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Titre : &aRQWU{OH GH OfDXWRSKDJLH ORUV GHV SKDVHV SUpFF
OTDGPQRYLUXV

Résumé : /TDGpQRYLUXV $G9 HVW XQ YLUXV QRQ HQYHORSSp j $'1
OD FHOOXOH SDU HQGRF\WRVH 'DQV OTHQGRVRPH XQ GpVDVVHP
OD OLEpUDWLRQ GYXQH hsRéVip phrixéind \Q W\H)UCtte [Bdteir@ Dode

XQH KpOLFH DPSKLSDWKLTXH TXL YD SHUPHWWUH OD UXSWXUH C
du laboratoire ont montré que le transport des particules virales vers le noyau nécessite la
présence du motf coQVHUYp 33[< GDQV OD 39, TXL SHUPHW OH UHFUXWH
ligases de la famille des Nedd4 (telles que Nedd4.1 et Nedd4.2). Il a précédemment été

PRQWUp TXH OD UXSWXUH GHV PHPEUDQHY LQGXLWH ORUV GTLQ
O D XW R S K D limiker 2IdatPogzfigintracellulaire via une dégradation lysosomale. Nos
UpVXOWDWY GpPRQWUHQW TXH Of$G9 LQGXLW pJDOHPHQW OfDX
FHOOXOH /IXWLOLVDWLRQ GH GLIIpUHQWYV $G9 PXWDQWV QRXV |
I THQGRVRPH pWDLW UHVSRQVDEOH GH OfLQGXFWLRQ GH OTDXWR
TXH OH YLUXV VDXYDJH HVW FDSDEOH GfpYLWHU VD GpJUDGDWL
recrutement de la ligase Nedd4.2 via le motif PPxY de la PVI. Au contraire, un virus mutant

dépourvu du motif PPxY et donc incapable de recruter la Nedd4.2 est séquestré dans les

vésicules autophagiques puis dégradé par la fusion de ces vésicules avec les lysosomes.

Ainsi le motif PPxY constitue un déterminant moléculaire permettant au virus de contourner

les défenses cellulaires antivirales.

Mots clés : Adénovirus, autophagie sélective, défenses cellulaires antivirales

Title : Adenovirus control autophagy during cell entry

Abstract : Adenoviruses (AdV) are linear ds-DNA containing, non-enveloped viruses that
enter cells by receptor-mediated endocytosis. Once in the endosome it occurs a partial
disassembly of the capside allowing the releases of the membrane lytic capsid protein VI,
which encodes an N-terminal amphipathic helix responsible for the endosome rupture. Our
previous work showed that transport to the nucleus requires a conserved PPxY motif in PVI,
which recruits ubiquitin ligases of the Nedd4 family (e.g. Nedd4.1 and 4.2). Previous work
has shown that membrane damage induced by invasive bacteria elicits selective cellular
autophagy to eliminate the pathogen via lysoosomal degradation. In our current work we
VKRZ WKDW $GY DOVR LQGXFH DXWRSKDJ\ XSRQ HQWU\ 8VLQJ D
each step of the membrane penetration process we show that indeed the membrane
damage induced by the virus is causative for autophagy induction. Moreover the data show
that wildtype AdV limit the level of autophagy induction and evade autophagic degradation by
using a Nedd4.2 dependent process. In contrast, mutant viruses mutated for its PPxY and
that fail to recruit Nedd4.2 are subject to autophagic degradation. Our data suggest that the
presence of the PPxY motif in the virus subverts the autophagic process and thus identify the
PPxY motif as an integral part of the virus to undermine cellular antiviral mechanism.

