosomes (Berger et al., 2010).



@ AVASAUA [ '"'—tcef of..—cot v

Bien que les premieres cibles de linfection par le VR soient les macrophages
alvéolaires CD150 les cellules dendritiquest les lymphocytes (Lemon et al., 2011; de
Swart et al., 2007), les cellulesitigliales du tractus respiratoire sont aussi des cibles
privilegiées de l'infection (Sakaguchi et al986). Ces cellules expriment CD46, qui peut
servir de récepteur pour lesuches atténuées du VR, mais n’expriment pas CD150/SLAM, le
récepteur des souches cliniques. Ceci sugd@me qu’il existe un troisieme récepteur pour le
VR permettant aux souches cliniques d’infedesr cellules épithéliales. Ce récepteur a été
identifié trés récemment par we équipes simultanément qant montré que la protéine
nectine 4 est un récepteur du VR sur les tdlépithéliales (Muhlebach et al., 2011; Noyce
etal., 2011).
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La protéine nectine 4 est tmembre des protéines PVRLBJioVirus Receptor-Like
proteing qui sont des récepteurs d’adhésion ldesuper famille des immunoglobulines
(Reymond et al., 2001). C’est une protéine srmaembranaire de 510 acides aminés localisée
dans les jonctions adhérenst La nectine 4 est composée d'un domaine extracellulaire
comprenant trois domaines immunoglobulirfes domaine V et deux domaines C), d’'une

région transmembranaire (TM) &une queue cytoplasmiquEigure 15.

Figure 15 : Structure de la nectine 4
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La nectine 4 est une protéine constituant les jonctions adhérentes qui permettent de
maintenir I'adhésion entre cellules. La nectine 4 permet la jonction entre cellules par des
interactions homotypiques ou par son inteocecavec le domaine V de PVRL1 (nectine 1).

Elle n’interagit pas avec les autres membres de la famille PVRL. La queue cytoplasmique de
la nectine 4 s’associe avec la protéine afadine, laguelle se lie a I'&itinee(19 (Reymond
et al., 2001; Takahashi et al., 1999; Meng and Takeichi, 2009).

Figure 16: Role de la nectine 4 dans les jonctions adhérentes

Représentation schématique de l'implication de la nectine 4 dans une jonction adhérente. Les nectines
4 interagissent ensemble par le domaine V du donwitracellulaire. L'afadine permet la liaison des
nectines 4 a la F-actine.

La protéine H du VR interagit avec le domaine immunoglobuline V de la nectine 4
grace a des interactions hydrophobes. Le site d’interaction danséaerbit pour la nectine

4 chevauche les sites d’interaction pour CD4€@150 (Zhang et al., 2013). La liaison de la
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Le réle de la protéine V est principalement de participer a la virulence du VR. En
effet, des mutations dans lagirén de I'édition permettent lgénération de virus mutants pour
la protéine V, aboutissant is@a I'absence, soit a la sugatuction de cette protéine. Ces
mutations n’affectent pas la réplication du virus dans des lignées cellulaires (Schneider et al.,
1997), indiquant que la protéine V n’estspaécessaire pour la réplication du virus.
Cependant, la protéine &st cruciale pour la virulence. Effet, Valsamaki®t al. ont étudié
le r6le des protéines norrstturales sur l'infection vivo grace a un modele de souris SCID
greffées avec des implants de thymus efaile humains. Dans ce modele, I'absence de la
protéine V conduit & une réplioan retardée mais prolongée duus, ce qui aboutit, dans les
thymocytes humains, a des titres viraux plus faibles comparés a ceux obtenus avec une
infection par un virus sauvage. A l'inverse,darexpression de la qiéine V entraine une
croissance du virus plus rapide avec des titiesix 100 fois plus élevés dans des cellules
Vero (Valsamakis et al., 1998). Ces résulsiiggerent que la protéine V est un facteur

essentiel pour une répditton du virus efficacen vivo.

Le role principal de la prétne V dans la virulence ddR pourrait étre d’inhiber les
réponses immunitaires de la cellelieen particulier la réponse aux interférons (IFN) de type |,
qui sont des cytokines antiviralpsissantes. Ainsi, le VR inbé la réponse aux cytokines en
interférant directement avec la signalisation des protéines cellulaires STAT. La protéine V
interagit avec les protéines STAT1, STAT2,A9B et IRF9 et son expression empéche les

réeponses induites par les IEN , et . De plus, la protéine V peut interférer avec la
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La protéine C contribue également a la ince du VR. La réplication du virus dans
des lignées cellulaires ne requiert pas la présdada protéine C. En effet, un VR déficient
pour I'expression de la proté@ C (que nous appellerons VR) ne présente pas de défauts de
multiplication dans des cellules en culture (Bede and Billeter, 1996 Cependant, dans une

autre étude, il a été montgtie bien que le virus VEC se réplique nornbement dans les
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La mitophagie désigne la dégradatiorlesttve des mitochondries par autophagie.
L’élimination de mitochondries en surplmi endommageées est essentielle pour le bon
fonctionnement de la tele. Ainsi, la mitophagie est gciale pour différentes fonctions
physiologiques (Ding and Yin, 2012). Elle esér exemple, trées importante pour limiter la
production d’espéces dérivées de l'oggg, communément appelées ROS poReactive
Oxygen Species par les mitochondries. La supgs®n de la mitophagie conduit a une
accumulation de ROS, ce qui active l'inflammasome NLRP3 et conduit & une réponse
immunitaire innée exacerbée (Zhou et al., 201Me)plus, les mitochondries sont des acteurs
de la régulation de la mort cellulaire par le relargage de facteurs pro-apoptotiques tels que le
cytochrome C. Ainsi, la mitophagie peut intervestains le controle de la mort cellulaire. Les
mitochondries permetté également la-oxydation des acides gras. La mitophagie intervient
donc dans la régulation dehdméostasie lipidique (Singkt al., 2009). La mitophagie est
également impliguée dans le développemdnn effet, lors dela fécondation, les
mitochondries patesiles sont éliminées de maniége ce que seules les mitochondries
maternelles soient transmisi$a descendance. Des étudesmanhtré que ces mitochondries
paternelles pourraientrét éliminées par mitophagie (Al Rawt al., 2011; Sato and Sato,
2011; Zhou et al., 2011a). Etant donné le roletre¢ des mitochondriedans la physiologie
cellulaire, la dérégulation de la mitophagieaupeonduire au développement de pathologies

telles que des cancesa des maladies neurodégéniées (Ding and Yin, 2012).

Chez la levure, le ciblagelectif des mitochondries vers la dégradation autophagique
est réalisé grace a la protéine Atg32. Hete Atg32 est recrutée sur les mitochondries et
permet leur ciblage vers les autophagosomemtenagissant avec la protéine autophagique
Atg8. Dans les cellules mammiféres, la protéMiX (aussi appellée BNIP3L) et la protéine
PINK1 (PTEN-induced putate kinase protein )1sont impliquées dans le ciblage des
mitochondries vers lmmacroautophagie (Youle and Narendra, 2011).
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La ribophagie est la dégradation sélecties ribosomes par macroautophagie. Elle a
été rapportée chez la levuse cerevisiaéKraft et al., 2008)Cette ribophagie est dépendante
de deux protéines, Ubp3, unef@ine dé-ubiquitinase et son aetieur, la protéine Bre5. Ces
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La pexophagie désigne la dégradatioectile des peroxysomes par macroautophagie
(Manjithaya et al., 2010). Les peroxysomes sontodganites assurant tétoxification de la
cellule en oxydant le dioxygéne et le perdeyd’hydrogéne. Lors de la pexophagie, des
peroxysomes individuels sosgéquestrés dans des vésisuée double membrane appelées
pexophagosomes qui fusionnentaves lysosomes. La pexophagieut étre induite par des
signaux qui répriment la biogénese des peroxysomes. Par exemples.cbemvisiagla
pexophagie peut étre induite eemplacant le milieu de cule contenant de l'oléate, qui
induit la biogénese des peroxysomes, par un milieu riche en glucose ou un milieu sans azote
(Hutchins et al., 1999). De méme, la pexophagie a un rdle important dans la croissance de
plusieurs champignons. Chez 'homme, I'acclatian de peroxysomes a été observée dans
des cellules vieillissantes (Legalet al., 2002). Dans les cellaslemammiferes, ldégradation
des peroxysomes par macroautagie fait intervenir les répgeurs autophagiques p62 et
NBR1 (Deosaran et al., 2013)(cf paragraphe 1-B.2.6.2).
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La réticulophagie est la dégradatiodu réticulum endoplasmique (RE) par
macroautophagie. Le RE est un organite clé dans le contr@étéqules protéines.
L’accumulation de protéines mal conformées conduit a un stress du RE et au déclenchement
d'une réponse UPRUpnfolded Protein ResponseSuite au déclenchement d’'une réponse
UPR, il a été observé une apparition dsimdéles a double membrane de 300-700 nm de
diameétre contenant des membranes du RE retgitant de limiter I'expansion du RE induit
par la réponse UPR (Bernales et al., 2006). Liaul®phagie permet donc de réduire la taille

du RE pour un retour a uneili@ normale apred’induction d’'un stress. De plus, ce
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Les triglycérides et le cholestérol sont stockés a lintérieur de la cellule dans des
organelles spécialisésommés gouttelettes lipidiques. ilfde pouvoir utiliser ces lipides
emprisonnés, les gouttelettdpidiques doivent étre dégradées. Cette fonction a été
exclusivement attribuée aux lipases jusgi@adécouverte que la macroautophagie pouvait
également dégrader les gouttelettes lipidiques. En effet, des petites gouttelettes lipidiques
entieres ou des portions de larges gouttelettes lipidiques peuvent étre séquestrées a l'intérieur
de vésicules a double membrane. Aprés fusieadophagosomes avec les lysosomes, des
acides gras libres, produits thedégradation des triglycérides, sont générés et vont pouvoir
étre utilisés par la cellule. En particulier, les acides gras libres sont les substrats- de la
oxydation par les mitochondsgepour la génération d’ATP. La lipophagie a été décrite
initialement dans les patocytes. L'inhibition de l'awiphagie dans des hépatocytes en
culture augmente le contenu en triglycérides, ainsi que le nombre et la taille des gouttelettes
lipidiques et entraine une diminution deg@nération des acides gras libres conduisant a un
défaut de -oxydation dans les mitochondries (Singhal., 2009). Ceci démontre que la
lipophagie intervient dans le métaisme lipidique en participa@ la mobilisation des lipides
contenus dans les gouttelettggdiques. En permettant lgbération de substrats pour la
oxydation, la lipophagie contribue a la résisgrcontre la mort cellulaire induite par des
mitochondries dysfonctionties. La lipophagie permet aussi geotéger les cellules contre
I'accumulation toxique de lipidegue I'on retrouve dans certam pathologies telles que la
stéatose (Ding et al., 2010). Ainsi, la lipogleaa été rapportée pour avoir un réle dans
différents processus physiolggies (Liu and Czaja, 2013). Deaniére intéressante, certains
virus utilisent la lipophagie pour moduler le taigolisme lipidique ah d’augmenter leur
réplication (Heaton and Randafip10). Nous rediscuterons ce mpiodans le paragraphe I-

B.4.4.2. sur le détournement de I'autophagie par les virus.
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L’'agréphagie désigne la dégradatiosélective d’agrégats protéiques par
macroautophagie. Il existe dans la celluie contréle qualité deprotéines nouvellement
synthétisées. Ce contrdle qualité est effectué par des protéines chaperonnes de choc thermique
HSP afin de restructurer lesgpgines mal repliéesorsque les protéines ne peuvent pas étre
restructurées correctement, elles sont poly-ubiquitinées afin d'étre ciblées pour une
dégradation par le protéason@ependant, ces protéines mahformées peuvent former des
agrégats protéiques qui ne sont pas dégradde pantéasome et qui dant étre ciblés vers

la dégradation autophagique.

La protéine déacétylase HDAC6 a un rble trés important dans la dégradation par
autophagie d’agrégats protéiques. HDACG6 possiais sa partie C-teinmale, un domaine de
fixation a I'ubiquitine BUZ domain et reconnait préférentiellemieles chaines d’ubiquitines
K63. HDACSG est également capable de se lierdyfatine, ce qui lui permet de se déplacer le
long des microtubules. La formation de progs cytoplasmiques agrégées et ne pouvant pas
étre dégradées par le protéasome est toxique pour la cellule. Afin de se protéger, les petits
agrégats de protéines poly-ubiquitinées doamsportés le long des microtubules jusqu’au
centre organisateur des microtubules MTOC (MT®Irotubule-Organizing Centgrou ils
sont rassemblés dans une struefoérinucléaire insoluble et stable appelée agrésome qui sera
dégradée par autophagieigure 18§. HDACG6 est responsable du transport de ces agrégats
protéiques poly-ubiquitinés jusqu’au MTOC ett donc impliquée dans la formation des
agrésomes (Kawaguchi et al., 2003). En I'absence de HDACS6, les agrésomes ne sont plus
formés mais des micro-agrégats sont observés l@acytoplasme des cellules (Kawaguchi et
al., 2003). La formation des agrésomes est un mécanisme de protection des cellules, la
présence d’agrésomes étant moins toxique que celle de plusieurs petits agrégats diffus dans le
cytoplasme. La présence d’agrégats prot&@cest une caractéristique commune a plusieurs
maladies neurodégénératives telles que lesadies de Huntington, de Parkinson et
d’Alzheimer. Ainsi, I'agréphagie joue un led important dans la protection contre ces

maladies.
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La xénophagie est le terme utilisé pour désigia dégradation sélective d’éléments
« étrangers » a la cellule par macroautophagi €mcerne pour I'esagel I'élimination de
micro-organismes intracellulaires. Nous décriroagprocessus en détddns le paragraphe I-

B.3.1 sur 'autophagie et immunité.
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A la différence de la macroautophagia, microautophagieest une séquestration
directe de portions du cytoplasme ou d’organdll&mtérieur de la membrane des lysosomes
sans transport dans des vésicules internrédiaCette séquestration se produit grace a des
invaginations aléatoires de la membrane dio$pme. Ces invaginations s’allongent et se
différencient en structuretmbulaires nommées « tubes @hagiques » qui renferment les
portions du cytoplasme. Des vésicules sont foem@éékextrémité de ces tubes et vont ensuite

étre déversées dans la lumiére des lysosomes grace a une scission des metiguena9 (

Figure 19: Microautophagie

La microautophagie est un processus dgratfation proposé pour étre non-sélectif.
Cependant, comme pour la macroautophagie, il existe plusieurs formes de microautophagies
sélectives qui vont dégrader spécifiquementates organelles : la micropexophagie, la
« piecemeal » microautophagie et la micrapitagie. La microautophagie non-sélective a été
surtout observée dans les cellules mammiféer@s @jue les trois formes de microautophagie

sélective ont été decrites uniquemeimez les levures (Li et al., 2011b).
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Les protéines dégradées par CMA contientteates un motif consensus de 5 acides
aminés : KFERQ. La mutation de ce motif ewip€ la dégradation des protéines par CMA et
inversement, I'ajout de ce motif a la séquence d’une protéine permet sa dégradation par CMA
(Dice et al.,, 1986; Koga et al., 2011). Le tihdiKFERQ est reconnu par la protéine
chaperonne hsc70 de la famille deseat shock protéines (Chiang etl., 1989). A l'inverse
de certains signaux de dégradation protéique tels que l'ubiquitination, qui sont ajoutés au
moment ou il y a nécessité de dégrader une protéine, le motif KFERQ est constitutivement
présent dans la séquence priaille nombreuses protéindzar conséquent, il existe des
mécanismes de régulation afin de contréler le ciblage de ces protéines vers le lysosome. Il est
probable que la dégradation dépende depbsition ou non du motif qui sera accessible ou
non a la protéine chaperonne. Par exempledépliement pdiel de la protéine pourrait
favoriser la reconnaissance du motif KFERQ, inaccessible dans une protéine correctement
conformée. De plus, il est également possible lgumotif soit masqué lorsque la protéine
interagit avec des partenaires cellulaires, ou que la localisation de la protéine dans des
compartiments sub-cellulaires empéche sa regisaance. De plus, des études ont montré que
des modifications post-tradiiennelles peuvent permettre l@&connaissance d’'un motif
KFERQ dans lequel il manque un acide aminéles protéines chaperonnes et conduire au
déclenchement de la CMA. En effet, I'acétylation d’'une isoforme de la pyruvate kinase

permet sa reconnaissance psac70 malgré un motif KFERQ incomplet (Lv et al., 2011).
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Afin d’entrainer la dégradation lysosomale la protéine, le complexe formé par
I'association de la protéine aperonne hsc70 avec la protéine a dégrader se lie a la queue
cytoplasmique de la protéine slysomale membranaire LAMP-2A \(sosome-Associated
Membrane Protein type 2ALa protéine cible subit alonsn dépliement grace a la protéine
chaperonne hsc7@igure 2J1). La liaison du complexe protéine cible-hsc70 a LAMP-2A
entraine la multimérisation danonomeres de LAMP-2, ce qui conduit a la formation d’'un
complexe macromoléculaire de 700 kDa a la membrane du lysosome (Bandyopadhyay et al.,
2008). La protéine chaperonne lysosomale @spénhtribue a la stabilisation de LAMP-2A

lors de sa multimérisation. Le complexe formé est alors transloqué dans la lumiére du
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La CMA est impliquée dans le maintien Kieomeéostasie protéique et assure un réle
primordial de contrdlgualité des protéines pk dégradation des @éines endommagées ou
altérées. En effet, la CMA est augmentée en réponse au stress causé par des dommages aux
protéines ainsi que par la foation de protéines rhaonformées afin de prévenir leur
agrégation. La CMA est également induite suite & une privation de nutriments et fait suite a
I'activation de la macroautopgie qui perdure moins longtemps dans le temps. La CMA
intervient également dans la régulation de la transcription en dégradant un certain nombre de
facteurs de transcription de maniere tissus figéei. Elle joue aussi urble dans I'immunité
en favorisant la présentation d’antigenes sur les molécules CMH de classe Il. Ainsi, la
dérégulation de la CMA est impliguée daptusieurs patholdgs humaines dont la

neurodégénérescence, le cancer et idisgement (Kaushik and Cuervo, 2012).
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L’autophagie est initiée par la formation ddascytoplasme d’'unenembrane isolée
appelée phagophore trés riche en phosphatidyiotessphosphate (PI3PLhez la levure, les
autophagosomes dérivent d’'une mimane unique appelée le PABrg-autophagosomal
structure) (Kim et al., 2002; Suzuki et al., 200Bien que l'autophagie ait été découverte
depuis plus de 50 ans, l'origine de la meang du phagophore dales cellules mammiferes
reste largement discutée. Il semblerait que cette membrane ne soit pas syrdbétisée
mais provienne d’orgeelles préexistants. Le RE a été décrit comme étant une source de
membrane pour la formation du phagophore. Axalebnt identifié que la protéine DFCP1
(double FYVE domain-containing prote)niine protéine localisée dans le RE qui est capable
de lier le PI3P grace a ses domaines FYVE,reteouve localisée dans des structures
ponctuées riches en PI3P qui colocalisent getneent avec des protéimeontenues dans les
autophagosomes suite a une privation en acides aminés. Le changement de localisation de la
protéine DFCP1 est dépendantel'detivité des protéines VPS34 et Beclin-1. Ces structures
riches en PI3P et contenahés protéines du RE ont été appelées omegasomes et sont des
sources de membranes pour I'accumulatiorpaéines autophagiques et pour I'expansion
des membranes deutophagosomeHigure 22. En effet, les omegasomes riches en PI3P
sont impliqués dans la biogénese des autapwages. Les auteurs obgemt des interactions
dynamiques entre les omegasomes et ldsphagosomes en formation. Cependant, les
omegasomes ne sont pas les seules structures a étre impliquées dans la biogénése des
autophagosomes puisque les auteurs n’obserpas 100% de colocalisation entre les
omegasomes et les autophagossrfAxe et al., 2008). Par la suite, I'association du RE avec

les phagophores a été observée en microsa@lpictronique (HayasiNishino et al., 2009).
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Figure 23 : Acteurs moléculaires de I'autophagie

