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Article abstract

Recent studies show that low oxygen tension levels in cell culture up-regulate
the replication of human B19 parvovirus, Kaposi’s sarcoma, and human
immunodeficiency viruses as well as the expression of viral oncogenic
proteins. The mechanisms of this regulation proceed with the major
hypoxia-related factor, HIF-1 (hypoxia inducible factor-1). HIF-1 misregulation
is implicated in the oncogenesis potential of some of these viruses.
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> Des travaux récents réalisés in vitro montrent
que I'appauvrissement du milieu de culture en
oxygéne (hypoxie) active la réplication du parvo-
virus humain B19, des virus du sarcome de Kaposi
et de I'immunodéficience humaine, ainsi que
I’expression de protéines virales oncogenes. Les
mécanismes de cette régulation impliquent le
plus souvent le facteur cellulaire majeur de
réponse a I’hypoxie, HIF-1 (hypoxia inducible
factor-1). Le déréglement de ce facteur de
transcription participe également au pouvoir
oncogene de certains de ces virus. <
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La mesure de la pression partielle en oxygéne (p0,)
dans les tissus humains montre qu’elle est tres large-
ment inférieure a celle de I'air que nous respirons. €n
effet, si la p0, est de 15% au niveau des alvéoles pul-
monaires, elle n’est que de 4 % dans le foie, de 3 % au
niveau de la moelle osseuse et de 2 % au niveau des
cellules tubulaires rénales [1, 2]. Ces conditions d’hy-
poxie relative dans I"organisme correspondent en fait a
un état de « normoxie » physiologique puisqu’elles sont
compatibles avec le fonctionnement normal des cel-
lules et des tissus in vivo. Ainsi, le développement
feeto-placentaire [3] (), la formation du cartilage
par les chondrocytes [4], ou encore la différenciation
et la maturation des précurseurs hématopoiétiques [5]
ne se réalisent correctement qu’a faible concentration
d’oxygene. Notons que la p0, des étuves dans lesquelles
sont incubées les cellules utilisées pour la réplication
des virus in vitro est de 20% et donc bien loin de
respecter ces conditions physiologiques.

Uhypoxie tissulaire au sens strict se définit comme une
concentration en oxygene inférieure aux valeurs physio-
logiques et qui ne permet pas de satisfaire aux besoins
des tissus [1]. Ces conditions sont décrites, par exem-
ple, au cours d’ischémies lors des angéites [6] ou au
sein des tumeurs solides [7].
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Réponse cellulaire
a ’hypoxie

Les mécanismes impliqués dans la

) . } (=) m/s
réponse cellulaire a I"hypoxie ont fait 2002, n°1,
I’objet d’un article récent (+) et ne  p.70

seront rappelés ici que trés brievement
(Figure 1) [8]. Le facteur majeur de réponse & I’hypoxie
est nommé HIF-1 (hypoxia inducible factor-1). Il s’agit
d’un hétérodimére constitué de deux

protéines de la famille bHLH-PAS : HIF-  (5) mss

1B ou ARNT (aryl hydrocarbon receptor — 1999,n°12,

nuclear translocator) et HIF-1at (=) . p-1379

Cest la régulation de la stabilité et de

I’activité transcriptionnelle de la sous-  (*)m/s

unité o par la concentration d’0, intra- 20_7:’ n°1,
p-

cellulaire qui module I'activité du fac-
teur HIF-1 (2) .

Des que la tension partielle en oxygeéne est inférieure a
6 %, la protéine HIF-1ot est stabilisée, migre dans le
noyau cellulaire et s’associe & son partenaire HIF-10 ;
le dimere ainsi formé recrute de nombreux cofacteurs,
en particulier CBP/p300. Le complexe transcriptionnel
actif va alors se fixer sur un motif spécifique présent
dans les régions régulatrices des génes cibles et nommé
HBS (HIF-binding site). Ce motif a pour séquence con-
sensus *RCGTGY ol R est une purine. Cette séquence est
retrouvée dans les régions régulatrices de nombreux
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genes cellulaires dont Iexpression est contrdlée par la
tension en oxygene. Elle est ainsi présente dans la
région 3’ régulatrice (enhancer) du géne codant pour
I’érythropoiétine (Epo) et participe au contrdle de la
synthése de I’€po par les cellules péritubulaires rénales
en réponse a une diminution du taux de I"hémoglobine.