Keywords : Adenovirus, selective autophagy, cellular antiviral response
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Abréviations

ADN : Acide DésoxyriboNuclégiue)

AD : Adenoid Degenerating agent

AdV : Adénovirus

ADP : Adenovirus Death Protein

AG : Appareil de Golgi

AIM2 : Absent In Melanoma 2

AMPK : A G p Q RV L-®lbhophosphate -activated Protein Kinase
APC : Antigen presenting Cell

ARN : A cide RiboNucléique

ATG : Autophagy Related Genes

ATP : Adénosine Tri Phosphate

AVP : Adenovirus protease

BBD : Beclinel Binding Domain

Bcl-2 : B-cell ymphoma -2

BH3 : Bcl -2 homology 3

CAR : Coxsackievirus and Adénovirus Receptor
cGAS : cyclic GMP -AMP synt hetase
CHIKV : Chikungunya

CLIR : LC3C Interacting region

CMA : Chaperone Mediated Autophagy
CMV : Cytomégalovirus

CQ : Chloroquine

CRD : Carbohydrate Binding Domain

CRM1 : Chromosome Region Maintenance 1
CsCl : Chlorure de Césium

CVB3 : Coxsackievirus B3

DAG : Diacylglycérol



DBP : DNA Binding Protein

DDX41 : Helicase DDX41

DENYV : Virus de la dengue

DFCP1 : Double FYVE -Containing Protein 1

DO : Densité Optique

EAA : Essential Amino Acid

EBV : Epstein Barr virus

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

ELISPOT : Enzyme liked immunospot

ESCRT : Endosomal Sorting Complexes Required for Transport
FACS : Fluorescence Activated Cell Sorting

FKBP21 : FK506 -binding protein of 12 kDa

FIP200 : Focal adhesion kinase family interacting protein 200 kDa
GABARAP : Gamma-aminobutyric acid receptor  -associated protein
Gal : Galectine

GAP : Guanine activating protein

GDI : guanine nucleotide dissociation inhibitor

GEF : Guanine nucleotide exchange factor

GFP : Greeb florescent protein

GON : Group of Nine

GOS : Group of Si x

HECT : homologous to E6 -AP C-terminus

HOPS : Homotypic fusion and protein sorting

Hsc-70 : Heat Shock Cognate 70

HSV-1: herpes simplex virus -1

IAV : Influenza A Virus

IF : ImmunoFluorescence

IEN : Interferon

IRF3 : Interferons Regulatory Factor 3

ISG : IFN Stimulating genes



ITR : Inverted Terminal Repeats

KD : Knock Down

KO : Knock Out

KSHV : Kaposi's sarcoma -associated herpesvirus

Lamp2a : Lysosomal -associated membrane protein a

LAP : LC3 associated phagocytosis

LC3 : microtubule -associated protein 1A/ 1B-light chain 3
LIR : LC3 interacting Region

MAPK : Mitogen -activated protein kinases

MDA -5 : Melanoma Differentiation  -Associated protein 5
MHV68 : Murine Aherpesvirus 68

MTOC : MicroTubule Organizing Center

MTOR : Mammalian target of rapamycin

MVB : Multi -vesicular -bodies

MYO : Myosin

Myd88 : Myeloid Differentiation factor 88

NALP3 : NACHT, LRR and PYD domains -containing protein 3
NDP52 : Nuclear Dot Prot ein 52

Nedd : neural precursor cell expressed, developmentally down -regulated
NF BB : Nuclear Factor Kappa B

NK : Natural -Killer

NLS : Nuclear localization Signal

NOD : Nucleotide binding and Oligomerization Domain

NPC : Nuclear Pore complexe

NLR : Nod Lik e Receptor

OAS : oligoadénylate synthétase

OPTN : Optineurin

PAMS : Pathogen -Associated Molecular Patterns

PAS : Pre autophagosomal structure

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell



PI3K : Phosphatidylinositol 3  -Kinase
PI3P : phosphatudylinositol -3-phosp hate
PKA : Proteine Kinase A

PRR : Pattern Recognition Receptor

PV : Poliovirus

RDG : Arginnine -glycine -aspartate
RE : Reticulum Endoplasmique

Reb : Rab escort protein

RI : Respiratory lliness agent

RIG-1 : Retinoic acid -Inducible Gene 1
RING : really int eresting new gene
RLR : RIG -I Like Receptor