Schéma récapitulatif des acteurs moléculaires régulant les différentes étapes de I'autophagie.
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Chez la levure, I'initiation de l'autophaggest contrdlée par un complexe composé des
protéines Atgl, Atgl3 et Atgl7. Chez les mam@n@s, il existe deux homologues d’Atgl qui
sont les protéines kinases ULK1 et ULK2. L’homologue mammifere d’Atgl7 est la protéine
FIP200. De plus, il existe chez les mammiféu@e quatrieme protéine nommée ATG101. Le
complexe ULK, composé des protéines ULK1/2, ATG13, FIP200 et ATG101, est contrdlé par
la protéine kinase a séd/thréonine kinase mTORmé&mmalian Target Of Rapamygin
MTOR est impliqué dans la régulation desknthése protéique et se retrouve dans deux
complexes différents mMTORC1 et mTORC2. Seul le complexe mTORCL1, appelé par la suite
MTOR, semble étre impliqué dalasrégulation de I'autophagie. mTOR est activé en aval de
la voie Akt et régule négativement I'autophagl’activité de mTOR est régulée par les
niveaux d'acides aminés et deigbse. De plus, mTOR peut éinhibé par la rapamycine, ce
qui conduit a I'activation de l'autophagie. Emésence de nutriments, mTOR phosphoryle
ULK1/2 et ATG13, ce qui entraine I'inactivation du complexe UIEg(re 249. mTOR est
inhibé par une carence en acides aminés et est alors dissocié du complexe ULK, ce qui permet
la déphosphorylation de ULK1/2 et ATG1Bidure 24. L’activité kinase d’'ULK1/2 entraine
la phosphorylation de FIP200 etA@G13 et le recrutement du complexe sur la membrane du
phagophore. La protéine ATG101 interagit avecGAB et permet sa stabilisation. A l'inverse
de la levure chez laquelle I'inhibition de mTOR conduit & une augmentation de la liaison de la
protéine Atgl aux protéines Atgl3 et Ay le complexe ULK-ATG13-FIP200-ATG101 est
stable chez les mammiféres quellgue soient les conditions aeitrition. C’est I'état de

phosphorylation du complexe qui va étnedifié par I'activité de mTOR.
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Le complexe Beclin-1-VPS34-VPS15, dénommé complexe « core » est au centre de
I'initiation de l'autophagie. Ereffet, la phase d'initiation estépendante dedttivité de la
phosphatidylinositol 3-kinase de type Il (P13 type Ill) constituée par la protéine hVPS34
possédant le site catalytique et de la protéine hVPS15 ayant une activité régulatrice. L’activité
de la PI3K de type lll dans linitiation de I'autophagie est dépendante de son interaction avec
la protéine autophagique Beclin-1 (I'orthologngammifere de la protéine Atg6 chez la
levure). L'activité de la PI3K de type lll pmet la génération d€I3P a partir de PI
(phosphatidylinositol). Les PI3P générés vamrmettre le recrutement de protéines
effectrices contenant des domaines dedraiau PI3P comme des domaines FYVE ou PX.
Ces protéines teke que la protéine DFCPgt la protéine WIPI WD-repeat protein
interacting with phosphoinositidgsront permettre d’initier le€tapes de formation des

autophagosomes.
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La protéine Atg9 (MATG9 chez les mammés) est impliguée dans I'assemblage du
phagophore. C’est la seule protéine transmamdire parmi les protéines ATG. Elle est
localisée au niveau des endosomes tardifs et de I'appareil de Golgi chez 'Homme alors
gu’elle est présente sur lestochondries chez la levure. tsmue l'autophagie est induite,
ATGY est recrutée au niveau du phagoph@®®G9 est indispensable a I'expansion du
phagophore et présente desuvements bidirectionnels consta entre le phagophore et les
compartiments cytosoliques (Xie and Klionsp07). Le role d’ATG9 serait de transporter
des lipides au site d'assemblage du phagophore (Longatti and Tooze, 2009). Le mouvement
bidirectionnel I’ATG9 est assungar des protéines régulatricgsi permettente passage
d’ATG9 du phagophore au compartiment cytosolique. La protéine WIRidi possede des
domaines de liaison au PI3Prpettrait, chez 'homme, d&surer le retour d’ATG9 du
phagophore jusqu’aux compartiments cytapsdis. En effet, en absence de WIRJ-ATG9

s’accumule au niveau du phagophore et I'élongation est perturbée.
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Les systemes de conjugaison sont des systenuesquitin-like» en référence au
mécanisme de conjugaison de I'ubiquitine aubstrats qui nécessite uarzyme d’activation
(E1), une enzyme de conjugaison (E2) et une ligase (E3). Le premier systeme de conjugaison

aboutit a la formation d’'un complexe mulénigue composé des protéines ATG12-ATG5-



e atataua i ')'—OO:t T:t ___‘OCE—%Of(o‘o u

La protéine LC3 (orthologue mammifére depiatéine Atg8 chez la levure) existe
sous deux formes : une forme non lipidée sgtigue appelée LC3-1 et une forme lipidée
ancrée dans la membranesdirutophagosomes appelée LC3-1l. Le systéme de conjugaison
dépendant de LC3 aboutit a laitiption de LC3. La protéine LXest tout d’abord synthétisée
sous une forme pro-LC3 qui est immédiatemdinte par la protéine ATG4 pour former la
protéine LC3-l. Lors de l'induction d’autopiie, les protéines ATG7 (enzyme E1-like),
ATG3 (enzyme E2-like) et le complexe SI12—-ATG5-ATG16 (enzyme E3-like) permettent
la liaison covalente d’'une phosyitlylethanolamine (PE) & LC3fbrmant la protéine LC3-I
(Figure 23) Grace au PE, la protéine LC3-1l s’ancre a la fois dans la membrane externe et
interne des autophagosomes. Apres complétion de l'autophagosome, les protéines de LC3-II
fixées sur la membrane externe de l'autoplBagme sont clivées par la protéine ATG4 et
recyclées. Les protéines LC3-1l liées a lanmbeane interne de l'autophagosome restent
présentes jusqu’a la fusion avec les lysosomes qui entrainera leur dégradation lors de I'étape

de maturation.
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A linverse de la levure chez laquelle nlexiste qu'une seule protéine Atg8, les
cellules mammiféres exprimentugieurs protéines Atg8-like qui sont regroupées en trois
sous-familles : la famille des MAP-LC3m(crotubule-associategrotein light chain 3
constituée des trois membres LC3A, LC3B et LC3C ; la famille GABARA&(ino-butyric
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LC3-1l est la seule protéine qui resteggéstrée dans les autophagosomes apres leur
formation. Ainsi, cette protéine peutreét utilisée comme un mgueur pour suivre
l'autophagie (Klionsky et al., 2012). Parmi tous les homologues d’Atg8, LC3B, appelé par la
suite LC3, est le marqued’identification des aophagosomes le mieux caractérisé et le plus
utilisé chez les mammiferes. Il existe deexhniques principales pour suivre l'autophagie
grace a la protéine LC3: la microscopie et le western blot. Dans une approche de
microscopie, le but est d’analyser la distribotide la protéine LC3 da la cellule. Quand il
n'y a pas d’autophagie, la protéine LC3-1 est exprimée de maniére diffuse dans le cytoplasme.
A l'inverse, lorsque l'autophagie est induite, peotéine LC3-II va étre localisée dans des
structures ponctiformes qui sont les autophagosomes. Dans notre laboratoire, nous utilisons

des cellules HelLa stablement transfectées avec une protéine de fusion GFP-LC3 afin de suivre
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Comme nous l'avons déjavéqué, la protéine UVRAG est capable de se lier au
complexe Beclin-1-VPS34-VPS15 par son assimi avec Beclin-1. Lorsque la protéine
UVRAG se lie également a la protéine Bif, ce complexe intervient dans linitiation de
'autophagie. A l'inverse, le complexeeBlin-1-VPS34-VPS15-UVRAGnNterviendrait dans
I'étape de maturation des autophagosomes en augmentant cette matbrgticn23 et 25)
UVRAG est également capable de lier la protéine RubiBuiN domain and cysteine-rich
domain containing, Beclin 1-interacting protget dans cette situation le complexe Beclin-1-
VPS34-VPS15-UVRAG-Rub@n inhibe la maturation des autophagoso(iégure 23 et 25)
(Matsunaga et al., 2009; Zhong et al., 2009).
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Les protéines Rab sont des protéines faisant partie de la super famille des Ras GTPase,
capables d’hydrolyser le GTP en GDP et daosieurs membres cortrient a la régulation
de l'autophagie. La protéine Rab7 joue uferélé dans la maturation des autophagosomes
(Jager et al., 2004). En plus de son réle damemplexe Beclin-1-VPS34-VPS15, la protéine
UVRAG est capable d’interagir avec la VPS aasse C, une protéine impliguée dans la
fusion des endosomes. Le complexe UVRAG-\WeSclasse C stimule l'activité GTPase de
Rab7 et promeut la fusion des autophagosawes des endosomes tardifs ou des lysosomes.
Ce réle d'UVRAG est indépendant de son interaction avec Beclin-1 (Liang et al., 2008). De
méme, la protéine Rabll estjuése pour la fusion des aphagosomes avec des endosomes
tardifs en réponse a une autophagie induite pprilation de nutrimestdans les lignées de
cellules erythroleucémiques (Fader et al., 20@8jfin, certaines données suggerent que la
protéine Rab24 interviemlans I'autophagie. En effet, Rab24 semble étre redistribuée dans les
autophagosomes en réponse a une inductiortaihagie (Egami et al., 2005; Munafé and
Colombo, 2002).
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La protéine p62 aussi appelée sequeste 1 (SQSTM1) est une protéine
d’échafaudage impliquée dans plusieurs fioms cellulaires et notamment servant de
récepteur autophagique afin de cibler destéines ubiquitinées vers la dégradation par
autophagie. C’est une protéine de 440 acides aminés constituée d’un domaine PB1 en N-
terminal, d’'un domaine en doigt de zinc (Zdg signaux de localisation nucléaire (NLS) et
d’export nucléaire (NES), d'un dame LIR, d’'un domaine KIRKEAPL1 interacting region
et d’'un domaine UBAUWbiquitin-associated domajren C terminalKigure 28. Le domaine
PB1 de p62 est un domaine d’irdetion protéine-protéine perttent a p62 d’interagir avec
des partenaires mais lui permettant égaleinde s’homopolymériser. Grace aux signaux
d’'import et d’export nucléaire, p62 navigue entre le noyau et le cytoplasme de la cellule. Le
domaine UBA reconnait a la folss mono-ubiquitines et lesaimes de poly-ubiquitines K48
ou les chaines de poly-ubiquitines K63. La reconnaissance des chaines de poly-ubiquitines
K63 semble étre plus efficace pour le ciblagesM&@autophagie et I'ajut de ces chaines sur

des protéines a été corrélé a la dégradatiaresgrotéines par autophagie (Tan et al., 2008).
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La protéine NBR1r{eighbor of BRCA1 gehest un récepteur autophagique similaire
a p62. C’est une protéine de 966 acides aniuéprésente une organisation similaire a p62
avec des domaines PB1, ZZ, LIR et UBAdure 30Q. La protéine NBR1 possede également
un domaine coiled-coil requis posia dimérisation ainsi qu’wiomaine de fonction inconnue
appelé NBR1 box (ou domaine FW). NBR1peut pas s’oligomériser par son domaine PB1
mais se lie a p62 par ce domaine. NBR1 caontikeux domaines LIR. Celui en position Y732
est le plus important pour la dégradation autophagique. Le domaine UBA de NBR1 peut lier
les chaines K48 et K63 des di-ubiquitines. fu@téine NBR1 est retrouvée, comme p62,
associée a des agrégats de protéines ubiquitinées. Tres récemment, il a été montré que NBR1
est impliqué dans la pexophagen permettant le ciblage sélectif des péroxysomes vers
l'autophagie. Lorsque NBR1 est surexprimE peut agir indépendamment de p62 pour
promouvoir la pexophagie. Ceampant, dans des conditions males d’expression de NBR1,
p62 permet d’augmenter l'efficacité de laxpphagie médiée par NBR1 (Deosaran et al.,
2013).

Figure 30 : Structure de NBR1

Le domaine PB1 de NBR1 permet une inteoactivec p62. NBR1 s’oligomérise grace au domaine
coiled-coil (CC). Le domaine LIR1 est responsable de linteraction avec les protéines LC3 et
GABARAP (GBR). Le domaine UBA renait les chaines de polybiquitine (Ub: ubiquitine).
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La protéine NDP52 nuclear dot protein 52 kDaaussi connue sous le nom de
CALCOCO2 a été identifiée par I'équipe BeRandow pour étre un récepteur autophagique
permettant le ciblage de bactéries versdigradation autophagique. En effet, NDP52
reconnait les bactérieSalmonella typhimuriunubiquitinées et recratLC3 pour cibler les
bactéries vers la machinerie autophagidtigure 31). De plus, NDP52 recrute TBKT&nk-
binding kinasg impliqué dans la signalsion menant a la productiatinterférons de type |,
ce qui permet de limiter la glifération bactérienne (Thumst et al., 2009). Par la suite,
I'équipe de F. Randow a décrit plus précisémle mécanisme d’action de NDP52 dans la
dégradation des bactéries intdadaires. Comme nous I'avondéja décrit, la rupture des
membranes des vacuolesntenant les bactérieShigella lors de leur passage dans le
cytoplasme induit des signaux afin de reerudles récepteurs autophagiques et cibler les
membranes endommagées vers la dégradation (Dupoalt, €2009). F. Randow et ses
collegues ont identifié que la galectine 8, une lectine cytosolique, reconnait des glycanes
exposeés sur les membranes endommagées des vacuoles coStdmanmtella typhimurium
(Thurston et al., 2012). La galectine 8 rder alors NDP52 au niveau des membranes
endommagéese qui permet leur ciblage versdagradation autophagique. L’ubiquitination
de protéines contenues dans les membranes endommagées ou l'ubiquitination des bactéries,
permet de maintenir le recrutement de NDP52 et aussi d'assurer le recrutement d'autres
protéines cargo telles que p62 ou tiopurine (Thurston et al., 201Figure 31). NDP52 est
composée d’'un domaine SKICH, d’un domaine abieil et d'un domaine en doigt de zinc
permettant de lier 'ubiquitineF{gure 32. Cependant, le domairinteraction a LC3 était
jusqu’a tres récemment inconnu. L’équipe d&k&ndow a identifié ce domaine et a décrit que
NDP52 interagit spécifiguement avec LC3Gag a un domaine LIR non canonique dans
lequel il manque leésidu aromatique W (von Muhlinen et al., 2012). LC3C est cruciale pour
induire une autophagie anti-bactérienne. En effet, en absence de LC3C, les autres protéines
Atg8 sont incapables d’induinene autophagie protectrice con8almonella(von Muhlinen
et al.,, 2012). Grace a son domaine LIR nonocéque appelée CLIR (pour LC3C LIR),
NDP52 recrute spécifiquement LC3C pour induiree autophagie permettant le contréle de
I'infection bactérienne. NDP52 est donc unicqueami les récepteurs autophagiques par sa
capacité a se lier a la galectine 8 et autecrspécifiguement LC3C (Boyle and Randow,
2013).
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Streptococcus pyogeneaussi appelé streptocoque deoupe A, est la premiere
bactérie ayant été décrite pour étre dégrgubreautophagie. Le streptocoque de groupe A
(GAS) est une bactérie a Gram positif, principsat extracellulaire maisapable d’infecter
les cellules non phagocytaires pour s’y répligdans le cytoplasme. Il a été montré que
I'infection de cellules épitH@ales HelLa par des GAS indlule processus autophagique

(Nakagawa et al., 2004). Les GAS pénetremtsdas cellules par lgoie endosomale puis
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Mycobacterium tuberculosisest une bactérie intracellulaire qui infecte les
macrophages. Cette bactérie rentlans la cellule par phagocytose mais échappe a la
dégradation en inhibant lusion des phagocytes avec lesdgomes. Cependant, divers
stimuli tels que la privation de nutriments, I'interféro(lFN ), des ligands de TLRT6ll-like
receptor$, sont capables d’induire une autophagiéfavorise la maturation des phagosomes
et conduit a la dégradation de la bactélliea été montré chez la souris que I'lFinduit
I'autophagie par I'intermédiaire de la pratéilrgml (LRG-47). L’homologue humain IRGM
(immunity-related GTPa3esemble également avoir un rédans l'induction d’autophagie
permettant le contrélde I'infection parMycobacterium tuberculosidans les macrophages
humains en favorisant la maturation des pkagees (Singh et al., 2006). De plus, il a été
décrit que 'ADN deMycobacterium tuberculosigeut étre reconnu par la protéine STING
(stimulator of IFN gengsce qui promeut l'ubiquitination de la bactérie et son ciblage vers la
dégradation autophagiquea les récepteurs autophagiques p62 et NDP52 (Watson et al.,
2012). Cependaniycobacterium tuberculose développé des mécanismes pour échapper a

la xénophagie notamment en inhibant texfautophagique (Romagnoli et al., 2012).
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Salmonella typhimuriunest une bactérie intracellulailqui réside dans une vacuole
dénommée SCVSalmonellacontaining vacuole) dans laquelkdle peut se répliquer. La
sécrétion d’effecteurs par la bactérie permet, apres dommage des membranes de la vacuole, la
sortie de la bactérie dans le cytoplasf@@mme nous l'avonsvéqué précédemment, les
bactéries qui se retrouvent dans le cytosol sont ubiquitinées et sont détectées par les protéines
cargo NDP52, l'optineurine et p62 (Thurstona&t 2009; Wild et al., 2011; Zheng et al.,

2009). De pluss. typhimuriunmactive la signalisation du TLRA ¢ll-like receptor 4, ce qui
entraine la phosphorylation de TBK1. TBK1,iateraction avec Napl et Sintbad, est recruté

sur NDP52 et phosphoryle I'optineurine, ce qui aagta son efficacité d’interaction avec

LC3 et promeut donc le recrutement de la nraate autophagique (Thurston et al., 2009;