Ce phénomene, reproduit dans un modeéle in vitro, pour-
rait expliquer I’augmentation de I"expression de HIF-1ct
et de VEGF observée sur des coupes de cancer du
nasopharynx, dans lequel la protéine LMP1 est surex-
primée [14].

Le génome du virus herpeés 8 (HHV8) code pour des pro-

Cette séquence est également retrouvée dans le promoteur du gene
codant pour le VEGF (vascular endothelial growth factor) et son acti-
vation, en hypoxie, participe & la néo-angiogenése tumorale (p0,

intra-tumorale inférieure a 1 %).
Virus et réponse cellulaire a I’hypoxie

Des études récentes montrent que des
virus peuvent interférer avec la voie cel-
lulaire de réponse a I’hypoxie, soit en
perturbant la régulation de I'expression
d’HIF-10t dans
oncogenes, soit en utilisant le facteur de

le cas des virus
transcription HIF-1 pour augmenter I’ex-
pression de leurs genes (Tableau ).

Protéines virales oncogénes et
régulation d’HIF-10t

Les protéines virales oncogénes, en acti-
vant notamment la voie des MAP-
kinases, sont capables de stabiliser et
d’activer HIF-10.. Par ce mécanisme,
I’oncoprotéine HBx du virus de I"hépatite
B participe a la néo-angiogenese de
I’hépatocarcinome en favorisant la pro-
duction de VEGF [9, 10] (Figure 2A). De
plus, HBx interagit directement avec
HIF-10, empéchant ainsi sa dégradation
et favorisant son interaction avec ses
partenaires transcriptionnels [11].
Notons que la synthése de HBx est égale-
ment augmentée dans des conditions
d’hypoxie in vitro (Tableau |) [12] et que
HBx est capable de stimuler I'activité
transcriptionnelle de son propre promo-
teur in vitro ; cette boucle d’autorégula-
tion amplifie encore la production de
facteurs pro-angiogéniques.

De méme, la protéine membranaire LMP1
(latent membrane protein 1) codée par
le virus d’Epstein-Barr est susceptible
d’activer de nombreuses voies de trans-
duction, en particulier celles des MAP-
kinases et des dérivés réactifs de
I’oxygéne, et ainsi d’augmenter "expres-
sion de HIF-1ot in vitro (Figure 2B) [13].
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téines qui possedent de fortes homologies fonction-
nelles avec des médiateurs cellulaires. Ainsi, la protéine
vGPCR (viral G protein-coupled receptor) présente une
homologie importante avec le récepteur cellulaire de
I’interleukine-8, chimiokine qui posséde des propriétés
pro-angiogéniques. Le domaine intra-cytoplasmique de

Polyubiquitinylation

oo
———> 00 ¢ Dégradation
)

Protéasome

‘ HIF lo stable
Prolyl-hydroxyl - Stabilisati
rolyl-hydroxy| usell Stabilisation / OH”: 1B

Fer/0, et activation
Asparagyl- hydroxylase
Fer/! 02

2 - Translocation nucléaire

//+ Autres facteurs ?
MAP klnases
PI3K/Akt
3 - Transactivation
Facteurs ¥ Hypoxie Erythropoiése
de croissance Cytoplasme Noyau Angiogenése

Glycolyse anaérobie

Figure 1. Régulation de I’activité de la protéine HIF-1cL par la concentration intracellulaire en
oxygéne. La protéine HIF-10L est tres instable en présence d’oxygéne : elle est rapidement
dégradée et sa demi-vie est inférieure a cing minutes. €n effet, une prolyl-hydroxylase hydro-
xyle un résidu proline de la protéine HIF-10, ce qui permet son interaction avec la protéine pVHL
(von Hippel Lindau) et sa dégradation par le protéasome. €n condition d’hypoxie, la prolyl-
hydroxylase étant inactive, la protéine HIF-10t est tres rapidement stabilisée et migre dans le
noyau ol elle s’associe & son partenaire HIF-1P. Le complexe ainsi formé recrute d’autres
partenaires, en particulier CBP/p300, et se fixe sur la séquence nucléotidique spécifique de
reconnaissance du facteur HIF-1 (motif HBS : HIF-binding site) située dans les régions régula-
trices des geénes cibles. L’activation de la protéine HIF-1[3 par I’hypoxie entraine la synthése de
facteurs protéiques impliqués notamment dans I’érythropoiése, I’angiogenése et la glycolyse
anaérobie. Le recrutement de CBP/p300 par HIF-10t dans le noyau est également régulé par la
tension en oxygene : une asparagyl-hydroxylase va modifier la protéine HIF-10t en présence
d’oxygene et empécher son interaction avec CBP/p300. Notons que de nombreuses autres modi-
fications post-traductionnelles interviennent dans la régulation de I'activité de HIF-1ot [26].
Parmi celles-ci, les phosphorylations de HIF-10t et de ses partenaires par les MAP-kinases
(mitogen activated protein kinase) et la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt sont
impliquées dans "activation de la voie HIF par de nombreux facteurs de croissance, méme en