RSV : Respiratory syncytial virus

Rubicon : RUN domain and cystein  -rich domain containing, Beclin -1-interacting
protein

RVFV : Rift Valley Fever Virus

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electro phoresis
SNARE : soluble N -ethylmaleimide -sensitive factor attachment protein receptor
SLC1A5 : Solute Carrier Family 1 member 5

SLR : p62/SQSTM1 -like receptors

STING : Stimulator of Interferons Genes

STX17 : syntaxine 17

SCV : Salmonella containing vacuo le

TAX1BP1 : Taxl Binding Protein 1

TBK1 : Tank Binding Kinasel

TBS : TRAF6 binding site

TMV : Tobacco Mosaic Virus

TLR : Toll Like Receptor

TNF- A: Tumor Necrosis Factor

TRAF6 : TNF receptor associated factor 6

TRIM21 : Trimartite Motive protein 21



TLR : Toll Like Receptor

TP : Terminal Protein

T3SS : type Ill secretion systems
Ub : Ubiquitine

UBA : Ubiquitin associated domain

8 26 FHOOXOH G-RVWpRVDUFRPH KXPDLQV

ULK1 : uncoordinated -51 like kinase 1

UPS : Ubiquitin -Proteasome -System

VHC :Virusde O-+pSDWLWH &

9,+ 9L UX\im@auwho@eficience Humaine

VMP1 : Vacuole Membrane Protein 1

Vsp : Vacuolar protein sorting

VSV : Vesicular Somatitis Virus

VZV : Varicella -Zoster Virus

WB : WesternBlot

WIPI : WD repeat protein interacting with phosphoinositide

-0%$ 3-méthyladénine

-12-



Tables des illustrations

Schémas

6FKpPD

6WUXFWXUH GH O-$GpQRYLUXV

Schéma 2 : Organisation générale de la capside et du génome vira

Schéma 3 : Les différentes étapes du cycle viral

Schéma 4 : Phase précoce du cycle viral

6FKpPD
6FKpPD

6FKpPD

Schéma 8 : Rupture de la membrane endosomaleet échappement

6FKpPD
6FKpPD
6FKpPD
6FKpPD

6FKpPD

Schéma 14 :

6FKpPD

Schéma 16

Schéma 17 :

6FKpPD

Schéma 19 :

Schéma 20 :

6FKpPD

6FKpPD

Schéma 23 :

6FKpPD

: Transport des auto

GH O0-$G9
/IHV PXWDQWYV GH O-$G9
([SUHVVLRQ GHV JgQHV YLUDX[ HW SKDVH WDUGLYH G
'"PWHFWLRQH&RHGCDQPGEDHYV SKDVHV SUpFRFHV GH O:-LQIH
endosomal
/[ -DXWRSKDJLH SHUPHW GH GpJUDGHU GLIIpUHQWYVY W\S
/IHV GLIIpUHQWY W\SHV G-DXWRSKDJLH
$FWLYDWLRQ GH OD YRLH P725 SDU OH QLYHDX LQWU
5pJXODWLRQ GH O-DXWR®RDJLH SDU OD YRLH P7
/IHV pWDSHV G:-LQLWLDWLRQ GH OD IRUPDWLRQ GHV D
Les systémes de conjugaison nécessaires a la lipidation de LC3
/HV GLIIpUHQWY W\SHV GH YpVLFXOHY LPSOLTXpHV GI
phagosomes vers la périphérie nucléaire
Formation des autophagosomes depuis la membrane du RE
/IHV SURWpLQHY DGDSWDWULFHYVY SHUPHWWHQW OD Vp
Domaines des protéines adaptatrices impliqués dans la xén ophagie
Détection de la salmonelle par les protéines adaptatrices
9XH G-HQVHPEOH GHV IDFWHXUV LPSCohlingmeNa GDQV OD
$FWLYDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH SDU OHV 355
La phagocytose associée aux prot  éines LC3 (LAP)

,PSOLFDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH GDQV OD SUpVHQWD

-13-



Schéma 25 : La réponse interféron de type |

Schéma 26 : Contre -PHVXUHY YLUDOHY SRXU LQKLEHU O-DXWRSKDJLH
6FKpPD "PWRXUQHPHQW GH O-DXWRSKDJLH DX SURILW GX YLU
Schéma 28 : Représentation générale du trafic vésiculaire

Schéma 29 : Le cycle des Rab GTPases.