Wild et al., 2011). De plus, la galectine 8 reconnait les glycanes exposés sur la membrane des
vacuoles endommagées et entraine leutearent de NDP52 pour conduire a la xénophagie
(Thurston et al., 2012) efFigure 31J).
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Shigellaest une bactérie invasive qui seligue a I'intérieur des celluleShigellaest
a la fois capable d’échapper a l'autophagie, en sécrétant des facteurs tels que IcsB, et
d’'induire ce processus. En effet, la @oe VirG intervenant dans la motilité, induit
I'autophagie en interagissant avec ATG5. De piyses I'invasion des eles épithéliales, la
rupture des membranes sd@acuoles contenarhigella entraine des signaux menant a
I'ubiquitination de protéinessaociées a ces membranes, au recrutement de p62, TRAF6 et
LC3 pour une dégradation autophagique (Dupont et al., 2009). Il a été décrit que les septines,
un composant du cytosquelette, sont recrud®es les protéines autophagiques et forme une
« cage » permettant d’emprisonn8higella flexneridans le cytosol, ce qui limite la
dissémination bactérienne (Mostowy at, 2010). De plus, p62 et NDP52 cibleéstigella
vers une autophagie dépendante des septinestgMly et al., 2011). Par ailleurs, une autre
étude indique que la protéine Tecpik¢tonin domain-containing protgijoue un roéle dans

la xénophagie d8higellaen interagissant avec ATG5 (Ogawa et al., 2011).
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Listeria monocytogenesst une bactérie intracellulaire qui rentre dans la cellule par
phagocytose et s’échappe du phagosome gracséziétion de la listeriolysine (LLO) qui est
une hémolysine formant des pores. L'autophagie jun réle important da le contréle de
I'infection parL. monocytogene&n effet, la bactérie se dggue de maniere plus importante
dans des fibroblastes embryonnaires de soufisigléts pour la protéine ATG5 que dans des
cellules normales compétentes pdautophagie (Py et al., 2007). Le facteur de virulence
LLO est un facteur clé dans I'induction d’autegie (Birmingham et al., 2007; Py et al.,
2007) De plus, il a été montré que linduatiod’autophagie suite a l'infection par.
monocytogenesst importante pour protéger la Drosophike I'infection. En effet, chez la
Drosophile, le récepteur PGRP-LEpeptidoglycan recognition protéin capable de
reconnaitre des peptidoglycands la bactérie, induit 'autophagie, indépendamment des
voies IMD et Toll. Cette autophagie est cruciptaur limiter la croissare de la bactérie et
assurer la survie des Drosophiles (Yano et ab820Chez 'homme et laouris, les protéines
NOD1 et ATG16L sont recrutées an@embrane des vacuoles contenantmonocytogenes
(Travassos et al., 20103fin d’échapper a la xénophagie, monocytogenes développé des
moyens d’inhiber ce processus grace a diffsrenmposants bactériens. Comme nous I'avons
déja évoqué, la ptéine ActA delListeria monocytogenesmpliquée dans la motilité,
contribue a I'échappement de I'autophagierecrutant les complexes cellulaires Arp2/3 et
Ena/VASP qui rendent la bactérie « invisible sipbautophagie cellulaire (Yoshikawa et al.,
2009). De plus, une autre protéine de surfam@meée InlK agit de maniéere similaire a ActA

pour promouvoir I'échappement a ltaphagie (Dortet et al., 2011).
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L’autophagie est impliquée dans la plupdds voies de sighsation conduisant a
I'activation de réponses immunites innées telles que la réponse interféron, la voie BIF-

ou I'inflammasome. Bur revue, (Richetta and Faure, 2013panexe |
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La production d’interféron de pe | (IFN-I) comprenant les IFN-et est une réponse
cruciale pour lutter contrdes infections en particulier contre les infections virales. En effet,
les IFN-. et IFN- sont de puissantes cytokines gtimsilent la réponse immunitaire. La
reconnaissance de I'lFN-et IFN- sur leur récepteur IFNARIEN-I recepto) active les
facteurs de transcription STAT1 et STAT2 quduisent la synthése gdusieurs centaines de
génes appelés ISGnferferon stimulated genednpliqués dans la ppnse immunitaire. La
réponse IFN de type | intervient dans limnité antivirale de différentes facons. Par
exemple, les IFN-I activent 'enzyme 2’,5’-oligoadénylate synthétase (OAS) qui est impliquée
dans la dégradation des ARN viraux. LesN4F stimulent également I'expression de la
protéine kinase R qui est urazyme activée par la reconnaissance d’ARN double brin et qui
phosphoryle le facteur elk2entrainant un blocage de langlyése protéiquet donc de la
réplication virale. Les IFN-I induisent égahent I'expression des molécules du CMH de
classe | a la surface des cellules, ce qui augmente la présentation des antigénes viraux aux
lymphocytes T CD8 cytotoxiques qui vont lyser les cellules infectées. De plus, les IFN-I
stimulent I'activité lytique des cellules NKndtural killer) qui reconnaissent les cellules

infectées.

La production des IFN-I est activée suide la détection de micro-organismes
pathogénes par des récepteurd’idemunité appelés PRRpéttern recognition receptprqui
reconnaissent des motifsorcservés spécifiques de nueorganismes appelés PAMP
(Pathogen Associated Molecular Pattexnses PRR regroupent |@®ll-like receptorg TLR)
qui sont des récepteurs exprimés a la membrane cellulaire (TLR1/2/4/5/6) ou dans les
endosomes (TLR3/7/8/9), ainsi que RE>-like receptordRLR) et lesNod-like receptors
(NLR) qui sont des PRR cytosoliques. Tous les TLR, a I'exception de TLR3, recrutent la
protéine adaptatrice MyD88/f/eloid Differentiation factor 88apres leur engagement. TLR4
recrute en plus, la protéine adaptatrice TRIIR(domain-containing adapter inducer IFN-
qui est également utilisée par le TLR3. MyD88 et TRIF entrainent des cascades de
signalisation conduisantl@activation des facteurs de transcription IRRtérferon regulatory
transcription factory qui induisent la synthése des IFNHigure 33. Les RLR, RIG-I et
MDA-5 ainsi que le NLR Nod2 integissent avec la protéine IPS-1FN promoter-
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L’autophagie participe a la réponse immuingaen promouvant la réponse IFN-I. En
effet, les autophagosomes peuvent fusionnec aes endosomes avant leur fusion avec les
lysosomes formant une structure appelée asophmeé. Ainsi, les autophagosomes peuvent
délivrer des PAMP, tels qudes ARN viraux séquestrés par autophagie, sur les TLR
endosomaux pour promouvoir I'actti@n d’une réponse IFN-I. Laremiére contribution de
I'autophagie dans la production d’IFN a été rap@e par Lee et al. en 2007. lls ont montré
gue les cellules dendritiques plasmacytoidgdC) murines présentent une activité
autophagique basale tres élevée, qui n’est pas augmentée suite a I'infection par le virus de la
stomatite vésiculaire (VSV) mais qui permet la séquestration d’éléments viraux et la
production d’'IFN-I. En effet, les autophagosssnséquestrent des ARNraux issus de la
réplication du VSV et les délivrent au TLRpres fusion avec des endosomes, ce qui induit la
production d’'IFN-I (Lee et al., 2007akigure 33. L'autophagie a été aussi rapportée pour
avoir un role dans la production d’'IFN-I par les pDC humaines en réponse a une infection par
le virus de I'immunodéficienceumaine (VIH). Dans ce cas, la production d’'IFN ne requiére
pas la réplication du virus (Zhou et al., 2012} EBté également montgéie 'autophagie est
importante pour la reconnaissand’intermédiaires de réphtion du virus Epstein-Barr et
pour la production d'IFN: dans les pDC humaines (Severa et al.,, 2013). Le rble de
I'autophagie dans la production d’IFN-I semilee spécifique aux pD qui sont les cellules
spécialistes de la production d’IFN-I. Eeffet, alors que k cellules dendritiques
conventionnelles (cDC) nesécrétent pas d’IFN- en réponse a une infection par le
paramyxovirus simien 5, les pDC en sécretent une forte quantité et cela requiert le processus
autophagique (Manuse et al., 2010). Cependant, une étude a montré que l'autophagie est
impliguée dans la sécrétion d'IFN-dans des cellugedendritiques murines en réponse a
I'infection par le virusrespiratoire syncytial, suggérant que l'autophagie peut contribuer a la

production d’'IFN dans d’autres types celltéa que les pDC (Morris et al., 2011).

En plus de son rdle dans la prodontid’IFN-I en réponse a des infections,
I'autophagie, plus précisément une autophagie canonique impliquant certaines protéines
ATG, a été décrite pour avoir un role ndala production d’'IFN-I en réponse a la
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Alors que dans les pDC infectées pas d@us l'autophagie promeut la production
d’'IFN-I, elle semble réguler négativement cette production dans les autres types cellulaires.
En effet, il a été décrit que les protéines ATG5 et ATG12 interagissent constitutivement avec
RIG-I et IPS-I dans des fibroblastes embryonnaires murins (MEBuse embryonic
fibroblasty et que cette interaction est augmentée suite a l'infection par le VSV, ce qui
empéche I'activation de RIG-I et inhilee synthése d’'IFN-I (Jounai et al., 200Fgure 33.

De plus, l'autophagie contribue a limiter fmoduction d’'IFN-I induite par les RLR en
éliminant les mitochondriescontenant IPS-1 et les itmchondries dysfnctionnelles
produisant des espéces dérivées de I'oxygene (RE@)ré 33. Lorsque les ROS ne sont

pas éliminés, ils augmentent tres fortemargignalisation des RLR (Tal et al., 2009).

Certains virus ont trouvé le moyen mhiber la réponse IFN-I en promouvant
'autophagie. Le virus de I'hépatite C (VH@)duit 'autophagie par l'intermédiaire d’un
stress du RE et du déclenchement d'une rép&fiRR. L'autophagie induite est nécessaire
pour promouvoir la réplication de 'ARN du vsupar le biais de lasuppression de la
production d’IFN-. En effet, I'inhibition de l'autophgie ou de la réponse UPR augmente
I'activation du promoteur de I'lFN-induite par la détection d@AMP dérivés du VHC par
RIG-I (Ke and Chen, 2011Figure 33. De maniere intéressante, protéinemitochondriale
TUFM inhibe la production d’'IFN- tout en promouvant l'autophagie. En effet, TUFM
interagit d'une part avec NLRX1, une protéiregulant négativement la signalisation des
RLR en interagissant avec IPS-1, et d’autre part, TUFM interagit avec le complexe ATG5—
ATG12 et induit 'autophagie lors d’'une infeatigpar le VSV, ce qui promeut la réplication
du virus (Lei et al., 2012). Méme s'il resteléterminer si I'inductin de la production d’IFN-

| est directement inhibée paalitophagie induite par TUFM, ce travail suggére que les virus
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Il a été décrit que les IFN-I peuvent actiVautophagie. Notamment, il a été montré
gue I'IFN-. active le flux autophagique danssdeellules cancéreuses par une voie de
signalisation impliquant les facteude transcription STAT1 et NB (Zhu et al., 2013). De
la méme maniéere, I'lFN- peut induire I'autophagie dans des cellules de cancer dwisein
l'inhibition de mTOR et l'ativation de STAT1 (Ambjgrn et al., 2013). Dans un modéle
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L’activation des PRR suite a thtection d’agents pathogénes, en plus de conduire a la
synthese d’IFN-I, active également la voie NB-NF- B est un facteur de transcription qui
intervient dans différents pressus biologiques notamment déimflammation en activant la
synthese de génes codant pdes cytokines pro-inflammates telles que la pro-IL1 la
pro-1L18, le TNF., I'lL6 ou I'lL8. L’activation de NF- B est régulée par le complexe IKK
composé des deux sous-unitées IKKt IKK et de la sous-unité régulatrice IKKaussi
appelé NEMO). Lorsque la voie NBB n’est pas activée, NFB est li€ a un inhibiteur
I B qui empéche sa translocation dans le nokagu(e 34,1. Apres activation de la voie NF-

B, IKK (NEMO) se lie a l'inhibiteur IB et IKK phosphoryle IB, ce qui entraine son
ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. Le facteur de transcriptidB Pt
alors étre transloqué dans le noyau pactiver la transcription des gendsgure 34,3. |l
existe une voie d’activation de N indépendante de la dégradation dd3,| mais

nécessitant I'activation de la kinase IKK

Figure 34 : Signalisation de la voie NF-B




® ayaxaxawa if—-"Sf%«t "+%—72%t Zf “'<t @H

L’autophagie est capable d’induitactivation de la voie NFB. En effet, il a été
décrit que l'induction d’autophagie par la @ilon de nutriments own traitement a la
rapamycine conduit a I'activation du complex&let a la phosphorylation et la dégradation
de | B dans des fibroblastes embryonnaires msirDe plus, la signalisation de NB- est
bloquée dans les cellules déficientes pour ATASATG7 (Criollo et al., 2012). L'activation
de la voie NF-B par I'autophagie peut étre un élémenportant dans unantexte infectieux.
En effet, il a été montré que la stimutettide Nod2 par la reconnaissance d'un PAMP
bactérien, induit 'autophagie et que cette autophagie est nécessaire pour l'activation de la
voie NF- B et le contrdle de l'infection p&almonelladans des cellules épithéliales (Homer
et al., 2010).

L’autophagie intervient également dansdentrole de linflammation en régulant
négativement la voie NFB grace a la dégradation du facteur de transcription Blfdi-
méme ou la dégradatiote protéines intervenant dansd@nalisation (Faure and Lafont,
2013). Certains agents infectieux utiliseogtte stratégie afinde limiter la réponse
inflammatoire induite par la voie NFB. Par exemple, le cytomegalovirus murin bloque la
signalisation NF-B grace a une protéine virale nommeée M45 qui se lie a la sous-unité
régulatrice IKK (NEMO) pour la cibler vers la déaptation autophagique (Fliss et al., 2012).

Il a été également décrit que I'autophagie peut dégrader la sous-unitéikéomplexe IKK
afin d’'inhiber I'activation de la voie NFB. En effet, la liaison d& protéine Keapl a IKK
promeut la dégradation autophagique de ceieleors que la lia@n de la chaperonne
HSP90 a IKK le protege de la dégradation pmutophagie (Kim et al., 2010). De plus,
I'autophagie contrdle I'inflammatin par la dégradation constantela@rotéine p62. En effet,
en plus de son role de récepteur autophagid@ protéine p62 inteient dans plusieurs
processus cellulaires et en particulier dans I'inflammation en interagissant avec un grand
nombre de partenaires cellulaires. Notamment, p62 est capable d’activer la voig eiF-
s’associant a TRAF6T(NFR-associated factor)61l a été décrit que I'activation du TLR2/6
ou TLR4 dans des kératinocytes humains inbexpression de la protéine p62 qui active la
voie NF- B. Afin de limiter l'inflammation, la stimulation des TLR induit également
I'autophagie qui diminue &ctivation de la voie NFB en dégradant la protéine p62 (Lee et
al., 2011).
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La voie NF- B est capable d’exercer un contréle positif ou négatif sur la régulation de
'autophagie. En effet, il a étéédrit que I'activation de la voie NFB inhibe I'autophagie
dans des cellules cancéreuses. Daneméune infection par la bactériescherichia coli
entraine une activat soutenue de NFB qui supprime l'autophagie (Schlottmann et al.,
2008). A linverse, dans certaa conditions, la voie NFB peut promouvoir 'autophagie.

En effet, le facteur de transcription NB- est capable d’induire la transcription de certains
genes qui régulent 'autophagie. De plus, le promotelrédéne 1possede un site de liaison

a NF- B, permettant une régulation directe diveau d’expression de Beclin-1 par NB-
(Copetti et al., 2009). La voie NFB peut conduire a I'activation de I'autophagie en contexte
infectieux. En effet, les protéés Tax1 et Tax2 des virus T lymphotropes humains de type 1 et
de type 2 (HTLV :Human T cell Leukemia Virus typmduisent une activation constitutive

de NF- B en ciblant le complexe IKK. Les protéines Tax activent également constitutivement
I'autophagie par une voie impliquant les sous-unités IKIKK IKK . De plus, Tax2 interagit
avec Beclin-1 et VPS34 et lescrute avec le complexe IKK pour former les autophagosomes
(Ren et al., 2012). Cependaittreste a déterminer si NFB est impliqué dans I'induction
d’autophagie ou si le complexe IKK induit I'\phagie indépendamment den role dans la
voie NF- B.

Dans certaines situations, l'autogia et I'activation de la voie NFB peuvent étre
régulées simultanément. Dans la signalisadioranant des PRR, les protéines TAB2 et TAB3
(transforming growth factor-activated protein kinasg (TAK1)-binding proteiprecrutent la
protéine TAK1 qui active le complexe IKK. TAB2 et TAB3 peuvent également interagir avec
Beclin-1, ce qui inhibe l'autophagie. La dission de TAB2 et TAB3 de Beclin-1 induit
l'autophagie par la libération de Beclin-lietluit également I'activation de la voie NB-en

libérant les protéines TAB2/3 qui peuvertdralrecrutées TAK1 (Criollo et al., 2011).
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L’inflammasome est un complexe multiprotéique composé d’'un récepteur appartenant
a la famille des NLR, d'une protéine adaptatrice nommée ASC et de la pro-caspase 1.
L’activation de l'inflammasome conduit au clivage de la-paspase 1 en caspase 1 active,

qui clive alors les précurseurs pro-ILJlet pro-IL18 afin de g®#rer des interleukines
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L’'autophagie permet d’exercer un coméré de [linflammation en régulant
négativement I'inflammasome. Effet, plusieurs éides rapportent quanhibition génétique
ou pharmacologique de l'autophagie augmente la sécrétion d’'lLautophagie contréle
l'activation de l'inflammasome de différentesanieres. Tout d’'abord, il a été montré que
'autophagie peut dégrader directement dmsnposants de l'inflammasome. En effet,
'autophagie induite apres stimulation de TER capable de dégrader des pools de pro;IL1
diminuant ainsi la quantité ac=ble pour 'activation en IL1active (Harris et al., 2011). De
plus, I'activation de l'inflammasome NLRP3 et AIM2 conduitactivation de I'autophagie
par lintermédiaire de l'actation de la protéine G RalRt cette autophagie régule
négativement l'inflammasome en dégradant djatdteur ASC (Shi et al., 2012). En effet,
ASC se retrouve ubiquitiné et recruté par geotéine p62 pour un ciblage vers les
autophagosomes. NLRP3 peut également étrguithié et ne semble pas étre dégradé par le
protéasome. Cependant, il n'a pas été déterminé si l'ubiquitination de NLRP3 permet le

recrutement d’'une protéine cargo pour une aéagtion autophagique (Rodgers et al., 2013).