condition de normoxie.
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la protéine virale vGPCR s’associe aux protéines G sous-
membranaires et active de maniere constitutive les
kinases intracellulaires, telles que les MAPK p44/p4?2 et
p38, la PI3K/Akt, ainsi que la synthése de nombreux
facteurs de croissance et cytokines [15]. Parmi ceux-
ci, on peut citer le VEGF qui permet la prolifération des
cellules fusiformes et des cellules endothéliales
(Figure 2C). U'activation des kinases cel-
lulaires conduit également a la stabili-

(=) m/s
sation et a la migration nucléaire du 2002, n°1,
facteur HIF-1o (=), ce qui exacerbe  p-70

encore la synthese de VEGF au niveau des

lésions du sarcome de Kaposi, carac-

térisées par la prolifération de cellules fusiformes et
une angiogeneése importante.

HIF-1 et expression des genes viraux

Le virus HHVS, outre le fait de perturber I'expression
d’HIF, est capable d’utiliser ce facteur de transcription
pour optimiser sa réplication. €n effet, le génome de ce
virus possede de nombreux sites de fixation pour le
complexe HIF-1 [16]. €n condition d’hypoxie, la fixa-
tion de HIF-1 en amont des genes viraux stimule Iex-
pression des protéines lytiques et structurales du HHV8
ainsi que sa réplication in vitro dans des cellules de
lymphome B des séreuses infectées chroniquement
(Figure 2C et Tableau |) [17]. Le sarcome de Kaposi se
développe plus particulierement au niveau de la micro-

Figure 2. Perturbation de la régulation de la protéine HIF-10;
par des protéines virales oncogénes. A. La protéine oncogéne
HBx produite par le virus de I’hépatite B favorise la stabilisa-
tion et I'activation de la protéine HIF-10l en inhibant son
interaction avec pVHL, en favorisant son interaction avec
CBP/p300 [11] et en activant la voie des MAP-kinases [9, 10].
Le VEGF alors produit stimule la prolifération des cellules can-
céreuses et des cellules endothéliales. B. La protéine
oncogéne membranaire LMP1 produite par le virus d’€pstein-
Barr stimule les voies des MAP-kinases et des dérivés réactifs
de I’oxygéne (ROS), entrainant la stabilisation du facteur HIF-
lot et la production de VEGF impliqué dans la prolifération des
cellules endothéliales et des cellules épithéliales cancéreuses
du nasopharynx [13]. C. La protéine membranaire oncogéne
couplée aux protéines G, GPCR, produite par le virus HHV8 va
activer, en collaboration avec des facteurs de croissance et
des oncogenes, la voie des MAP-kinases et de la PI3K/Akt
[15]. La protéine HIF-10t ainsi stabilisée va s’associer avec
ses partenaires nucléaires et activer la synthése de VEGF qui va
induire la prolifération des cellules tumorales et des cellules
endothéliales. Le facteur HIF se fixe également au niveau de
sites HBS présents dans les promoteurs viraux et augmente la

production de particules virales [16, 17].
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circulation ou I’hématocrite, et donc la concentration
en oxygene, est tres faible. Cet environnement pourrait
favoriser d’une part la réplication virale, ainsi que I’ex-
pression de protéine(s) oncogéne(s), d’autre part la
production de facteurs de croissance impliqués dans la
prolifération des cellules endothéliales et tumorales.