Schéma 30 : Fusion des membranes par le complexe vSNARE -tSNARE.

Schéma 31 : Fusion des membranes lors de la formation des autolysosomes

Schéma 32 : Les difféerent V W\SHV G- XELTXLW\ODWLROQ

6FKpPD /ID UpDFWLRQ G- XELTXLW\ODWLRQ

Schéma 34 : Domaines de la protéine NEDDA4.2

6FKpPD 5HSUpVHQWDWLRQ GH OD FLOQpWLTXH G:-LQIHFWLRQ
Schéma 36 : Répartition du marquage LC3 autour du MTOC

Schéma 37 : Principe du tandem LC3  -RFP-GFP.

6FKpPD 6LIQDOLVDWLRQ UHOLDQW O-HQWUpH GH O-$G9 OD U
HOQOGRVRPDOH HW O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH

6FKpPD /IH PRWLI 33[< SHUPHW j O-$G9 GH OLPLWHU OD SUpVH
FRQWU{ODQW O-DXWRSKDJLH

Schéma40:La 39, LQWHUDJLW DYHF OD 1HGG SRXU O-HPSrFKHU GH
O-DXWRSKDJLH

6FKpPD /IHUHFUXWHPHQW GH /& SHUPHW j O-$G9 GH V-pFKDS!
URPSX HW G-rWUH WUDQVSRUWpP YHUV OH 072&

YLIXUH ORGQOH SURSRVp SRXU OH FRQW Ul§OpHaesd O -DXWRSKDJ
G-HQWUpH GH 0-$G9

Tableaux

Tableaul : /HV GLIIpUHQWYV W\A\SHYVY G-$G9 KXPDLQV OHXUV WURSLVPH
associés

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés pour les expériences de WB
Tableau 3 : Séquences des ARNI utilisés pour les expér iences siRNA.
Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés pour les expériences de WB

Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier | es ADNc
correspondants aux génes GH OD *$3'+ HW &H O-,)1

-14-



Tableau 6 : Programme utilisé pour la PCR quantitative

Figures

Figure 1 : Infectiosité du mutant M1 dans divers types cellulaires

Figure 2 : Lyse des endosomes et échappement endosomal des AdV sauvage et
mutants

Figure 3 : Comparaison de la dissociation capside/PVI entre le virus sauvage et le
mutant M1

Figur H SHFUXWHPHQW GH OD *DO SHQGDQW O-HQWUpH GH O-$G
JLIXUH ,QGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH ORUV GH O-HQWUpH GH
J)LIXUH SHFUXWHPHQW GHV SURWpPpLQHY DGDSWDWULFHY ORUV

Figure 7 : Colocalisations entre les virus, les protéin es adaptatrices et les récepteurs
moléculaires

J)LIXUH $VVRFLDWLRQ GH O-$G9 DYhRWVOHY DXWRSKDJRVRPHYV

JLIXUH AXDQWLILFDWLRQ GH O-DVVRFLDWLRQ GHV YLUXV DYHI
cellules fixées.