L’autophagie peut également prévenir l'aation de lI'inflammasme en dégradant la
source de signaux d’activation. Par exemf@s,ROS produits par les mitochondries sont de
puissants activateurs de l'inflammasome NLRP3 et I'élimination de ces ROS grace a la
dégradation autophagiqgue des mitochondries contribue a limiter [lactivation de

'inflammasome (Zhou et al., 2011b).
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L’autophagie étant capable de réguler igégaent I'activationde I'inflammasome,
un certain nombre de récepteurs NLR compbsarflammasome sont capables d’induire
I'autophagie, peut-étre pour limitéemballement de la répongeflammatoire. Par exemple,
comme nous l'avons déja décrit, NLRP3 etMi&l sont capables d’induire I'autophagie en
activant la protéine G RalB, ce qui contribue adgradation de I'adaptateur ASC (Shi et al.,
2012). De plus, d’autres protéines, pas impliquisess I'inflammasome neafaisant partie de
la famille NLR, ont été décrites pour induire ltaphagie. C'est le cas de la protéine NLRX1
qui induit le processus autophagique enragessant avec la protéine TUFM. Comme nous
I'avons décrit dans lpartie sur la réponse IFN-I, TUFM interagit avec le complexe ATG5—
ATG12 et induit 'autophagie lors d’'une intean par le VSV (Lei et al., 2012). La protéine

NOD2 régule également positivement le processitophagique. NOD2 est un membre de la
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L’interféron  ou IFN-II est une cytokine sécé&t principalement par des cellules
effectrices de I'immunité innée, les cellulestural killer (NK), et joue un réle clé dans les
infections par des micro-organismes intracellulaires en activant les macrophages, les NK et en
participant activement au ddgppement de la réponsminunitaire adaptative. L'IFNagit
en se liant a son récepteur IFNGHN recepto) exprimé par la majorité des types
cellulaires. La liaison de I'lFN a IFNGR active les kinases JAK1l et JAK2 par
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Le déclenchement d'une réponse immurgtaadaptative efficace requiére la
présentation de peptides ri€s des agents infectieux sur les complexes majeurs
d’histocompatibilité¢ (CMH). Le CMH de classe | est exprimé par toutes les cellules de
'organisme et le complexe CMH-I/peptide est reconnu par le TCRe(l receptoy des
lymphocytes T CD8 qui sont des lymphocytefe@kurs capables de lyser les cellules gu'ils
reconnaissent. Le CMH de ske I, lui, est exprimé emarticulier su les cellules
présentatrices de l'antigeneles cellules dendritiques, demacrophages, monocytes, les
lymphocytes B et les cellules épithélialegrtiques. Le complexe CMH-Il/peptide est
reconnu par le TCR des lymphocytes T CD4 dfactiver la réponse immunitaire adaptative.
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Les peptides présentés sur les CMH-1 sont des peptides d'origine endogeéene, c’est-a-
dire des peptides dérivés dedégradation de protéines conies dans le cytoplasme que ce
soit des protéines du soi (protéines celluldims des protéines d’'un agent infectieux. Ces
protéines sont dégradées en peptides pamtégsome. Les peptides sont ensuite transportés
du cytosol dans le RE par ltermédiaire des protéines TAFrénsporter associated with
antigen processing Dans le RE, les peptides vont étre chargés sur les CMH-I grace a
différentes protéines chaperonnes incluantcdréticuline, la tapasine et ERp57. Les
complexes CMH-I/peptides sont ensuite expoutérs la membranegadmique ou ils pourront
étre reconnus par les lymphocytes T CBgj(re 36.

Les peptides présentés sur les CMH de classe Il sont, quant a eux, d'origine exogene,
c’est-a-dire qu’ils provienmg de [linternalisation deprotéines par phagocytose ou
endocytose. Le chargement des peptides suCMH-II se réalise dans des compartiments
acides riches en molécules CMH-II appelés MIIC ou CIIV. Aprés apprétement des peptides,
les complexes CMH-Il/peptide sont exportés ankambrane plasmique soit par fusion directe

du compartiment MIIC, soit par I'intermédiaire de vésicules appelées exoseimas (39.
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La premiére évidence montrant que l'autophagie permet la présentation de peptides
endogenes sur les CMH-II viedfune étude de spectrométriie masse faite a partir de
lignées lymphoblastoides B humaines, montcarg 20 & 30 % des ligands des CMH-II sont
des peptides dérivés de proes cytosoliques ou nucléaires et que cette proportion augmente
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Le rb6le de l'autophagie dans la présentation de peptides sur les CMH-I est moins
documenté. Cependant, I'équide M. Desjardins a montré qliautophagie contribue a la
présentation de peptides viraux sur les CMit#hs des macrophages infectés par HSV-1. De
maniere intéressante, dans lesps précoces de I'infection (entre 6h et 8h), la glycoprotéine
B (gB) du virus est dégradée et présentée sur les CMH-I par la voie classique de présentation
impliquant le protéasome. @endant, lors d’'une seconde pbajui se produit 8h a 12h aprés
I'infection, la présentation de I'antigéne requiére une autre voie qui est celle de I'autophagie.
L’inhibition de l'autophagie entraine unendinution de I'activatiordes lymphocytes T CD8
spécifiques de I'épitope gB (English et al., 2009). De plus, des observations suggerent que
I'autophagie participe a la présentation de peptides sur les CikliMio. En effet, les virus
HSV-1 ne possédant pas la protéine ICP34.5 (qui est un fag¢ewirulence inhibant le
processus autophagique), induisent une rédn€£D8 beaucoup plus importante dans les
souris que les virus sauvages (Broberg et al., 2004).
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L’autophagie a une influence sur la répwnsimunitaire adaptative en intervenant
directement dans le développement et la sudegelymphocytes B et T. En effet, en absence
d’autophagie, les lymphocytes B et T onh développement et une réponse immune
dérégulée. L'autophagie participe notammantéducation des lymphocytes T lors de la
sélection positive dans le thymus et faconne denépertoire des fgphocytes T (Kuballa et
al., 2012; Randow and Minz, 2012).



® AvASsAsd x..feceete Ticet— . —c'o ottt .. —F tif—="Sf%«t

® AzAWAWAWA f.. 'eefcoefe. t the "< —e "f" Z%e t— Zto

Plusieurs TLR ont été décrits pour induleeprocessus autophagique. Le premier a
avoir été rapporté est le TLR4. TLR4 est éxygr a la membrane plasgue des cellules et
reconnait le lipopolysaccharide (LPS) des baeséiGram négatif et également certaines
glycoprotéines d’enveloppe vies. La reconnaissance du LPS par TLR4 induit une voie de
signalisation conduisant a l'activation de l'autophagie diEss macrophages alvéolaires
humains et dans des lignées de macromhagmirins. Cette autophagie requiére la
signalisation par I'adaptateur TRIF mais est indépendante de MyD88 (Xu et al., 2007). Les
TLR les plus importants dans latte contre une infection ndle sont les TLR endosomaux
TLR3, TLR7 et TLR8 qui reconnaissent I’ARd#buble brin pour TLR3 et 'ARN simple brin
pour TLR7 et TLR8. Le TLR7 a été décrit panduire I'autophagie par une voie impliquant
MyD88 (Delgado et al., 2008). De méme, TLR3T&R8 sont capables d’initier le processus
autophagique (Campbell and Spector, 2012; Shkaatull, 2008). De plus, il a été montré que
les adaptateurs TRIF et MyD88 interagissent directement avec Beclin-1 suite a I'activation
des TLR. L'interaction de MyD88/TRIF avec Beclin-1 diminue la quantité de Beclin-1
associée a Bcl-2, ce qui permet l'init@ii de I'autophagie (Shi and Kehrl, 2008). vivo,
I'autophagie induite par les TLR peut jouer un r@éms le contréle d’'unifection virale. En
effet, chez la Drosophile, le Toll 7 qui est BRR membranaire, reonait la glycoprotéine G

du VSV et induit I'autophagie par une voie mallaire encore indéterminée. L'autophagie
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La protéine kinase R (PKR) est une protéine cytosolique induite par les IFN-I, capable
de détecter une infection virale en étartivée par la reconnaissance d’ARN double brin. La
PKR exerce une activité antivirale en inhibantsiathese des protéines. En effet, la PKR
activée phosphoryle le facteur dtiation de latraduction elF2 (eukaryotic initiation factor
2), ce qui conduit & I'arrét de la traductiorofique. La PKR induit également I'autophagie
par la phosphorylation du facteur elF@ralloczy et al., 2002). Etant donné le réle antiviral
important de la PKR, de nombreux virus sonpatdes d’inhiber cette protéine. Ainsi, dans
certaines infections viralesette inhibition de la PKR peet de prévenir l'induction
d’autophagie (voir paragraphe Echappement 1-B.4.3).

La ribonucléase L est également un facteur aatigqui dégrade les ARN cellulaires et
viraux. La ribonucléase L induit 'autophagie en activant les voies Junk (JNK) et en activant
la PKR (Siddiqui and Malathi2012). En effet, I'inhibitionde la voie JNK ou de la PKR
conduit & une autophagie réduite dans désolilastes embryonnaires murins (MEF).
L’activation de la voie JNK promeut la phosphorylation de Bcl-2, ce qui permet sa
dissociation de Beclin-1 et I'activation de I'autophagie. Les virus de I'encéphalomyocardite
ou le virus de Sendai induisent l'autophager I'activation de la ribonucléase L puisque
I'inhibition de cette dmiere diminue l'autophagie induite par l'infection. L’autophagie
induite par la ribonucléase L contribue au réiiviral de cette der@re en limitant la
réplication virale, tout du moins dans les étgme&xoces de l'infection (Siddiqui and Malathi,
2012).
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Comme nous l'avons précédemmaelicrit (cf paragraphe I-A.4.1.1.2.), la protéine
CD46, qui est utilisée comme récepteur d’enfraede nombreux miororganismes dont les
souches atténuées du virus te rougeole, est capable d’induire l'autophagie par le
recrutement de la protéine adaptatrice GOPdigue complexe d’iftiation de I'autophagie
Beclin-1-VPS34 (Joubert et al., 2009).
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De nombreuses infections virales activenprocessus autophagique en induisant un
stress du réticulum endoplasmique et enatatiant une réponse UPR. La réponse UPR fait
intervenir trois senseurs différents localiséeasdie RE : IRE-1, PERK et ATF6. Lors d'un
stress du RE, ATF6 est clivé en un facteur dadription actif ATF6f qui va dans le noyau
pour activer la trancription de gés contenant un site ERSER-stress response eleménts
tels queCHOP et XBP1 L’activation de la voie IRE-1anduit a I'épissage de 'ARNm de
XBP1. Les protéines XBP1 et CHOP sont dastdurs de transcription qui vont activer la
trancription de genes ayant un site UPRIPR elemen)s Lors d'un stress du RE, PERK est
phosphorylé et phosphoryle a son tour letdar d'initiation de la traduction elF2afin
d’inhiber la synthése protéique. La forte $@de de protéines vies au cours de la
réplication des virus peut indeiun stress du RE et conduire au déclenchement d’'une réponse
UPR qui active I'autophagie. Cela a été décrit dearinfections par leirus de I'hépatite C
(VHC) (Ke and Chen, 2011), le virus tevaricelle et du zona (VZV, powaricella-zoster
virus) (Carpenter et al., 2011) et le virus duiktingunya (Joubert et al., 2012). En effet,
I'infection par le VHC conduit au déclenetment d’'une réponse UPR caractérisée par le
clivage de la protéine ATF6, I'épissage deRXBet la phosphorylatiote PERK. De plus, la
guantité d’ARNm codant pour lprotéine CHOP est fortement augmentée. L’inhibition de
I'expression de la protéineHOP diminue I'induction d’awphagie (Ke and Chen, 2011). De
méme, linfection par le virus du Ghingunya induit l'autophagie par le biais du
déclenchement d’'une réponse UPR. L'inhditid'IRE-1 par un ARN interférent diminue
fortement l'induction d’autophagie. De plus, pdinfection par le virus du Chikungunya, la

génération de ROS participe égalementiralliction d’autophagie (Joubert et al., 2012).
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Certains virus sont capables d’'induire taphagie par I'expression de leurs protéines
virales. Par exemple, I'expssion de la protéine nomstturale 2BC du poliovirus est
suffisante pour induire la lipidation de LC3-I e€3-II et induit la formation de vesicules a
simple membrane (Taylor and Kirkegaard, 20Q8) co-expression dgsotéines virales 2BC
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Les protéines IRGlfimunity-related GTPa3e@ui sont induites par I'interféronchez
la souris mais pas chez 'homrsont des GTPases impliquées dans I'immunité innée. Chez
la souris, il existe une vingtee de protéines IRG alors qebez 'homme, il en existe une
seule dénommeée IRGMnimunity-related GTPase family M protgihes protéines IRG ont
été décrites comme participant au processusphagique et au conte de linfection,
notamment lors déinfection parMycobacterium tuberculosi&Gutierrez et al., 2004; Singh
et al., 2006)L’induction d’autophagie permettant le cdile de l'infection par les bactéries
intracellulaires nécessite I'interaction d'IRGM avec la cardiolipine qui est un lipide exprimé
essentiellement surdemitochondries (Singh et ak010). Cependant, nous avons montré,
grace a des études de crible en double hybride chez la levure, que la protéine IRGM est
capable d'interagir directement avec quatretéines autophagiques : ATG5, ATG10, LC3C
et Bif-1 (SH3GLB1 :SH3-domain GRB2-like endophilin B{Grégoire et al., 2011). Dans ce
travail, nous avons étudié les réseaux d’intésastentre les protéiseautophagiques et les
protéines virales de virus appartenant aqcifamilles différeres de virus a ARN
(ParamyxoviridaeFlaviviridae, OrthomyxoviridagRetroviridaeet Togaviridag. Nous avons
ainsi identifié que la protéinlRGM est une protéine hautemnt ciblée par les virus a ARN
qui l'utilisent pour induire I'autophagie. En effenous avons démontrgie la protéine C du
virus de la rougeole, la protéine NS3 du virus de I'hépatite C et la protéine Nef du VIH-1
interagissent avec IRGM et que I'induction d@phagie par IRGM favorise la production des
particules virales pouces trois virus a ARN. Ainsi, larotéine IRGM est un modulateur

positif de I'autophagie utilisée par plusieurs vipmr manipuler le processus autophagique.
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Alors que de nombreux cas de xénophagieéb@tdécrits permettame contréle des
infections bactériennes par une dégradation directe des bactéries dans les autophagosomes (cf
le paragraphe I-B.3.1 sur la xénophagie), la @égion de particulesnales entieres dans les
autophagosomes semblent étre un phénomene tee€Eraeffet, une seule étude a observé la
présence de virions de HSV-1 mutants ptmirfacteur de virulence ICP34.5 dans des
autophagosomes dans des MEF (Tall6czy.e@D6). HSV-1 induit I'autophagie par la PKR
mais le virus inhibe cette autophagie grace rtatéine ICP34.5 qui se lie a la protéine
Beclin-1 (cf le paragraphe 1-B.4.3.1 sliéchappement). Le virus sauvage n’est donc
probablement pas dégradé par xénophagie.éiéaobservé en microscopie confocale, une
colocalisation de la protéine Gag du VIH-leawes vésicules GAEG3 dans des cellules
dendritigues immatures dérivées de monocysegigérant que les virions pourraient étre
dégradés par xénophagie. Cependant, le VIHiibeégalement I'autophagie dans les DC, ce
qui blogue I'induction des réponsiesmunitaires (Blanchet et.a010). Ainsi, la dégradation
de particules viraleentiéres par autophagie pourrait existais cela ne semble pas étre le
mécanisme le plus adapté alldte contre I'infection virale. La virophagie, qui désigne la
dégradation de composants viraux individuels que des protéines virales nécessaires au
cycle de réplication du virus, semble étre padaptée dans la lutte contre les infections
virales. Par exemple, il a été montré gleutophagie est essentielle pour éviter la
neurovirulence causée par le virus de Sindbis gidaeedégradation de la protéine de capside
(Orvedahl et al., 2010). En effet, I'infectionrga virus de Sindbis induit 'autophagie dans
les cellules infectées et l'inhibition de cette quitagie dans les neurones augmente le taux de
mortalité des souris suite a I'infection en promouvant la neurovirulence. La mort neuronale
est causée par une accumulation de protéines daleaprales. Les auteurs ont montré que la
protéine p62 interagit avec les protéinescd@side, indépendammede I'ubiquitination,
permettant leur dégradation par autophagie ®irast ainsi la protéion des neurones contre

la mort cellulaire induite par 'accumulation de ces protéines de capside.
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Comme nous l'avons décrit dara partie [-B.3 sur l'autophagie et I'immunité,
'autophagie peut avoir un réle antiviral painluction de réponses immunitaires innées ou

adaptativesTableau }.

Tableau 1 : Rble antiviral de 'autophagie

Tout ce qui est récapitulé dans le tableau 1 a été décrit dans la partie 1-B.3 précédente. De plus, il faut
noter que certains virus sont capables d’échames réponses immunitaires en inhibant I'autophagie
(cf paragraphe 1-B.4.3 échappement de I'autophagie par les virus).
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Plusieurs virus inhibentitiitiation de I'autophagie pour échapper a I'action antivirale
de cette derniere. HSV-1 inhibiénitiation de l'autophagie nduite par la PKR grace a la
protéine virale ICP34.5 qui esine protéine exprimée précocemh au cours de linfection
(son expression ne requiere gasréplication de 'ADN viral) ICP34.5 interagit avec la
protéine Beclin-1 d’'une part, &oque la signaligeon induite par la PR en entrainant la
déphosphorylation du facteur diiation de latraduction elF2 d’'une autre part. Comme
nous I'avons décrit, les virus muata pour la protéine ICP34.5msbleraient étre dégradés par
xénophagie (Talléczy et al., 2006). Cependard, \gus possédant une protéine ICP34.5
mutée pour le domaine d’interaction avec Beclinelprésentent pas de défaut de croissance
par rapport aux virus sauvagesvitro (Alexander et al., 2007; Orvedahl et al., 2007). Ces
données suggerent que la dégradation dusvpar autophagie n’est pas un meécanisme
affectant la réplication du virugans la cellule. Erevanche, l'autophagiest cruciale pour la
protection contre la neurovirulence (Orvedahlal., 2007) probableme par 'induction de
réponses immunitaires adaptatives (Broberglet2004; English et al., 2009). De maniere
intéressante, I'autophagie est requise daséirones pour limiter leplication de HSV-1
alors gu’elle ne l'est pas dans d’autres types cellulaires (Yordy et al., 2012). Récemment, il a
eté démontré, qu’en plus de la protéine ICP34.5, HSV-1 posséde une autre protéine, Us11,
permettant I'inhibition de l'autophagie (Lussignol et al., 2013). La protéine Usll est une
protéine abondante produite a des étapes tardives du cycle viral (son expression nécessite la
réplication de 'ADN). Elle em@che I'activation de la PKR diant les ARN double brin et
en interagissant physiqguement avec la PKissignol et al. ont déemontré que Us11 inhibe
I'induction d’autophagie par divers stimuli et geedomaine d’interdmn a la PKR est requis
pour cette action. Contrairement a ICP34.5, Usititeragit pas avec Beclin-1 et son activité
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Au lieu d’inhiber I'induction d’autophagie, dains virus ciblent I'étape de maturation
des autophagosomes. La protéine M2 duwusvide la grippe nhibe la fusion des
autophagosomes avec les lysosomes (Ganeagd., 2009). La protéine M2 est capable
d’interagir avec Beclin-1 et par cette interanti elle pourrait moduler laison de Beclin-1
au complexe VPS34-UVRAG qui régule lasfon des autophagosomes avec les lysosomes.
De méme, la protéine Nef dlH bloque la maturation des tmphagosomes en interagissant
avec Beclin-1 pour moduler la fonction domplexe VPS34-UVRAG (Kyei et al., 2009)
(Figure 37).