Le parvovirus humain B19 semble également capable
d’utiliser le facteur HIF-1. Ce virus, en infectant et en
détruisant les précurseurs érythroides, est responsable
de crises d’érythroblastopénie aigué chez les patients
atteints de drépanocytose, et de mort feetale in utero
par anasarque feeto-placentaire’. Des facteurs éry-
throides spécifiques sont probablement mis en jeu, mais
ne semblent pas suffisants pour expliquer le tropisme
étroit de ce virus particulierement difficile a cultiver in
vitro [18]. Seule I’infection de cellules humaines de la
lignée érythroide permet une réplication, cependant tres
limitée, du parvovirus B19. Au laboratoire, nous avons
pu montrer que la culture de progéniteurs érythroides en
hypoxie augmente la synthése et la production des pro-
téines structurales et non structurales du parvovirus B19
[19]. Cette expression virale accrue en situation d’hy-

! Edeme généralisé et intense de I'ceuf tout entier (placenta et feetus), avec pro-
duction d’ascite.

poxie s’explique au moins en partie par la fixation du
complexe HIF-1 sur un site HBS présent dans le promo-
teur viral. Uactivation de la réplication du parvovirus
B19 en hypoxie s’accompagne d’une augmentation sig-
nificative de la production de particules virales infec-
tieuses (Tableau 1). Des études réalisées in vitro et la
mesure de la p0, intramédullaire montrent que la matu-
ration et la différenciation des précurseurs érythroides,
cibles du parvovirus B19, s’effectuent a faible concen-
tration d’oxygene [5, 20]. Uenvironnement intramédul-
laire pauvre en 0, et riche en progéniteurs érythroides
serait favorable a la réplication du parvovirus B19 et a la
production de nombreux virions (10'? particules
virales/ml de sérum). L’érythropoiése inefficace et les
complications thrombo-emboliques de la

drépanocytose participent a I’hypoxie

tissulaire et favorisent probablement la (=) m/s
olication du vi h . D 2003, n°11,
réplication du virus chez ces patients. De p.1111

méme, le développement HIF-dépendant

des tissus feetaux [3] (=) pourrait par-

ticiper a la sensibilité particuliere du feetus a I'infection
par le parvovirus B19 (Figure 3).

Notons que des sites HBS sont également retrouvés dans
le génome de parvovirus animaux, en particulier le par-

Parvovirus
B19

Synthese des protéines virales de structure 1(4)

Synthése des protéines virales de régulation 1 (4)
Impacts de
Phypoxie Réplication du génome viral et synthese 1(5)

de nouveaux virions

Transcription des géenes viraux (7
Présence de site(s) de fixation pour HIF-1 oui
Autres facteurs de transcription impliqués ?
Activation de voies de transduction ND
Cytokines cellulaires et/ou virales synthétisées ND
Activation d’HIF-100 ND

HIV-1 HHV8 HBV EBV
(5) t(12a22) ND ND
ND ND T(NQ) ND
ND 1(>2) ND ND

1(15) ND (2) ND
ND oui ? oui ND
NFxB ? ND (AP-1, ATF/CREB ?) ND
ND MAP-kinases MAP-kinases MAP-kinases

ROS

ND VEGF VEGF cellulaire VEGF
cellulaire
IL-6 virale

ND oui oui oui

Tableau I. Réplication et expression des virus en hypoxie. ’activation de certains promoteurs viraux met en jeu la voie de réponse a I’hypoxie assu-

rée par HIF-10.. La présence et la fonctionnalité de sites de fixation pour HIF-10L ont été démontrées dans le génome du parvovirus B19 [19] et

du virus herpés humain 8 [16, 17]. U'activation d’HIF-10t est impliquée dans le pouvoir pathogéne, en particulier oncogéne, des virus herpés

humains 8 (HHV8), de I’hépatite B (VHB) et d’E€pstein-Barr (EBV) [9-15]. La valeur notée entre parenthéses est le rapport entre les données expé-

rimentales obtenues en conditions d’hypoxie (faibles concentrations d’oxygene) et en conditions habituelles de culture cellulaire (20 % d’oxy-

géne). Les cytokines de I’hdte ou les virokines produites en réponse a I'infection virale sont également présentées dans ce tableau. ND : non

déterminé. NQ : non quantifié.
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vovirus H-1 et le virus minute de la souris. Ces virus non
pathogenes pour I’lhomme possédent un oncotropisme et
des propriétés oncolytiques bien étayés [21] qui leur
conférent un intérét pour la mise au point de nouveaux
traitements de cancers résistants ou inaccessibles aux
thérapies conventionnelles. €n I"absence d’étude pub-
liée, nous ne pouvons actuellement que spéculer sur le
fait que 'environnement intratumoral, présentant une
p0, tres faible [7] et des quantités importantes d’HIF-1
[22], est probablement favorable a I’expression et la