JLIXUH /IHV SKDVHV GH Outbghagié sdhiédisBnfellespolr dégrader

O -$aGw

JLIXUH /| -LQKLELWLRQ GH O-DXWRSKDJLH DXJPHQWH VSpFLILT
virus

JLIXUH /ID *DO SHUPHW O-DGUHVVDJH GX PXWDQW 0 DX[ YpVI
YLIXUH $QDO\VH OMLRQ BHYLSDRWpPLQHY DGDSWDWULFHV GDQ

induite par le virus

Figure 14 : Implication de P62 dans la réponse interféron

Y)LIXUH /-$G9 OLPLWH OD PDWXUDWLRQ GHV DXWRSKDJRVRPH
JLIXUH /[-$G9 OLPLWH OD PDWXUDWLRQ GHY DXWRSKDJRVRPH)
FLIXUH $QDO\WH GX FRQWU{OH GH O-DXWRSKDJLH SDU O0-%$G9
de nutriments

JLIXUH /-$G9 OLPLWH O-DXWRSKDJLH SRXU OLPLWHU VD SUpV
JLIXUH /ID 1HGG HVW LPSOLTXpH GDQV OH FRQWU{OH GH O-I

' LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH SDU FDUHQFH QXWULWLRQQHOO

JLIXUH /ID 1HGG HVW LPSOLTXpH GDQV OH FRQWU{OH GH O:I
O-LQIHFWLRQ SDU O-$G9

-15-



Figure 21 : Analyse du transport des autophagosomes en absence de Nedd4.2

Figure 22 : Localisationd HV DXWRSKDJRVRPHY GDQV OHV FHOOXOHYV LQIL
JLIXUH /-$G9 HVW WUDQVSRUWpP YHUV OH QR\DX HQ DVVRFLDYV
JLIXUH 7TUDQVSRUW GH O0:-$G9 HQ DEVHQFH G- XQH DXWRSKDJL

Figure 25 : Echappement endosomal dans les lignées U20S SH -ATG5

JLIXUH ,PSRUW GX JpQRPH GH O-$G9 GDAVGOHY OLJQpHV 8 26
JLIXUH 5HORFDOLVDWLRQ GH P725 VXU OD PHPEUDQH O\VRVR
SDU O-%$G9

JLIXUH ([SUHVVLRQ HW ORFDOLVDWLRQ GH 60&&90RUV GH O-

Figure 29 : TAX1BP1 posséde deux motifs PPxY

Figure 30 : Recrutement des protéines adaptatrices p62 et NDP52 en absence de
Nedd4.2

Figure 31 : Rab5 et Lamp2 sont relocalisées dans les cellules dépourvues de
Nedd4.2

-16-






INTRODUCTION






Chapitre 1  : Les Adénovirus

A- Généralités.
1- Histoire

Les Adénovirus (AdV) ont été isolés pour la premiere fois en 1953 par Rowe

HW DO |j SDUWLU GH IUDJPHQWYV GRde\et@D @333 . KAPDLQV
PLVH HQ FXOWXUH GH FHV WLVVXV HQWUDLQDLW O:-DSSDL
VXJJpUDQW OD SUpVHQFH G-XQ DJHQW SDWRRDIBAWG $DER |
(Adenoid Degenerating agent). De maniére indépendante, en 1954, Hilleman

HW :HUQHU LVROHQW O-DJHQW UHVSRQVDEOH G-LQIHFWLF
seévissaient chez les recrues militaires au cours de la seconde guerre

PRQGLDOH DORUV DSSHO piraibnD Uhe€sVegent) SHile®an and

Werner, 1954) &H Q-HVW TX-HQ TXH OH WHUPH $GpQRYLU>
grec «adeno » signifiant glandes, di a la présence du virus dans les

amygdales (Enders et al., 1956)

2 - Classification

Les AdV hu mains appartiennent a la famille des Adenoviridae et au genre
Mastadenovirus -XVTX-j] SUpyusQwe 60 t \SHV G-$G9 RQW pWrg
caractérisés, les AdV humains sont subdivisés en 7 especes (allant de Aa G

avec le groupe B, lui -méme divisé en deux sous groupes : Bl et B2) ( Tableau

N°1) (Davison et al.,, 2003) . Cette classification est représentative de
GLIIpUHQWHY FDUDFWpPULVWLTXHY GHV $G9 OHXU SURSULj
SRWHQWLHO RQFRJpQLTXH FKH] OHV URQJHXUV O-RUJDC
(organisation de la région précoce E  3), leur composition nucléotidique (%GC),