Le poliovirus induit d’'une part 'autophagpar I'action combinée des protéines 2BC
et 3A mais inhibe la matuian des autophagosomes par la protéine 3A (Jackson et al., 2005;

Taylor and Kirkegaard, 2007). La protéine ®foque les complexes dynéine et inhibe le
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Plusieurs virus a ARN de polarité e ont été décrits pour utiliser les
autophagosomes comme plateformes de réuitaEn effet, unepropriété commune aux
virus a ARN de polarité positive est de se répliquer au niveau de membranes intracellulaires.
Ces membranes sont des plateformes d’échaf@udermettant de coewctrer les complexes
de réplication viraux et perrtitant de fournir des lipides. Lemmplexes de réplication sont
généralement composés de 'ARN-polymér@deN dépendante, de protéines virales non
structurales accessoires et de facteurs cetslaAinsi, de nombreux virus a ARN de polarité
positive ont détourné l'autophagie pour udlides membranes des autophagosorRigi e
38). Le poliovirus, un picornavirus qui induitalitophagie tout en inhibant la maturation des
autophagosomes, a été le premier wirproposé pour utiliser les membranes des
autophagosomes. Le poliovirus se réplicque des structures a double membrane et des
études de microscopie confocalet montré une colocalisation d& protéine virale 3A, qui
est une composante du compleberéplication, avec le mgweur des autophagosomes LC3.
De plus, la stimulation de l'autophagie augmeeta quantité de paecules virales produites
(Jackson et al., 2005). De méme, d’autres picorasitels le coxsackievirus B3, I'enterovirus
71, le virus de I'encéphalomyocardite (ECMV) ou le FMIA6@t-and-Mouth disease virus
se répliquent sur des structures a double memiataleeir complexe de réplication colocalise
avec des marqueurs autophagiques (Shi and204®). L'infection par levirus de la dengue,
un flavivirius @ ARN simple brin de polarifgositive, induit la formation d’autophagosomes
qui promeuvent la réplication du virus. Deugpl la protéine LC3 colocalise avec des ARN
double brin qui sont des intermédiaires ddic@ion ainsi qu’avec lprotéine non structurale
NS1, suggérant la présence des complexesépication au niveau des autophagosomes
(Panyasrivanit et al., 2009).
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En plus de son réle dans la réplicatides virus, I'autophagie peut favoriser

I'assemblage ou la sortie des virus.
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Le virus de I'hnépatite C (VHC) est un viria ARN de polarité positive qui induit des
redistributions de membramedans les cellules infectéeBPes études ont montré que
I'autophagie est nécessaire poumitiation de la réplication du VHC (Dreux et al., 2009). Le
VHC induit 'autophagie a des étapes précocekimfection par le biais d’un stress du RE et
du déclenchement d’'une réponse URRpendant, bien que les gedss soient requis pour
I'initiation de la réplicéion, ils ne le sont gapour sa maintenance. Il a été montré que 'ARN
du VHC ainsi que les protéinesn-structurales NS8t NS5A sedimentent avec LC3-1l dans
un gradient de sucrose (Ferraris et al., 2010)s s études de microscopie suggerent qu'il
n y a pas de colocalisation de LC3 ou d’AT@&#ec le core du VHC ou avec les protéines
virales, suggeérant que les autophagosomes miepss des sites majsude réplication de ce

virus.
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Certains virus sont capables de tirer jppirde I'autophagie de maniére indirecte en
influencant le métabolisme cellulaire. C'esdtamment le cas du vsude la dengue qui
modifie le métabolisme lipidiquen induisant de la lipophagiEn effet, I'autophagie induite
par le virus de la dengue pextnde dégrader les gouttelettes lipidiques afin de libérer des
acides gras qui seront utilisés pour la génération d'Aii@ la -oxydation dans les
mitochondries (Heatorand Randall, 2010)F{gure 38. La quantité de triglycérides est
diminuée de 65 % dans les cellules infectées par rapport a des cellules non infectées et la
oxydation est fortement augmentée. L'inhibition de koxydation ou de l'autophagie
entraine une diminution de I&plication du virus de la deng. De plus, I'ajout exogene
d’acides gras dans des cellulefiadéntes pour I'autophagie permaé restaurer la réplication
du virus. Ceci suggere que la fonction principdée 'autophagie induite par le virus de la
dengue est la dégradation des gouttelettes lipidiques afin de générer des acides gras libres qui
seront utilisés pour la-oxydation dans les mitochondriesrafle produire de I'ATP requis

pour la réplication.
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Un certain nombre de virus ont été dégoibsir induire I'autophagie afin d’augmenter
la survie des cellules. Paxemple, le parvovirus humaiBl9 est capable d’induire une
autophagie sélective, la mitophagie, afinddgrader les mitochondsgce qui diminue les
signaux apoptotiques émanant de ces organ@lakashima et al., 2006). L'inhibition de la
mort cellulaire par autophagie peut avointsone fonction provirale soit antivirale en
fonction du cycle viral. En effet, certains \gront besoin de promouvoir la survie cellulaire

afin d’augmenter leur réplication et parf@eur conduire a des infections persistantes. Par
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L’induction d’autophagie peut étre associédeala mort cellulaire et plusieurs virus
lytigues ont été décrits pour induire ce processest le cas pagxemple de certaines
souches du virus de la grippe. Effet, la souche H5N1 esine souche trés virulente qui
entraine une tres forte mortalité en @isdes lésions séveéres dans les poumons qui
conduisent a des défauts respinags. Cette souche induit uneort associée a I'autophagie
par la suppression de la voie mTOR (Ma et2011). Dans ce cas, I'autophagie pourrait étre
induite par 'némagglutinine du virus et la mort associée est spécifique a la souche H5N1
puisqu’elle n'est pas induite paine autre souche telle que la souche H1N1. Le blocage de
'autophagie dans des souris infectées permet d’augmenter leur survie en diminuant les
lésions pulmonaires (Sun et al., 2012). Lopitagie a été également décrite pour promouvoir
la lyse des cellules infectées fadénovirus de type 5 en indint I'apoptose. La diminution
de l'expression des protéines ATG5 et ATG10 entraine un défauiyse des cellules
infectées. L'infection par I'adénovirus induitn processus autophagique complet mais la

formation des autophagosomes est suffisante ipduire la lyse (Jiang et al., 2011).

Un exemple trés intéressant d’inductiorawtophagie pouvant entrainer la mort des
cellules est le cas du VIH. Le développem@mtSIDA est caractérisé par une disparition des

lymphocytes T CD4. Cependant, les lymphesy qui meurent sont en majorité des
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Summary

Several autonomous arms of innate immunity
help cells to combat viral infections. One of these
is autophagy, a central cytosolic lysosomal-
dependent catabolic process constitutively com-
petent to destroy infectious viruses as well as
essential viral components that links virus detec-
tion to antiviral innate immune signals. Ongoing
autophagy can be upregulated upon virus detec-
tion by pathogen receptors, including membrane
bound and cytosolic pattern recognition receptors,
and may further facilitate pattern recognition
receptor-dependent signalling. Autophagy or
autophagy proteins also contribute to the synthe-
sis of antiviral innate type | interferon cytokines as
well as to antiviral interferon  gsignalling. Addition-
ally, autophagy may play a crucial role during
viral infections in containing an excessive cellular
response by regulating the intensity of the in”am-
matory response. As a consequence, viruses have
evolved strategies to counteract antiviral innate
immunity through manipulation of autophagy. This
review highlights recent “ndings on the cross-talk
between autophagy and innate immunity during
viral infections.

Introduction

Innate immunity is a combination of essential defence
mechanisms that can be rapidly solicited to combat micro-
organism invaders. Viruses are obligatory intracellular
parasites and are detected through cellular autonomous
innate elements which synergize efficient antiviral
responses. Virus recognition is mediated by dozens of
membrane bound or cytosolic germ line-encoded pattern
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recognition receptors (PRRs) which detect virus-
conserved pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) and transduce intracellular signals to elicit innate
immune responses.

Toll-like receptors (TLRs) are membrane-expressed
signalling PRRs. For example, TLR2 and TLR4, distrib-
uted on the cell surface, and TLR3/7/8/9, located within
endosomal compartments, can recognize viral molecular
determinants (Faure and Rabourdin-Combe, 2011). With
the exception of TLR3, all these TLRs recruit the adaptor
MyD88 upon engagement. TLR4 recruits in addition the
adaptor TRIF, which is also used by TLR3. MyD88 asso-
ciates with a serine protease to transduce signals to acti-
vate nuclear factor-kappa B (NF-kB), a transcription factor
that regulates the synthesis of in"ammatory cytokines
during viral infection. TRIF relays signals leading to the
activation of type | IFN (IFN-I) regulatory transcription
factors (IRF), for IFN-I synthesis. A MyD88-dependent
signal may also trigger IFN-I production upon virus infec-
tion (Barbalat et al., 2009). Newly synthesized IFN-I are
the major effector cytokines of the host immune response
against viral infections. They bind to the IFN-I receptor
(IFNAR) which transduces signals leading to the expres-
sion of hundreds of IFN stimulating genes (ISGs) that
have a direct antiviral effect.

Detection of cytosolic-located viral PAMPs can be
achieved by PRRs of the retinoic acid-inducible gene |
(RIG-I)-like receptors (RLR) and Nod-like receptors (NLR)
families. The RLR receptors RIG-I and MDA5 which rec-
ognize RNA viral genomes are both expressed at low
level in cells but are upregulated upon viral infection or
IFN-I stimulation. Upon ligand binding, both receptors
bind to the mitochondria-associated adaptor IPS-1 which
transduces signals that ultimately activate NF-kB and IRF
for antiviral in"ammatory and IFN-I cytokine synthesis.
Although essential for bacterial product detection, the
NLR receptor NOD2 can also recognize cytosolic single-
stranded (ss) viral RNA to trigger an antiviral IFN-I
response, via recruitment of IPS-1 (Sabbah et al., 2009).
In addition, the protein kinase regulated by RNA (PKR) is
also a key player in the antiviral actions, its expression
being upregulated downstream of IFNAR activation. PKR
recognizes double-stranded (ds) viral RNA PAMPs
leading to subsequent phosphorylation of the protein syn-
thesis initiation factor elF2a thereby altering most protein
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Fig. 1. Initiation, elongation and maturation steps of autophagy. Under starvation, an ULK1 (the mammalian orthologue of yeast
ATG1)-including complex found at the forming phagophore and phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) is produced by the
AMBRA1/ATG14L/BECLIN-1(ATG6)/VPS34/VPS15 complex. The phagophore elongates under the impulsion of two ATG5-dependent
ubiquitin-like conjugation systems. The “rst system involves ATG7, ATG10, ATG12, ATG5 and ATG16L1, and contributes to the activation

of the second system depending on ATG4, ATG7, ATG3 and LC3 (ATGS8). During the autophagy process, the diffusely expressed cytosolic
LC3 protein is linked to phosphatidylethanolamine (PE) allowing anchoring to the extending phagophore membrane of newly formed

LC3-1I. The recruitment of new lipids to the phagophore in expansion involves ATG9. The autophagosome results “nally from the fusion

of both extremities of the phagophore, and matures along the endocytic pathway, “nally merging with lysosomes to generate catalytic
autolysosomes. This maturation step is promoted, or inhibited, by two BECLIN-1-containing complexes: UVRAG/BECLIN-1/VPS34/VPS15 or
RUBICON/UVRAG/BECLIN-1/VPS34/VPS15 respectively (Matsunaga et al., 2009). Thus, by interacting with BECLIN-1, viruses may interfere
with the autophagy process. Eventually, prior to the formation of autolysosomes, autophagosomes may fuse with endosomes, thereby

structuring the so-called amphisomes.

translation in cells. Finally, viral infection may also trigger
an in"ammatory response by activation of the in"amma-
some, mediated by cytosolic proteins that assemble to
trigger caspasel-dependent cleavage and maturation of
bioactive in"ammatory cytokines such as IL-1b, from a
pool of pro-IL-1b induced upon PRRs/NF-kB pathway
stimulation. Secreted IL-1b binds to its own receptor in cis
whose intracellular signals amplify the antiviral in"amma-
tory response.

Although quickly triggered following virus contact/entry
into a cell, all these innate responses are delayed due
to a requirement for gene transcription. In contrast,
autophagy is an ongoing cellular process that can
trap pathogens for degradation immediately following
infection. Autophagy is a lysosomal-dependent catabolic
cytosolic process for which three major mammalian path-
ways are known: (i) chaperone-mediated autophagy
directly targets cytosolic proteins into lysosomes, (ii)
microautophagy degrades cytosolic proteins through lyso-
somal membrane invagination and (iii) macroautophagy,
usually referred to as autophagy, sequesters large com-
ponents of the cytoplasm into autophagosomes which
ultimately fuse with lysosomes. Hereafter, we will discuss
only (macro)autophagy and its associated proteins.

Autophagy was initially described as the non-selective
entrapment of bulk portions of cytoplasm under conditions

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, Cellular Microbiology, 15, 368...376

of nutrient privation, for cellular recycling and metabolite
production, contributing to cell survival. Nevertheless,
ongoing autophagy is now thought to be essential for
clearing the cytosol of senescent or damaged organelles
such as mitochondria or peroxysomes, as well as long-
lived proteins and protein aggregates. Autophagy thus
plays a crucial rheostat function to maintain cellular home-
ostasis under physiological conditions.

Autophagy engulfs cytosolic elements within double-
membraned autophagosome vesicles formed from an iso-
lation membrane called the phagophore, which ultimately
fuse with lysosomes to form autolysosomes where deg-
radation occurs (Fig. 1). In addition to yeast orthologue
autophagy-related genes (ATG) proteins, several other
autophagy-associated proteins contribute to autophagy
execution and regulation in mammalian cells. According
to the nature of the cellular stress and/or the cell type, a
phagophore could originate from several sources: the
endoplasmic reticulum, the Golgi apparatus, the plasma
membrane or the mitochondria (Mari et al., 2011).

Beyond its role in homeostasis maintenance,
autophagy is an innate mechanism that can destroy intra-
cellular microorganisms through their selective targeting.
Xenophagy is thus de“ned as the ability of a cell to
capture intracellular pathogens into autophagosomes for
subsequent killing (Levine, 2005). However, autophagy
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Fig. 2. Virus sensitivity or resistance to autophagy-related innate immunity. Autophagy may relay negatively or positively innate immune
signalling emanating from cellular PRRs (membrane bound or cytosolic receptors and the in"ammasome), and autophagy proteins also
contribute to IFNg signalling. Note that all mechanisms represented in the scheme have been reported in cellular models but not as yet during

virus infection. Viruses are represented in dark blue. See text for details.

can also selectively target essential components of
pathogens. Recent studies have highlighted how cells
distinguish between bulk non-selective autophagy and
the selective autophagy of deleterious substrates such
as pathogens. Several autophagy adaptors of the
sequestosome-like receptor (SLR) family ... SQSTM1
(also called p62), CALCOCO2 (also called NDP52),
NBR1 and optineurin ... share similar capacities. On one
hand they can bind ubiquitinated substrates such as intra-
cellular pathogens, and on the other, they bind to LC3
through a LC3-interacting region (LIR) (Deretic, 2012).
Furthermore, beyond its direct innate immune function,
autophagy contributes to the regulation of innate immune
signalling derived from PRR engagements.

Here, we will review recent developments in our under-
standing of the role of autophagy and autophagy-
associated proteins in viral infections, how it is involved

in virus xenophagy, how it contributes to antiviral innate
immune responses and how viruses counteract
autophagy in order to escape innate immune responses.

Autophagy to promote antiviral innate immunity
Detection of viruses for autophagy induction

Several TLRs recognize viral molecular determinants
(Fig. 2). For example, the engagement of TLR4, which
binds certain exposed viral proteins, and the engagement
of TLR3, TLR7 and TLR8, which bind virus RNA genome
PAMPs, induce autophagy upon ligand binding (Xu
et al.,, 2007; Shi and Kehrl, 2008; Delgado et al., 2009).
Although shown in a primary study to be MyD88-
independent (Xu et al., 2007), it has since been reported
that this adaptor can also mediate autophagy (Delgado
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et al., 2009). Moreover, BECLIN-1 may form complexes
with both MyD88 and TRIF which trigger autophagy upon
TLR engagement (Fig. 2) (Shi and Kehrl, 2008). PKR can
also trigger autophagy upon dsRNA binding through a
pathway involving elF2a phosphorylation (Talloczy et al.,
2002). Moreover, NOD2, which may recognize virus
ssRNA, has also been shown to trigger autophagy by
recruiting ATG16L1 (Fig.2; Travassos etal., 2010).
Recently, autophagy induction was observed upon HSV-1
and human cytomegalovirus (HCMV) herpes virus infec-
tion (McFarlane et al., 2011). Interestingly, although viral
protein synthesis was not required for autophagy induc-
tion, the viral DNA genome was shown to promote
autophagy, suggesting that intracellular DNA sensor
PPRs, such as AIM2 or DAI, can also trigger autophagy.
Thus, several virus-detecting PRRs can induce autophagy
upon infection, but whether the majority of these PRR are
indeed solicited upon virus infection with infectious parti-
cles remains to be clearly analysed in mammalian cells
and in vivo. However, in drosophila, autophagy, which is
essential to protect adult "ies from vesicular stomatitis
virus (VSV) infection, is triggered by TLR7 through its
physical interaction with the VSV glycoprotein (Nakamoto
etal., 2012). The signalling pathway linking TLR7 to
autophagy remains to be fully determined, but this study
argues for a role for PRRs in autophagy induction upon
infection with complete infectious viral particles.

Finally, beyond PRRs, other virus binding receptors
may trigger autophagy. For example, entry of attenuated
measles virus induces autophagy through the engage-
ment of its cellular receptor CD46-Cyt-1. This protein
interacts with the scaffold protein GOPC that, in
turn, binds to the autophagosome formation complex
BECLIN-1/VPS34 (Joubert et al., 2009).

Virus xenophagy and virophagy

In contrast to what has been found with bacteria, xen-
ophagy does not appear to be the main means by which
autophagy controls viral infections. To date, few reports
have observed complete viral particles within autophago-
somes. One such study showed that HSV-1 lacking
ICP34.5 (a virulent factor able to bind to BECLIN-1 in
order to inhibit autophagy) induces PKR-dependent
autophagy, and is found inside autophagosomes for ulti-
mate degradation (Talloczy et al., 2006). However, this
virus replicates in permissive cells as efficiently as wild-
type HSV-1 in autophagy-competent or -de“cient cells
suggesting virus xenophagy is not an important antiviral
arm of cellular immunity (Alexander et al., 2007; Orvedahl
et al.,, 2007). Nevertheless, this process is potentially a
way used by cells to control viral infections immediately
following virus entry. Indeed, to enter a cell, viruses can
use different pathways, including clathrin-dependent
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endocytosis and phagocytosis. Interestingly, autophagy-
associated proteins can be recruited to nascent phago-
somes to accelerate phagosome maturation and the
degradation of its content. Moreover, the clathrin-
associated plasma membrane can contribute to the for-
mation of autophagosomes (Sanjuan etal., 2007;
Ravikumar etal., 2010). Thus, both pathways might
contribute to the xenophagy of cell-entering viral
particles. Furthermore, following endocytosis, damage
on bacteria-containing vesicles is recognized through
vesicle-exposed endogenous danger signals, such as
ubiquitination, cytosolic glycans or diacylglycerol, eliciting
autophagy recruitment for bacterial degradation (Dupont
etal.,, 2009; Shahnazari etal., 2010; Thurston etal.,
2012). Although virus-containing endosomes exposing
subtle damage/modi“cations or viral proteins for selective
autophagy targeting have not yet been reported, this rep-
resents an interesting perspective. However, beyond the
capacity of virus xenophagy to limit virus infectivity,
autophagy might be more evolved to eliminate individual
viral components, such as those essential for the virus life
cycle, a process referred to as virophagy (Orvedahl et al.,
2011). For example, SQSTM1 binds to the Sindbis
virus capsid and targets this viral protein to autophagy
for degradation, thereby protecting cells from capsid
accumulation-induced cell death. However, in contrast to
most targets of SQSTM1 for selective autophagy, this
interaction appears to be independent of ubiquitination.
Thus, cellular autophagy adaptors might recognize viral
components for selective autophagy that are virus-
speci“c, or conserved among virus families. Indeed, a
recent mammalian genetic screen highlighted 141 genes
involved in the selective targeting of the Sindbis virus
capsid to autophagy (Orvedahl et al., 2011). These genes
belong to different cellular biological functions, suggesting
that multiple molecular pathways may contribute to
virophagy. Interestingly, one of these genes, SMURF1,
may also contribute to the targeting of HSV-1DICP34.5
to autophagosomes, suggesting that viral components
shared by different virus families might be detected
through similar molecular processes for virus selective
autophagy. Moreover, through a protein...protein interac-
tome analysis, more than 35% of 44 proteins of the
autophagy network, including SLRs, were reported to
interact with RNA virus proteins belonging to “ve different
RNA virus families (Gregoire et al., 2011). Interestingly,
whereas some autophagy-associated proteins are tar-
geted only by one RNA virus, others are commonly tar-
geted by several RNA virus families. Whether any of these
interactions contribute to virophagy remains to be deter-
mined, but together these high-throughput approaches
open up interesting new perspectives to identify molecular
pathways combating viral infection via selective
autophagy.
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Autophagy and antiviral interferons

The “rst contribution of autophagy in innate immunity
signalling was reported by Lee etal. (2007). In murine
plasmacytoid dendritic cells (pDC), ongoing autophago-
somes trap viral replication RNA from Sendai viruses or
VSVs before fusing with TLR7-containing endosomes
which signal antiviral IFN-I synthesis. In human pDC,
autophagy has also been shown to be required for
HIV-1-induced IFN-I production, however, independently
of viral replication (Zhou etal., 2012). Moreover, in
human pDC, TLR7 signalling is required “rst to induce
autophagy. This provides a positive loop to regulate
TLR7-dependent activation of the transcription factor
IRF7 for IFN-1 production. The molecular relationship
between autophagy and IFN-I production in pDC remains
to be determined as positive regulation of IFN-I synthesis
by autophagy may concern other cell types. Recently, it
was shown that autophagy induction upon respiratory
syncytial virus (RVS) infection contributes to IFN-I pro-
duction in murine bone marrow-derived dendritic cells
(Morris etal., 2011). However, such IFN-I production
could result from in vitro differentiated contaminant pDC.
Thus, it will be important to understand the molecular
interplay between autophagy and IFN-I synthesis signal-
ling in pDC.