hyperbare a déja été utilisé comme traitement adju-
vant de I'infection par le virus de I"immunodéficience
humaine de type 1 (VIH-1) [24]. Les bases molécu-
laires de ce traitement restent mal explorées,
puisqu’une seule étude publiée en 1991 a montré que la
culture en hypoxie des cellules lymphoides de lignée T
chroniquement infectées par le VIH-1 induit 'augmen-
tation de la synthése des ARNm rétroviraux, de la pro-
téine de capside p24 et de la glycoprotéine d’enveloppe
gpl60 (Tableau |) [25]. Soulignons cependant que les

réplication in situ de ces virus.

ganglions constituent des carrefours importants du systéme immuni-

taire et des « réservoirs » de cellules cibles pour le VIH, dans lesquels

Perspectives thérapeutiques

la p0, est d’environ 4 %, ce qui pourrait favoriser la réplication in vivo

du VIH. Le développement d’agents susceptibles d’interférer avec la

Utilisée dans certaines infections a bactéries anaéro-
bies [23], "oxygénothérapie, en association a des
molécules antivirales, pourrait avoir un intérét dans le
traitement d’infections virales. D’ailleurs, I’oxygene

Promoteur viral unique P0 <3
2 0
+autres facteurs [
. . Antigene P/
cellulaires et viraux ? intégrines B$
! +1
- 349 - ADN viral |
Réplicati
NS1 b /Trunscrigliol\:', u:lon
Traduction < D
O +—

I’4
VP1 et VP2 \ Assemblage et
encapsidation
@
Q0

Progéniteur érythroide de

I i O Production de nombreux
a moelle osseuse

O O O virus infectieux et

destruction des
progéniteurs infectés

Anasarque feeto-placentaire
Erythroblastopénie

Figure 3. Activation de la réplication et de I'expression du parvovirus B19 par I’hypoxie. Aprés
fixation sur son récepteur, I'antigéne P de groupe sanguin, et son corécepteur, un complexe
d’intégrines, le parvovirus humain B19 libére son génome dans le noyau des progéniteurs éry-
throides. La transcription et la réplication virales sont activées en condition d’hypoxie in vitro,
et probablement in vivo puisque la p0, a été évaluée a moins de 3 % dans la moelle osseuse. Le
promoteur viral qui contrdle 'expression de I'ensemble des génes viraux possede un site HBS
situé a 349 paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription [19]. Ce site de fi-
xation pour le facteur HIF-10, en collaboration probablement avec d’autres sites de fixation
pour des facteurs de transcription, est impliqué dans I’augmentation de 'expression du par-
vovirus B19 in vitro. La stimulation de la production de protéines virales et de virions infectieux
en hypoxie pourrait participer a la physiopathologie des érythroblastopénies et des anasarques

feeto-placentaires associées a ce virus. NS1, VP1, VP2: protéines virales.
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voie d’activation du facteur HIF-10t (activateurs d’hydroxylases,
phosphatases...) pourrait également constituer une nouvelle voie de
recherche pour le traitement de certaines infections virales et des
complications néoplasiques que certains virus engendrent.

Conclusions

Uinteraction des virus avec la voie de
réponse a I’hypoxie est encore peu docu-
mentée. Cependant, le controle de nom-
breuses fonctions cellulaires par la voie
HIF, telles que la régulation du cycle, de
’apoptose et de la différenciation, sug-
gére que d’autres protéines virales sont
trés certainement susceptibles d’intera-
gir avec ce facteur de transcription. De
plus, il nous paraft important de
souligner que la culture des virus dans
des conditions qui se rapprochent des
conditions physiologiques habituelles
(type cellulaire, mais aussi pH, concen-
tration en oxygéne) permettra la répli-
cation de virus réputés « non cultivables
in vitro ». ¢
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SUMMARY

Interaction of viruses with cellular response

to hypoxia

Recent studies show that low oxygen tension levels in cell cul-
ture up-regulate the replication of human B19 parvovirus,
Kaposi’s sarcoma, and human immunodeficiency viruses as well
as the expression of viral oncogenic proteins. The mechanisms
of this regulation proceed with the major hypoxia-related fac-
tor, HIF-1 (hypoxia inducible factor-1). HIF-1 misregulation is
implicated in the oncogenesis potential of some of these
viruses. ¢
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