Beyond IFN-I, IFN-II (IFNg) also plays an antiviral
function that may compensate or substitute for the inhi-
bition of the IFN-I pathway driven by numerous viruses.
IFNg receptor (IFNGR) engagement by IFNg induces
autophagy in murine embryonic “broblasts (MEF) to
ameliorate in"ammatory cytokine synthesis. Indeed,
autophagy prevents mitochondria reactive oxygen
species (ROS) production, which otherwise activates
SHP2 tyrosine phosphatase which inhibits IFNGR sig-
nalling (Fig. 2; Chang et al., 2010). Furthermore, HSV-1
replication is sensitive to IFNg, but not in Atg5-de“cient
MEFs. In accordance with this, it was recently shown
that the ATG12 conjugation system-linked ATG12/5/16L1
and ATG?7 proteins are all required for the IFNg-mediated
antiviral response against murine norovirus (MNV) infec-
tion, in vitro and in vivo (Fig. 2), but not against other
IFNg-sensitive viruses such as murine hepatitis virus or
West Nile virus (Hwang et al., 2012). However, neither
the autophagy catabolic process nor the ATG4B
autophagy protein is required in this anti-MNV response,
indicating an unusual contribution of ATG proteins to the
antiviral response. ATG12/5/16L1 and ATG7 contribute
to blocking MNV infection by preventing early formation
of the virus replication complex (Fig. 2). To our knowl-
edge, this study is the “rst example of the use of
autophagy proteins in antiviral defence, independent
of the canonical autophagy process. However, the list
could become extended since a growing number of

studies have reported similar observations in the context
of bacterial or parasitic infections (Zhao etal., 2008;
Starr et al., 2012).

IFNg has also been described to induce autophagy via
the cellular protein IRGM, to combat intracellular myco-
bacteria (Singh et al., 2006). Interestingly, IRGM has been
identi“ed to be a frequent target of proteins from RNA
viruses that subvert autophagy (Gregoire etal., 2011).
IRGM might play a role in viral sensing leading to an
autophagy-mediated antiviral response. Further studies
are required to fully decipher the molecular mechanism
involving IRGM during virus-induced autophagy as well as
to determine whether IRGM is associated with the IFNg-
mediated antiviral function.

Manipulation of autophagy by viruses to counteract
innate immunity

Viruses hijack autophagy to prevent
in"ammatory responses

By manipulating autophagy, viruses can evade antiviral
innate immunity and thus enhance their replication. An
elegant strategy used by viruses to achieve this was
recently reported. The murine cytomegalovirus (MCMV)
M45 protein was shown to interact with the NF-kB regu-
latory subunit NEMO, thereby allowing its targeting
and degradation by autophagy (Fig. 2; Fliss et al., 2012).
As a consequence, subsequent NF-kB activation is
impaired and the antiviral loop of in"ammatory cytokine
synthesis prevented. MCMV M45 protein overexpres-
sion induces protein aggregates which could be the
selective target for autophagy degradation. To dampen
the antiviral immune response, similar strategies might
be shared by other viruses inducing protein aggregate
formation.

Activation of the in"ammasome is an innate antiviral
mechanism which leads to the production of in"amma-
tory cytokines such as IL-1b. Strikingly, inhibition of
autophagy results in an enhanced production of IL-1b,
whereas autophagy promotion prevents in"ammasome
activation (Shi et al., 2012). Autophagy may contribute to
the attenuation of the in"ammatory response in physi-
ological conditions. Moreover, autophagy is induced in
macrophages in response to activation of the AIM2 or
NLRP3 in"ammasome via activation of the G protein
RalB. However, the in"ammasome signal intermediate
ASC is ubiquitinated. This leads to its selective targeting
to autophagy by SQSTM1, leading to a downmodulation
of the in"ammasome response (Fig. 2).

Strikingly, the proton-speci“c ion channel M2 protein
of in"uenza virus has been described to both activate
the in"ammasome and inhibit autophagy (Fig. 2). During
infection by in"uenza virus, TLR7 signalling allows the
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transcription of pro-IL-1b which is then cleaved to a
mature form through a M2-dependent NLRP3 activation.
The ion channel activity of M2 enables export of H*
from the acidi“ed Golgi, which allows the formation
and activation of the NLRP3 in"ammasome complex
(Ichinohe et al., 2011). The in"uenza A M2 protein also
inhibits autophagosome maturation in infected cells
due to a blockage of their fusion with lysosomes
(Gannage etal., 2009). However, M2 proton channel
activity is not involved in this function. Whether M2-
induced autophagy maturation blockage modulates M2-
dependent in"ammasome activation remains, however,
to be determined. Moreover, it has been recently shown
that autophagy can dampen IL-1b production, independ-
ently of direct in"ammasome inhibition, by restricting
IL1b transcription. While the mechanism responsible for
this process remains unclear, viruses might use it to
avoid the antiviral in"ammatory response (Crisan et al.,
2011).

HIV has been reported to inhibit autophagy in dendritic
cells early post infection. Inhibition of autophagy is medi-
ated by the viral envelope protein which triggers signalling
events, in part through the CD4 receptor. Following endo-
cytosis, HIV-1 is targeted to so-called immunoam-
phisomes and inhibits autophagy to escape degradation.
Indeed, downregulation of autophagy leads to an
increased HIV-1 content in DCs and enhances transfer of
HIV-1 to CD4+T cells. Most importantly, HIV-1-mediated
downregulation of autophagy in DCs impairs innate
immune responses as revealed by markedly decreased
TNF-a production upon TLR stimulation. Thus, immu-
noamphisomes in DCs engulf incoming pathogens and
appear to amplify pathogen degradation as well as TLR
responses ... which may explain why HIV-1 evolved to
inhibit autophagy (Blanchet et al., 2010).

Another virus which has been shown to inhibit
autophagy in order to escape degradation and avoid acti-
vation of innate immunity is the HCMV. HCMV interacts
with autophagy at two different stages of infection. At
the early stages of infection, there is an induction of
a complete autophagy "ux. This is induced by factors
independent of de novo viral protein synthesis since
UV-inactivated HCMV also induces autophagy. At later
time points of infection, HCMV blocks autophagy matu-
ration by a mechanism that requires de novo expres-
sion of the viral protein TRS1. However, blockage of
autophagosome maturation is independent of the previ-
ously reported interaction between PKR and TRS1 but it
is due to the interaction of TRS1 with BECLIN-1. Thus,
HCMV TSR1 is able to inhibit innate immunity by two
different mechanisms: “rst by inhibiting antiviral PKR, an
autophagy inducer, and second by directly blocking
autophagosome maturation through BECLIN-1 interac-
tion (Chaumorcel et al., 2012).
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Virus-induced autophagy and prevention of
IFN-1 synthesis

As discussed above, whereas in virus-infected pDC
autophagy may regulate IFN-I production positively, in
non-pDC cells autophagy proteins have been shown to
restrict virus-induced RLR-dependent IFN-I production.
Indeed, ATG5/12 has been shown to constitutively interact
with RIG-1 and the signalling intermediate IPS-1 (Fig. 2).
This interaction is further increased upon VSV infection
and leads to the prevention of RIG-I-mediated activation
and subsequent IFN-I antiviral production (Jounai et al.,
2007). However, it is not yet known exactly how ATG5/12
inhibits IFN-I production, in particular whether canonical
autophagy relies on this process. Interestingly, ongoing
autophagy in MEF and murine macrophages also inhibits
RIG-I signalling by eliminating mitochondrial ROS produc-
tion which otherwise contributes to increase of intracellu-
lar IPS-1 expression and ampli“cation of VSV-mediated
RIG-I signalling for IFN-I production (Tal et al., 2009).

Hepatitis C virus (HCV) can inhibit IFN-I production by
promoting autophagy. Indeed, HCV infection induces the
unfolded protein response (UPR) which, in turn, activates
a complete autophagy "ux necessary to promote HCV
RNA replication in human hepatoma cells (Fig. 2; Ke and
Chen, 2011). This proviral role of autophagy has been
shown to be mediated by the suppression of IFN-I.
Indeed, HCV infection leads to an activation of the IFNb
promoter through the recognition of HCV-derived PAMPs
by RIG-I, and the inhibition of either autophagy or UPR
enhances IFNb promoter activation. The completion of
autolysosomes is required for this purpose since chloro-
quine treatment, which inhibits autophagosome matura-
tion, enhances IFNb promoter activation, whereas
rapamycin treatment, which promotes autophagy "ux,
decreases it. This process could contribute to HCV per-
sistent infection. Similarly, it has been reported that HCV
infection or HCV-NS5A overexpression induces IFN-I pro-
duction through signalling involving ROS production by
mitochondria in autophagy-de“cient cells (Shrivastava
et al., 2012). Interestingly, the NS3/4A HCV protease can
cleave IPS-1 to shut off its ability to signal within infected
cells and NS3/4A has been reported to interact with IRGM
to promote autophagy induction (Gregoire et al., 2011).
Since IRGM, like IPS-1, is located in mitochondria and
can bind to ATG5 (Gregoire et al., 2011) it might be inter-
esting to determine whether IPS-1 cleavage by NS3/4A
involves IRGM. Thus, HCV appears to have evolved
several different molecular strategies to counteract innate
immunity through exploitation of autophagy.

Autophagy and cell death in virus infection

Apoptotic death of infected cells may contribute to limiting
viral replication and propagation. As autophagy is a pro-
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survival cellular process, by preventing apoptosis, it could
play an undesirable proviral function. Indeed, the human
"avivirus dengue virus type 2 and the murine "avivirus
Modoc induce autophagy in infected epithelial cells that
allows the cells to be protected from experimentally
induced cell death (McLean etal., 2011). Inhibition of
autophagy leads to a decrease in viral replication demon-
strating the proviral role of autophagy. However,
autophagy-mediated cell death protection by dengue and
Modoc virus infections was not observed in macrophages,
suggesting a cell type-speci“c process. Interestingly,
dengue virus and Modoc virus infections also protect the
cell from death induced by cytopathic viral infections such
as in"uenza A infection. As in"uenza A has been reported
to inhibit autophagy maturation to regulate cell death fate
(Gannage et al., 2009), it would be interesting to analyse
autophagy function within cells coinfected with pathogens
that have evolved different strategies to manipulate
autophagy.

However, the relationship between autophagy and
apoptosis during virus infection could reach an equilibrium
more complicated than expected within infected organ-
isms. It has recently been reported that Chikungunya
virus induces autophagy in infected cells through both the
activation of endoplasmic reticulum stress and the pro-
duction of ROS (Joubert et al., 2012). Autophagy delayed
apoptosis since cell death occurs earlier in ATG5-de“cient
MEFs, but prevention of apoptosis results in fewer
infected cells and limits viral propagation. Indeed,
although infected Bax’/Bak’~ MEFs expressed more
viral proteins per se, fewer neighbouring cells are infected
by the virus. By contrast, the percentage of infected cells
is enhanced in ATG5" MEFs compared with control cells.
Thus, whether the antiapoptotic role of autophagy plays
an anti- or a proviral function depends on the viral life
cycle and on the need for the virus to promote cell survival
or to induce cell death.

Conclusions

Our understanding of the relationship between viruses
and autophagy remains rudimentary, especially with
regard to innate signalling cross-talk. Several PRRs able
to recognize virus components are known to induce
autophagy, but the mechanisms remain to be clari“ed.
Moreover, other PRRs that can recognize viruses and
mediate virus uptake, such as the mannose receptor,
scavenger receptors and dendritic cell-speci“‘c ICAM
grabbing non-integrin (DC-SIGN), could be linked to
autophagy. In addition, more attention should be paid to
the reciprocal bene“t between autophagy and innate
receptor signalling in antiviral innate immunity, as sug-
gested in recent studies. It would also be important to
investigate the role of autophagy in innate immunity

during viral coinfections. Depending on the degree of a
pathogenes sensitivity to autophagy, the steps at which
coinfecting pathogens may counteract the process, as
well as the timing, order of infection and the cell types
involved, autophagy could turn out to be the cell biological
keystone by which early pathogen infectivity escapes the
innate immune response.
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SUMMARY

Autophagy is a highly regulated self-degradative
mechanism required at a basal level for intracellular
clearance and recycling of cytoplasmic contents.
Upon intracellular pathogen invasion, autophagy
can be induced as an innate immune mechanism to
control infection. Nevertheless, pathogens have
developed strategies to avoid or hijack autophagy
for their own bene“t. The molecular pathways
inducing autophagy in response to infection remain
poorly documented. We report here that the engage-
ment of CD46, a ubiquitous human surface receptor
able to bind several different pathogens, is suf‘cient
to induce autophagy. CD46-Cyt-1, one of the two
C-terminal splice variants of CD46, is linked to the
autophagosome formation complex VPS34/Beclinl
via its interaction with the scaffold protein GOPC.
Measles virus and group A Streptococcus , two
CD46-binding pathogens, induce autophagy through
a CD46-Cyt-1/GOPC pathway. Thus, upon microor-
ganism recognition, a cell surface pathogen receptor
can directly trigger autophagy, a critical step to
control infection.

INTRODUCTION

Cell invasion by microorganisms is dependent on their ability to
bind to cellular receptors that promote their uptake. Among
pathogen receptors, members of the regulatory complement
activation (RCA) family, including the well-known pathogen
receptor CD46, are often used by microorganisms to enter cells
(Cattaneo, 2004; Hourcade et al., 2000). Pattern recognition
receptors (PRRs) sense pathogens by recognizing pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) (Medzhitov, 2007).
PRRs of the Toll-like receptor (TLR), nucleotide-binding and olig-
omerization domain (NOD)-like receptor (NLR), and retinoic acid-
inducible gene | (RIG-I)-like receptor (RLR) families signal for
innate immune responses leading to proin"ammatory cytokine

synthesis, type | interferon (IFN) production, and/or rapid release
of IL-1b (Ishii et al., 2008; Medzhitov, 2007). Another innate
defense mechanism is macroautophagy, a highly conserved
degradative process shared by all nucleated cells ( Xie and Klion-
sky, 2007). However, the molecular connections between path-
ogen detection and autophagy are poorly documented.

During macroautophagy (thereafter referred to as autophagy),
large portions of the cytoplasm are engulfed into double-
membraned autophagosomes that ultimately fuse with lyso-
somes to form acidic autolysosomes where degradation occurs.
Autophagy results from a cascade of reactions orchestrated by
autophagy-related genes (atg) mostly identi“ed in yeast and for
which several orthologs have been characterized in vertebrates
(Levine and Klionsky, 2004; Xie and Klionsky, 2007). During
autophagy, an isolation membrane is formed upon the activation
of the autophagosome formation complex that includes the
class Il P(I)3-kinase (VPS34) associated with Beclinl (BECN1)
(Furuya et al., 2005; Kihara et al., 2001; Zeng et al., 2006).
Then, elongation of the isolation membrane involves two ATG5-
dependent ubiquitin-like conjugation systems: the ATG12 conju-
gation system, leading to the formation of ATG12-ATG5-ATG16
molecular complexes, and the LC3 conjugation system, resulting
in the association of the cytosolic microtubule-associated light-
chain 3-1 (LC3-1) with phosphatidylethanolamine to generate a
lipidated LC3-1l form. Both conjugation systems bind to the
isolation membrane and promote its elongation, leading to the
formation of autophagosomes. Finally, autophagosomes mature
by fusion with lysosomes, generating degradative single-
membraned autolysosomes.

Autophagy contributes to the innate immune response by
controlling intracellular pathogens. The physical degradation of
intracellular microorganisms is referred to as xenophagy (Levine
and Deretic, 2007). Bacterial (Birmingham et al., 2006; Gutierrez
et al., 2004; Nakagawa et al., 2004; Py et al., 2007), parasitic
(Konen-Waisman and Howard, 2007), and viral (Liang et al.,
1998; Liu et al., 2005) infection can be controlled by autophagy
in vitro and in vivo (Liang et al., 1998; Shelly et al., 2009;
Yano et al., 2008). In mice, Toxoplasma gondii clearance
involves an ATG5-dependent mechanism; however, it is via
an autophagosome-independent process (Zhao et al., 2008).
Alternatively, in vitro studies have shown that bacteria (Romano
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et al., 2007; Schnaith et al., 2007) and viruses Jackson et al.,
2005) could induce and/or exploit the autophagic machinery to
enhance their proliferation/replication, whereas other pathogens
evolved strategies to inhibit autophagy (Orvedahl et al., 2007).

Upon intracellular microorganism invasion, autophagy can
also facilitate the recognition of cytosolic pathogen components
by endosomal TLR in order to promote type | IFN production ( Lee
et al., 2007), as well as allow for the delivery of peptides derived
from cytosolic proteins to major histocompatibility complex
(MHC)-Il molecules, leading to an adaptive immune response
(Paludan et al., 2005; Schmid and Munz, 2007).

Despite the important role of autophagy in immunity against
microorganisms, the upstream molecular events leading to the
selective induction of this machinery upon initial pathogen
detection is poorly identi“ed. TLR engagement was shown to
induce autophagy through MyD88- or TRIF-dependent path-
ways (Delgado et al., 2008; Xu et al., 2007), and interaction
between MyD88 and TRIF with BECN1 were reported (Shi and
Kehrl, 2008). However, a recent study reports that autophagy
induction was not observed upon TLR engagement (Saitoh
et al., 2008), and TLR activation was shown to promote autoph-
agy-related protein recruitment to nascent phagosomes but
without formation of canonical double-membraned autophago-
somes (Sanjuan et al., 2007). InDrosophila, the intracellular path-
ogen sensor PGRP-LE was found to be crucial for the control of
L. monocytogenes growth through the induction of autophagy,
although the molecular mechanism(s) underlying this effect is
not known (Yano et al., 2008).

In the present study, we looked for the ability of the ubiqui-
tously expressed human receptor CD46 to promote autophagy.
CD46 was an interesting candidate to address for this point
because (1) it binds several pathogens such as measles virus
(MeV), adenoviruses B and D, human herpes virus 6 (HHV6),
Neisseria bacteria, and several serotypes of group A strepto-
coccus (GAS) (Cattaneo, 2004); (2) it binds GAS described to
be destroyed by autophagy (Nakagawa et al., 2004); (3) it facili-
tates endosomal TLR9 triggering by DNA adenoviruses (laco-
belli-Martinez and Nemerow, 2007); and (4) it promotes measles
virus-derived peptide presentation by MHC-II molecules ( Gerlier
et al.,, 1994). In this paper, we addressed the questions of
whether and how CD46 could induce autophagy and looked at
physiological relevance of this process upon pathogen binding.

RESULTS

The Engagement of the Ubiquitous Human Receptor

CD46 Increases the Autophagic Flux

To investigate a role of CD46 in the engagement of autophagy,
we asked whether antibody-driven CD46 crosslinking could
induce autophagosome formation. We have engaged or not
CD46 on HelLa-GFP-LC3 cells and measured the formation of
GFP-LC3-labeled structures representing LC3-lI-containing
autophagosomes. Compared to HeLa-GFP-LC3 cells treated
with irrelevant 19G (1gG), antibody-driven CD46 crosslinking (a-
CD46) increased the number of GFP-LC3 puncta per cell, as
did serum starvation (st.), a positive control for autophagy induc-
tion (Figure 1A). The reduced expression of the two essential
genes for autophagy ATG5 and ATG7, using short interfering
(si)RNA Figure S1 available online), prevented CD46-induced

and starvation-induced autophagy to a similar extent ( Figure 1B).
Moreover, the prevention of CD46-mediated autophagy in si-
ATG5-treated cells was reverted by overexpression of ATG5
(Figures 1C and S2 available online). An electron microscopy
analysis revealed an increased number of autophagic vacuoles
per cell section in CD46-engaged cells as compared to control
cells, which was prevented by 3-methyladenine (3-MA), an inhib-
itor of autophagosome formation ( Figure 1D). Finally, we moni-
tored autophagy following the conversion of LC3-I to LC3-Il by
western blot. Due to a C-terminal cleavage and association to
phosphatidyl ethanolamine, LC3-Il has a molecular weight of
16 kD, whereas LC3-l is 18 kD (Klionsky et al., 2008). CD46
engagement led to an increased amount of LC3-Il in cell lysates
as compared to control cells or to 3-MA-treated CD46-cross-
linked cells (Figure 1E).

To determine whether autophagosome detection subsequent
to CD46 engagement was the result of an increased autophagic
"ux or an accumulation of basal autophagosomes due to the
inhibition of their degradation, we analyzed autophagy in the
presence of lysosomal inhibitors. We used pepstatin A + E64d
(P+E) or ba“lomycin A1 (BAF), which inhibit lysosomal proteases
and acidi“cation of the autolysosomes, respectively. Both inhib-
itors increased the total number of GFP-LC3 puncta in control
cells (Figure 2A), as well as the amount of LC3-11 in the total lysate
(Figure 2B). Importantly, in the presence of either P+E or BAF, the
total number of GFP-LC3 dots was further increased upon CD46
engagement (Figure 2A), as was the increase of the total amount
of LC3-II (Figure 2B). Similar results were obtained using chloro-
quine (CQ), another inhibitor of autolysosome acidi“cation
(Figure S3).

To monitor for autolysosome formation, we then used the
MRFP-GFP-LC3 probe that allows for the distinction between
autophagosomes (GFP'RFP" puncta) and autolysosomes
(GFP RFP* puncta) due to the quenched signal of the GFP in
acidic compartments ( Kimura et al., 2009; Vergne et al., 2009).
Whereas we found an increased number of total autophagic
vacuoles in CD46-crosslinked cells compared with control cells
(Figure 2C), an equivalent ratio of number of autophagosomes
and autolysosomes was measured in CD46-crosslinked cells
and in control or starved cells (Figure 2C). This result indicates
that the CD46-induced pathway does not prevent autolysosome
formation. Furthermore, CD46-crosslinked cells displayed vacu-
oles with lysosomal degradative phenotype (Figure S4).
Together, these results strongly support that the engagement
of CD46 speci“cally induces de novo autophagosome formation
without inhibiting their maturation.

GOPC Connects CD46-Cyt-1 to the Autophagosome

Formation Complex VPS34/BECN1

To determine the molecular intermediates involved in CD46-
dependent autophagy, we have used CD46 as bait to screen

a human cDNA library by yeast two-hybrid. Due to alternative

splicing, two groups of CD46 isoforms differing by their

C-terminal intracytoplasmic domains, Cyt-1 and Cyt-2

(Figure S5), are coexpressed in all somatic cells (Riley-Vargas
et al., 2004). Therefore, Cyt-1 and Cyt-2 were used as bait to
screen human cDNA libraries. We have focused on one Cyt-1-in-
teracting protein, GOPC (also known as PIST, CAL, or FIG), that
has been previously reported to be associated with an
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(A) GFP-LC3-HeLa cells were cultured for 4 hr in complete medium either in the presence of coated isotype control antibody (IgG), coated anti-CD46 ( a-CD46), or
in nutrient-deprived media (starvation/st.). The number of GFP " vesicles per cell was assessed by confocal microscopy. Representative pro“les are shown and
are accompanied by a graph. Error bars, mean = SD of three independent experiments.

(B) GFP-LC3-HelLa cells were pretreated with the indicated si-RNA for 3 days and then incubated and analyzed as in (A). Error bars, mean + SD of three inde-
pendent experiments.

(C) si-Control or si-ATG5-treated GFP-LC3-HelLa cells were untransfected or transfected with an irrelevant GST-encoding vector (one experiment) or with an
ATG5-encoding vector and then incubated and analyzed as in (A). Error bars, mean + SD of two independent experiments.

(D) HeLa cells were cultured for 3 hr in the presence of irrelevant IgG or a-CD46 + 10 mM 3-MA (one experiment). The appearance of autophagic vacuoles was
assessed by electron microscopy. A double-membraned autophagosome is enlarged (white arrowhead), and a graph representing the percentage of cell pro“le
with R 3 autophagic vacuoles for each condition are shown.

(E) Starved cells or cells cultured in complete media in the presence of control IgG or a-CD46 + 3-MA for 4 hr were lysed, and anti-LC3 western blot was per-
formed. Representative results are shown and are accompanied by a graph representing the intensity of LC3-Il/actin bands normalized to the control condition.
Error bars, mean + SD of three independent experiments.

Studentes t test; *p < 0.05; **p < 0.01; #p > 0.05.
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Figure 2. Autophagy Induction upon CD46 Crosslinking

(A) LC3-GFP-Hela cells were starved (st.) or cultured in the presence of a-CD46 or control 1gG for 4 hr alone or in the presence of ba“‘lomycin A1 (BAF) or
Pepstatin + E64d (P+E). The number of GFP" vesicles per cell or per cell pro‘le was analyzed by confocal microscopy. Error bars, mean + SD of three independent
experiments.

(B) HeLa cells were cultured as in (A), and anti-LC3 western blot was performed. Error bars, mean + SD of three independent experiments except for one exper-
iment for the st. + BAF condition.

(C) HelLa cells were transfected with mRFP-GFP-LC3. At 24 hr posttransfection, cells were cultured for 4 hr in complete medium either in the presence of coated
control IgG, anti-CD46 (a-CD46), or starved (st.). The total number of autophagic vacuoles (GFP*RFP* + GFP RFP"), autophagosomes (GFP"RFP"), and auto-
lysosomes (GFP RFP*) per cell pro“les was numerated. For each experiment, representative pro“les of one experiment are accompanied by a graph. Error bars,
mean + SD of three experiments (IgG and a-CD46) or two experiments (starv.).

Studentes t test; *p < 0.05; **p < 0.01; #p > 0.05.

autophagic process (Yue et al., 2002). Twelve clones encoding  was further con“rmed in HEK293T human cells by af‘nity copur-
for human GOPC were found to interact with Cyt-1, but not i“cation of myc-tagged GOPC with GST-tagged Cyt-1, but not
with Cyt-2 (Figure S5). This speci“c interaction was con“rmed with GST alone or GST-Cyt-2 (Figure 3B).

by a yeast two-hybrid matrix using a full-length clone of GOPC GOPC is a scaffold protein that contains two coiled-coll
(isoform b) as a prey (Figure 3A). The speci“city of the interaction ~ domains (CC) and a PDZ domain (Figure 3C). To determine

Cell Host & Microbe 6, 354...366, October 22, 200 2009 Elsevier Inc. 357



Figure 3. Interaction of GOPC with CD46-Cyt-1
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(A) Yeast two-hybrid assay of Cyt-1 or Cyt-2 used as bait and GOPC used as prey on 3AT selective medium (one experiment representative of two).
(B) Anti-Myc and anti-GST western blots (WB) on coaf“nity-puri“ed (AP) complexes from HEK293T cells transfected with the indicated construct-encoding

plasmids (one experiment representative of three).

(C) Schematic representation of GOPC and GOPC-DPDZ (DPDZ) and GOPC-DCC (DCC) mutant constructs used in this study. HEK293T cells were transfected
with the indicated constructs, and co-AP and western blots were performed as in (B) (one experiment representative of three).

(D) Mutants of Cyt-1 C-terminal sequence used to screen the interaction with GOPC are shown. A Myc-tagged GOPC plasmid was transfected alone or in combi-
nation with the indicated plasmid encoding GST-tagged Cyt-1 mutant constructs. Co-AP and western blots were performed as in (B) (one experiment represen-

tative of three).

whether one of these domains was involved in the interaction
with Cyt-1, we generated mutant constructs of GOPC either
deleted for the CC domains (DCC) or for the PDZ domain
(DPDZ) Figure 3C). In coaf“nity puri“cation experiments, the
GOPC-DCC construct could still interact with Cyt-1, whereas
the GOPC-DPDZ construct lost this ability, indicating that the
PDZ domain of GOPC is involved in the interaction with Cyt-1.
The GOPC PDZ domain is a class | PDZ domain predicted to
interact with the consensus X [T/S] X [L/I/V] C-terminal
sequences of partner proteins (Songyang et al., 1997). Such a
consensus motif was found in Cyt-1 (FTSL), but not in Cyt-2 (Fig-
ure S5). Of interest, deletion of the last four C-terminal residues
of Cyt-1 (DFTSL) abolished Cyt-1 interaction with GOPC (Fig-
ure 3D). Point mutations for an A on the critical T and/or L resi-
dues for PDZ binding (TL/AA, T/A, and L/A constructs) (Figure 3D)
had a similar disruptive effect, whereas the mutation of either of

the dispensable F or S residues (F/A or S/A constructs) did not

prevent the GOPC/Cyt-1 interaction (Figure 3D). Thus, GOPC
is a new intracellular partner of CD46 that can interact with the

Cyt-1 C-terminal tail via its class | PDZ domain.

A murine neuron-speci“c isoform of GOPC, nPIST, was shown
to interact with BECN1 (Yue et al., 2002). However, GOPC/
BECNZ1 interaction in human cells has not been reported. Coaf‘n-
ity puri“cation experiments showed that the human ubiquitously
expressed isoform b of GOPC can interact with human BECN1
(Figure 4A). Moreover, the GOPC-DCC mutant construct lost
the ability to bind to BECN1, whereas the GOPC- DPDZ construct
did not (Figure 3C and 4A). Thus, human GOPC can bind CD46-
Cyt-1 via its PDZ domain and BECN1 via its CC domains.

In transfected cells, both Myc-BECN1 and endogenous
VPS34 can be copuri“ed with GST-GOPC, but not with GST
alone (Figure 4B), suggesting that GOPC can associate with
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Figure 4. Interaction of GOPC with the Autophagosome Formation Complex BECN1/VPS34
(A) Cells were cotransfected with Myc-BECN1 and GST-tagged GOPC, GOPC-DPDZ, or GOPC-DCC protein-encoding plasmids, and co-AP experiments were

performed (one experiment representative of three).

(B) HEK293T cells were cotransfected with GST and Myc-BECN1 or GST-GOPC and Myc-BECN1, and a co-AP was performed. Anti-VPS34, anti-Myc, and

anti-GST were used for western blot (one experiment representative of three).

(C) VPS34, BECN1, or GOPC were used as baits, and VPS34 was used as a prey (one experiment representative of two).
(D) HEK293T cells were either untreated or treated with BECN1-targetting siRNA. Coimmunoprecipitation experiments were performed using anti-VPS34
(IP: VPS34) or irrelevant (IP: control) antibodies. Endogenous GOPC, BECN1, and VPS34 were revealed by western blot (one experiment representative of two).

the autophagosome formation complex VPS34/BECN1. To
determine whether GOPC binds VPS34 independently of
BECNL1, we tested whether GOPC could directly interact with

VPS34 in a yeast two-hybrid assay. No interaction was detected

between VPS34 and GOPC, whereas VPS34/BECNL1 interaction
was detected as expected (Figure 4C). We reasoned that, if
BECNZ1 can bridge GOPC and VPS34, then less GOPC should
be associated to VPS34 in cells in which BECN1 expression is
downregulated. Indeed, in HEK293T cells silenced for the
expression of BECN1, less-endogenous GOPC can be immuno-
precipitated with VPS34 (Figure 4D).

The Engagement of CD46-Cyt-1 Induces Autophagy

through a Direct Pathway

Molecular analysis suggested a role for the intracytoplasmic tail
of CD46-Cyt-1 and for GOPC in CD46-mediated autophagy. We
tested the involvement of the CD46-Cyt-1/GOPC/BECNL1 path-
way in this process using siRNA. Real-time RT-PCR analysis
revealed that HelLa cells express both CD46-Cyt-1 and CD46-
Cyt-2 isoforms at a ratio close to that of human primary cells
(Figure 5A, compared Hela to peripheral blood lymphocytes
[PBLs]). If the genomic organization of CD46 allows for the

design of Cyt-1-speci“c siRNA, it is not possible to speci“cally
shut down the expression of Cyt-2. si-Cyt-1 treatment of HeLa
cells downregulated the expression of the CD46-Cyt-1 mRNA,
without modifying the expression of CD46-Cyt-2 mRNA
(Figure 5B). Moreover, total surface expression of CD46 was
only slightly affected in si-Cyt-1-treated cells ( Figure S6).
However, the engagement of CD46 on si-Cyt-1-treated cells
did not induce autophagy (Figure 5C). Thus, in contrast to
CD46-Cyt-1, CD46-Cyt-2 engagement does not seem to trigger
autophagy. Importantly, starvation-induced autophagy re-
mained possible in si-Cyt-1-treated cells, indicating that these
cells do not suffer from a general alteration of the autophagic
process (Figure 5C). Furthermore, CD46-induced autophagy
was abolished when GOPC expression was downregulated
(Figure S7), whereas starvation-induced autophagy remained
unchanged (Figure 5C). On the contrary, downregulation of
BECNZ1 expression (Figure S7) abolished both CD46 and starva-
tion-induced autophagy, showing that BECNL1 is a crucial mole-
cule for both pathways (Figure 5C). These results suggest that
upstream events are not shared between CD46-induced
autophagy and starvation-induced autophagy, given that CD46-
Cyt-1-mediated autophagy is strictly dependent on GOPC.
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Figure 5. Autophagy Induction upon CD46 Crosslinking Is Dependent on the Cyt-1 Isoform and GOPC
(A)CD46-Cyt-1 and CD46-Cyt-2 mRNA levels were assessed by RT-qPCR in the indicated cell lines (black histograms) and in freshly isolated human PBL (white

histogram) (one experiment).

(B) CD46-Cyt-1 and CD46-Cyt-2 mRNA expression levels in si-Cyt-1-treated HelLa cells normalized to si-control-treated cells. Error bars, mean + SD of three

experiments.

(C) GFP-LC3-Hela cells were treated with the indicated siRNA. Autophagy in starved HeLa cells (st.) or cells cultured in the presence of a-CD46 was analyzed as
in Figure 1. Representative labeled cells and a graph are shown. Error bars, mean + SD of three independent experiments.

(D) si-Control or si-GOPC-treated GFP-LC3-HeLa cells were untransfected or transfected with a GOPC or GOPC- DPDZ (DPDZ) or GOPC-DCC (DCC) mutant
constructs. Cells were then either incubated with an irrelevant IgG or crosslinked for CD46, and autophagy was monitored as in  Figure 1 (one experiment repre-

sentative of two).
Studentes t test; **p < 0.01; #p > 0.05).

We further found that the prevention of CD46-induced autoph-
agy in si-GOPC-treated cells was reverted upon full-length
GOPC overexpression, but not upon overexpression of GOPC-
DCC or GOPC-DPDZ constructs (Figure 5D). Moreover, the
overexpression of the GOPC-DPDZ construct promoted auto-
phagosome accumulation (as reported elsewhere [Yue et al.,
2002]) but competed with endogenous GOPC for CD46-depen-
dent induction of autophagy. On the contrary, the GOPC- DCC
construct was not ef‘cient to compete with endogenous
GOPC. A possible explanation could be the titration of the
GOPC-DCC construct by other proteins able to bind a PDZ
domain (Figure 5D). Together, these results indicate that

GOPC is crucial in the induction of autophagy upon CD46
engagement.

Measles Virus Induces Autophagy through

a CD46-Cyt-1/GOPC Pathway

Our laboratory identi“ed CD46 as the receptor for laboratory and
vaccinal MeV strains (Naniche et al.,, 1993). To determine
whether the engagement of CD46 by a natural ligand could
also induce autophagy, we infected cells with the laboratory
Edmonston strain of MeV. Early after infection (1.5 hr postinfec-
tion), we found that the amount of LC3-II in the total cell lysate
was increased compared to uninfected cells ( Figure 6A). The
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number of GFP-LC3" autophagosomes per cell pro“le was also

strongly increased in MeV-infected as compared to uninfected

cells (Figure 6B), which were abolished in cells pretreated with
si-ATG5 or si-BECN1. Moreover, MeV induced de novo forma-
tion of autophagosomes, as revealed by experiments using
BAF, P+E, or CQ treatments (Figures 6C, 6D, and S8), and
such autophagosomes fully matured into autolysosomes, as
shown by experiments using the mRFP-GFP-LC3 probe (Fig-
ure 6E). Finally, the downregulation of either CD46-Cyt-1 or
GOPC expression with siRNA prevented MeV-induced autoph-
agy, as analyzed by tracking GFP-LC3" dots (Figure 6B). Thus,
these results show that MeV infection induces autophagy upon

a CD46-Cyt-1/GOPC pathway.

The CD46-Cyt-1/GOPC Pathway Sensitizes Cells

for Autophagic Degradation of GAS

CD46 is also a receptor for several serotypes of GAS, a bacteria
destroyed by autophagy (Cattaneo, 2004; Nakagawa et al.,
2004). To investigate the role of the CD46-Cyt-1/GOPC pathway
in GAS targeting to autophagy, we incubated HelLa-GFP-LC3
cells with CD46-binding emm6 ™ GAS (Giannakis et al., 2002)
and analyzed colocalization of the bacteria with GFP-LC3
puncta. Whereas almost 80% emm6 " GAS colocalized with
GFP-LC3 vesicles in infected control cells, this percentage drop-

ped to less than 40% in ATG5 or BECN1 siRNA-treated cells
(Figure 7A) in accordance with a previous report (Nakagawa
et al., 2004). The reduced expression of GOPC did not impede
the GAS intracellular invasion, whereas the reduced expression
of Cyt-1 decreased by 60% GAS invasion ( Figure S9). However,
the reduced expression of either GOPC or Cyt-1 strongly
compromised the intracellular GAS targeting to autophago-

somes, with less than 30% of GAS colocalizing with GFP-LC3
puncta in GOPC or Cyt-1 siRNA-treated cells (Figures 7A and
S10). To determine the impact of the CD46-Cyt-1/GOPC
pathway in GAS Kkilling, cells were infected for 1 hr, and viable
intracellular bacteria were scored by counting colony-forming

units. In accordance with published observations ( Nakagawa
et al., 2004), GAS were spared from destruction in cells treated
either with ATG5- or BECNI1-targeting siRNA (Figure 7B).
Of interest, the reduced expression of either CD46-Cyt-1 or
GOPC signi“cantly reduced the cellss ability to destroy intracel-

lular GAS as well (Figure 7B).

GAS are ef‘ciently degraded by autophagy in murine cells,
although these cells do not express CD46. Moreover, GAS auto-
phagic sequestration in these cells was reported to follow cyto-
solic delivery of GAS from endosomes (Nakagawa et al., 2004).
These points raised the possibility that other intracellular mole-
cules might sense GAS and trigger autophagy. In contrast to
1 hr postinfection, after 3 hr of infection, intracellular GAS were
spared from destruction in cells with reduced expression of
ATGS5, but not in cells with reduced expression of either CD46-
Cyt-1 or GOPC (Figure 7C). Moreover, a GAS serotype that
does not bind CD46 (emm49* serotype) (Darmstadt et al.,
2000) was degraded inside of invaded cells but with a signi“cant
delay as compared with CD46-binding GAS serotype (emm6)
(Figure 7D). Thus, these results indicate that, in human cells,
CD46-Cyt-1/GOPC-dependent early autophagosome formation
signals GAS invasion to the host cell.

DISCUSSION

CD46 and Autophagy

CD46 is a type | glycoprotein expressed by all nucleated human
cells. Due to alternative splicing, 12 isoforms of CD46 can be
expressed, which mostly differ at the level of their extracellular
membrane-proximal domains (Riley-Vargas et al., 2004). Two
different cytoplasmic tails are found in CD46 isoforms, Cyt-1

and Cyt-2, which do not show any sequence similarity and are
coexpressed in human somatic cells. Both CD46-Cyt-1 and

CD46-Cyt-2 isoforms follow independent but identical internali-

zation pathways that are dependent on the degree of ligand
crosslinking (Crimeen-Irwin et al., 2003). CD46 is constitutively
internalized in clathrin-coated pits, transits to multivesicular
bodies (MVB), and is recycled to the cell surface. Of interest,
ligand-induced aggregation of CD46 leads to the extension of
membrane ruf’es, which forms macropinocytosis-like vesicles

of about 0.5...1nm in diameter and targets CD46 for intracellular
degradation. It was proposed that the ligand-induced pathway

may facilitate pathogen entry. We report here that only CD46-
Cyt-1 crosslinking induces autophagy, indicating that the issue

of the macropinocyosis-like vesicles may differ according to

the cytoplasmic isoform engaged.

The C-terminal tetrapeptide FTSL of CD46-Cyt-1 interacts
speci“cally with the class | PDZ domain of GOPC ( Figure 3).
The PDZ domain is one of the most common protein-protein
interaction domains in humans and is a key factor in the signal
transmission within multiple cellular pathways (Craven and
Bredt, 1998; Wang et al., 2008). Moreover, the relative binding
af“nities of PDZ-containing partners for receptors may in"uence
biological responses (Cushing et al., 2008). The FTSL domain of
Cyt-1 binds at least to another class | PDZ domain expressed by
the scaffold protein DLG4. DLG4 is responsible for its copolar-
ized expression with CD46-Cyt-1 in epithelial cells (Ludford-
Menting et al., 2002). Thus, GOPC might substitute for another
PDZ partner upon aggregation-induced CD46-Cyt-1 internaliza-
tion. The reduced expression of GOPC did not have an impact on
GAS intracellular invasion, whereas the reduced expression of
Cyt-1 did, suggesting that GOPC is not involved in the internali-
zation process of CD46-Cyt-1. The CD46-Cyt-1/GOPC interac-
tion could confer differential structural and/or location properties
to the scaffold protein, allowing an improved stabilization of
basal VPS34/BECN1 association/activation or facilitating new
complex formation leading to autophagy. In support of this
hypothesis, whereas the overexpression of full-length GOPC
did not increase basal autophagy, overexpression of GOPC-
DPDZ construct did. GOPC is not involved in starvation- and
rapamycin-induced autophagy (Figure 5 and data not shown),
suggesting that its involvement in autophagy is dependent on
speci“c upstream signals.

First identi“ed as a Golgi-associated protein, GOPC was
described to be involved in intracellular traf‘cking and to pro-
mote receptor recycling and degradation ( Charest et al., 2001,
Cheng et al., 2004). Of interest, the association of a neuronal iso-
form of GOPC, nPIST, to a constitutively active d2 glutamate
receptor (GluRd2) in Purkinje cells of pathological lurcher mice
was shown to synergize autophagy with BECN1, possibly
responsible for neurodegeneration (Yue et al., 2002). Strikingly,
the cystic “brosis transmembrane conductance regulator
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(A) HelLa cells were uninfected () or infected by puri“ed MeV Edmonston strain (MeV) for 1.5 hr and lysed, and an anti-LC3 western blot was performed. Repre-
sentative results are accompanied by a graph as in Figure 1. Error bars, mean + SD of three independent experiments.

(B) GFP-LC3-Hela cells treated with the indicated siRNA were infected with MeV for 1.5 hr, and the number of GFP * vesicles per cell pro“le was assessed by
confocal microscopy. Representative results and a graph are shown. Error bars, mean + SD of three independent experiments.

(C and D) Cells were treated as in (B) but in the presence of BAF or P+E. A starvation condition is used as a positive control for autophagy. Autophagy was moni-
tored by confocal microscopy (error bars, mean + SD of three independent experiments) (C) or by western blot (error bars, mean + SD of three independent exper-
iments for P+E; one experiment in the presence of BAF) (D) as inFigure 1.
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(CFTR) is subjected to lysosomal degradation when bound to
GOPC, suggesting that other cellular receptors might be con-
nected to autophagy via GOPC (Cheng et al., 2004).

CD46-Mediated Autophagy and Immune Responses

CD46 is a well-known pathogen receptor that binds to vaccine

strains of MeV, several serotypes of GAS, HHV6, adenoviruses
B and D, and Neisseria bacteria (Cattaneo, 2004). CD46 is
known to impair T cell effector function, rendering this receptor

attractive for pathogens (Kemper and Atkinson, 2007; Meiffren
et al., 2006). However, we report here that CD46 could control
early pathogen infection by xenophagy, as we show that the

CD46-Cyt-1/GOPC pathway participates in the targeting of

GAS to an autophagic degradation. This pathway induces the
formation of an early and readily available pool of autophago-
somes, which can ef‘ciently sequester and degrade GAS

without any further delay. Our data also indicate that other intra-

cellular sensors can take over the CD46-Cyt-1/GOPC pathway
for GAS delivery to autophagosomes, suggesting that several
pathogen molecular detectors may be available to initiate au-

tophagy in order to optimize cellular innate defense against
invading pathogens.

CD46 is a regulatory complement activation (RCA) family
member that protects cells from complement autolysis by
binding C3b and C4b complement activation fragments to
allow their degradation by factor I. Thus, CD46 might also bind
C3b/C4b-opsonized bacteria (Riley-Vargas et al.,, 2004). Of
interest, uropathogenic C3b-opsonized Escherichia coli are
degraded inside of epithelial cells through a CD46-dependent
mechanism that could be autophagy (Li et al., 2006). Whether
the CD46-Cyt-1/GOPC-dependent pathway induces autophagy
inthe context of other pathogens has to be speci“cally addressed.

Some pathogens developed strategies to avoid autophagic
degradation (Kirkegaard et al., 2004; Levine and Deretic, 2007).
Whereas two C-terminal splice variants of CD46 are expressed
in most cells, only CD46-Cyt-1 induces autophagy. Of interest,
an altered regulation of the Cyt-1/Cyt-2 ratio in patients with
multiple sclerosis was reported, which correlated with altered
lymphocyte differentiation upon CD46 engagement (Astier
et al., 2006). An attractive hypothesis to investigate is whether
pathophysiological signals (for instance, pathogens themselves)
could in"uence autophagy by altering CD46 splice regulation.

Autophagy favors the delivery of antigenic peptides on MHC-II
and promotes adaptive immune response initiation ( Schmid and
Munz, 2007). Our previous studies argued for a role of CD46 in
MeV-derived peptidese presentation on MHC-II molecules
through a mechanism that is sensitive to lysosomal acidi“cation
inhibition (Gerlier et al., 1994). It has to be determined whether
MeV degradation mediated by autophagy could favor MHC-II
peptide presentation, which might explain the protective immu-
nity of MeV based-vaccines versus the virulence of clinical
strains of MeV that inef‘ciently bind to CD46 ( Manchester
et al., 2000; Schneider et al., 2002).

Despite the central role of autophagy in innate immune control
of microorganisms, the molecular events leading to the selective
induction of this machinery upon pathogen detection are still
largely unknown. TLR3, TLR4, and TLR7 in mammals, as well
as PGRP-LE in Drosophila, were reported to induce autophagy
upon ligand binding. However, the molecular connections bet-
ween these receptors and autophagy are unknown and may
require transcriptional events (Delgado et al., 2008; Xu et al.,
2007; Yano et al., 2008). We report here that the pathogen
receptor CD46 can be physically connected to the autophagic
machinery via a unique molecular intermediate. This property
confers to this receptor the potency to sense pathogens and to
initiate an innate immune response.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cells, Antibodies, and Reagents

Hela cells were maintained in RPMI 1640 and HEK293T cells in DMEM
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) + 0.5 mg/ml gentamycin, 2 mM L-gluta-
mine, and 10% fetal calf serum. Cells cultured in 6-well plates were transfected

with Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) according to manufactureres
instructions. HelLa cells were transfected with peGFP-LC3 plasmid, and

a stable HeLa-GFP-LC3 cell line clone was established by limited dilution in
0.05 mM geniticin-selective medium. Antibody used were: anti-GST (clone

B-14) and anti-BECNL1 (clone E-8) (mouse monoclonal, Santa Cruz Biotech-
nology, CA); anti-c-Myc, anti-ATG5, and anti-MAP-LC3B (rabbit polyclonal,

Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France); anti-VPS34 (rabbit polyclonal,
Zymed/Invitrogen); anti-CD46 (mouse monoclonal, clone 20.6 produced in the

lab); anti-GOPC (GOPC-GST rabbit anti-serum, produced by the lab); and
MOPC-21 (mouse monoclonal irrelevant 1gG, BD Biosciences, Le-Pont-De-
Claix, France). Pharmacological inhibitors used were 3-methyl-adenine
(10 mM), ba“lomycin Al (100 nM), chloroquine (50 nM), or Pepstatin + E64d
(10 mV1) and were added 15 min prior to cell treatment and kept for the entire

duration of the experiments.

Molecular Cloning, Coaf“nity Puri“cation,

and Coimmunoprecipitation

Cyt-1 and Cyt-2 were ampli“ed from plasmids pVZ-5.1 encoding isoform
CD46BC-Cyt-1 and pHMG-CD46 encoding isoform CD46C-Cyt-2, respec-
tively. Human monocyte cDNA served as template to clone GOPC (isoform
b) and BECN1. GST- or Myc-tagged constructs were generated with the
Gateway system (Invitrogen). Expression vectors were transfected in
HEK293T cells, and after 24 hr of culture, cells were lysed in ice-cold buffer
(1% NP-40, 40 mM Tris [pH 8], and 200 mM NaCl plus protease inhibitor
complete Mini EDTA-free [Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Germany])
before coaf“nity puri“cation or coimmunoprecipitation. For coaf“nity puri“ca-
tion, 30 m of 50% slurry glutathione Sepharose 4B beads (GE healthcare, Saint
Cyrau Mont d+Or, France) were added to 300 ng of total lysate proteins in a “nal
volume of 700 i, incubated for 1.5 hrat4 C, and washed “ve times with 500 m
of lysis buffer before western blotting. For coimmunoprecipitation, 1 ng/ml of
anti-VPS34 or irrelevant IgG was added to 300 nyg of total lysate proteins in
a “nal volume of 700 m and incubated for 15 min at 4 C before adding 30m
of 50% slurry protein G Sepharose (GE healthcare). The mixture was then incu-
bated for 1.25 hr at 4 C and washed as described for coaf“nity puri“cation.

siRNA

Smartpool siRNA targeting ATG5, ATG7, BECN1, GOPC, control siRNA, and
Cyt-1-speci‘c siRNA (AUACCUAACUGAUGAGACCUU) were all from Dhar-
macon (Perbio, Brebiéres, France). In some experiments, individual Stealth
ATG5 RNAI or control were used (Invitrogen). HeLa cells (503 10°%) were

(E) At 24 hr posttransfection with mRFP-GFP-LC3, HelLa cells were either untreated, infected with MeV for 1.5 hr, or starved. Maturation of autophagosomes was

estimated as in Figure 2C. Representative pro“les of one experiment are accompanied by a graph. Error bars, mean + SD of three experiments (

two experiments (starv.).
Studentes t test; *p < 0.05; **p < 0.01; #p > 0.05.

and MeV) or
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Figure 7. Cell Sensitivity to Group A Streptococcus

CD46 Induces Autophagy

Infection upon CD46-Induced Autophagy

(A) GFP-LC3-Hela cells treated with the indicated siRNA were infected for 2 hr with PKH26-labeled emm6+ GAS (red) and then “xed for confocal microscopy
analysis. Representative infected cells are shown, and the percentage of intracellular labeled GAS colocalized with GFP-LC3 vesicles (yellow) is represented on

a graph.

(B) Cells treated with the indicated siRNA were infected for 1 hr with emm6+ GAS strain. Cells were then washed, and extracellular GAS were killed by ampicillin
treatment (t = 0 hr). Cells were then cultured for 1 additional hr (t = 1 hr). Intracellular GAS viability at t = 1 hr is presented as the ratio of alive intracellular GAS at

t=1hr/t=0 hr.
(C) Cells were treated as in (B), and a kinetic is presented.

(D) Hela cells were infected with emm6+ or emm49+ GAS strains, and intracellular GAS viability was measured as in (B) and (C).
Error bars, mean + SD of three independent experiments. Studentes t test; *p < 0.05; **p < 0.01; #p > 0.05).

cultured in 6-well plates for 1 day in OptiMEM (Invitrogen) 10% FCS before
transfection of 30 nM siRNA with Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) accord-
ing to manufactureres instructions. mMRNA expression level was assessed by
quantitative RT-PCR after 2 days (Meiffren et al., 2006) or western blotting after
3 days before using cells for experiments.

Yeast Two-Hybrid
Screens were performed as described elsewhere (Walhout and Vidal, 2001).

Autophagy Induction

Plates were precoated with 15 ng/ml 20.6 or MOPC-21 antibodies (both IgG1
isotype) in PBS for 3 hr at 37 C, washed twice with PBS, and cells cultured in

precoated plates for 2...4 hr in complete RPMI medium. Starvation for the same
period of time was used as a positive control for autophagy. Cells were

cultured in supplemented RPMI medium without FCS for 2...4 hr at 37 C. In
some experiments, 24 hr siRNA-treated HeLa-GFP-LC3 cells were transfected
with Flag-ATG5, GOPC, GOPC-DCC, or GOPC-DPDZ protein-expressing
vectors. At 48 hr posttransfection, CD46 was crosslinked and autophagy

monitored by confocal microscopy.

Confocal

HeLa-GFP-LC3 cells were “xed with 4% paraformaldehyde and then analyzed

using an Axiovert 100M microscope (Zeiss, Gdttingen, Germany) equipped
with the LSM 510 system (Zeiss) and observed with a magni“cation of 63 3
(oil immersion). The number of GFP" vesicles per cell was numerated from
12...15 Z sections collected at 0.5mm intervals from individual cells. The number
of GFP* vesicles per cell pro‘le was numerated from one single plan section

per cell. In each case, the number of GFP* vesicules was numerated from
100 to 200 cells for each experiment. For some experiments, cells were
cultured with dyes, LysoTracker (Invitrogen) (1 mM) and DQRed (10 ng/ml),
for 15 min at 37 C in culture medium, washed four times in PBS, and “xed

with 4% paraformaldehyde. The mRFP-GFP-LC3 construct was transiently
expressed in HeLa cells 24 hr prior to starvation, CD46 crosslinking, or MeV
infection. The total number of autophagic vacuoles (total: GFP "RFP" +
GFP RFP"), autophagosomes (GFP'RFP*), and autolysosomes (GFP RFP")
were determined from at least 25 cells per experiment.

Electron Microscopy
Cells were “xed in 0.1 M sodium-cacodylate and 2% glutaraldehyde buffer at
RT for 40 min and washed three times in sodium cacodylate 0.2 M for 10 min at
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RT. Analyses were performed at the Centre Technologique des Microstruc-
tures de la Doua (Villeurbanne, France).

MeV Infection

HelLa-GFP-LC3 cells were infected with 1 particle-forming unit (pfu)/cell of
Vero cell-derived MeV Edmonston, and at 1.5 hr postinfection, autophagy
was monitored by confocal analysis.

GAS Strains, Labeling, Infection, and Viability Assay

Clinical GAS strains used were of emm6 and emm49 serotype (kind gifts of Pr.
POYART, French National Reference Center for Streptococci, Paris, France).
Mid-log phase grown bacteria were harvested and washed twice in PBS.

For confocal microscopy analysis, bacterial membrane was labeled with

2 nM red "uorescent dye PKH26 (Sigma) and then washed twice in PBS.

10° HeLa-GFP-LC3 cells were cultured in the presence of 3 3 10° labeled
GAS (MOI = 3) for 2 hr and then washed twice in PBS and analyzed by confocal
microscopy (100 infected cells per experiment). For intracellular GAS viability
assay, 10° HeLa cells were cultured in the presence of 50 3 10° GAS (MOI =
50) for 1 hr. Cells were then washed twice in complete RPMI medium contain-

ing 0.5% tannic acid (Sigma) and 20 ng/ml ampicillin (Euromedex, Mundol-
sheim, France) for 15 min at 37 C. Cells were then incubated in 0.5% tannic
acid and 20 ng/ml ampicilin complete RPMI for 0, 1, or 3 hr. At the indicated

time points, cells were washed in PBS and lysed in 200 ni sterile distilled water,
and serial dilutions of cell lysate were plated on Streptoccocus -selective
medium plates (Oxoid, Dardilly, France). The number of intracellular alive
GAS was determined by counting colony-forming units on plates.

SUPPLEMENTAL DATA

Supplemental Data include ten “gures and can be found with this article online at
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