ou encore leur tropisme cellulaire. Les AdV peuvent causer différents types

de pathologies selon leur types (atteintes respiratoires, oculaires, urinaires

ou encore gastro -intestinales) ( Tableau N°1 ). Chez les indi vidus
immunocompétents, les infections a AdV sont asymptomatiques dans 50 %

des cas alors que chez les individus immunodéprimés ou chez les nouveaux

nés, ces infections peuvent étre sévéres voire |étales (Kojaoghlanian et al.,

2003). /RUV FHWWH pWXGH OH W\SH XV$GB Llaggartentau O -$G 9
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Tropismes Pathologies associées

A 12, 18,31 Tractus gastro - Infections entériques
intestinal

B B1 :3,7, 16, 21,50 Tractus respiratoire Infections respiratoires

B2 : 11, 14, 34, 35,55 Tractus urinaire Infections urinaires

1, 2,5,6 Tractus respiratoire Infections respiratoires

8,9,10,13,15,17,19a,19p,2 Tractus gastro - Infections respiratoires

2-30,32,33,36,37 -39,42 - intestinal, Kérato -conjonctivite
49,51,53,54 °LO

E 4 Tractus respiratoire Infections respiratoires

F 41,40 Tractus gastro - Infections entériques
intestinal

G 52 Tractus gastro - Infections entériques
intestinal

Tableau 1 : Les difféerents types GAdV humains, leurs tropismes et les
pathologies associées

Les différents types GAdV sont regroupés au sein de 8 espéces (A,B1, B2, C, D, E, F et
G). Le tropisme des AdV varie en fonction de O -HYV SaRdlelle ils appartiennent et
définit les pathologies développées lors de O -L QI HWAEL.R Q



JURXSH & TXL HVW O-HVSgFH OD SOXV UHWURXYpH ORUV (
gastro -intestinales (Berciaud et al., 2012) .Decefait, LO HVW OAXQle$S HV

mieux caractérisés et le s plus étudiés.

3- Utilisation des AdV comme vecteurs

'H QRPEUHXVHYV pWXGHYV RQW pWp PHQpPpHYV VXU O-XWLOLVD
génique car les vecteurs adénoviraux présentent de nombreux avantages. En

HITHW OHXU ODUJH WURSLVPH SHURKWeScal@diksEWHU GH QF
compris les cellules quiescentes). De plus, il est possible de produire ces
vecteurs a des titres trés élevés et leur génome de grande taille permet le
transfert de génes de taille élevée (35 kpb). Un autre avantage des vecteurs
adée QRYLUDX[ HVW TXH OH JgQH WUDQVIpUp Q-HVW SDV LQ
DésoxyriboNuclégiue) cellulaire mais il peut étre maintenu dans la cellule
sous forme épisomale (Wold and Toth, 2013) , permettant ainsi une
expression transitoire du transgéne. De nombreux essais cliniques ont

pPWXGLp O-XWLOLVDWLRQ GH FHV YHFWIH Yalight ¢l HQGD QW
G- XQH PDODGLH JpQpWLTXH UDUH IXW WUDLWpPp DYHF X
adénoviral. Une forte réponse inflammatoire entraina le déces du patient.
Jesse Gelsinger fut le premier mort suite a des essais cliniques de thérapie
génique. Cet incide QW D PLV HQ pYLGHQFH XQH OLPLWH GH O-X
vecteurs. Chez les individus immunocompétents , 0-$G9 HVW UHODWLYHPHDC
SDWKRJgQH XQH IRUWH UpSRQVH DQWLFRUSV QHXWUDOL
Chez les individus immunodéprimés (greffées, sidéens « LOV SURYRTXHQ!'
une forte réponse inflammatoire qui peut étre fatale. Généralement , les
SDWLHQWY LPPXQRGpPpSULPpPpV LQIHFWpPpV SRXU O-$G9 VRQW \
XQ DQDORJXH QXFOpRWLGLTXH TXL LQKLEH OD V\QWKqVH
(De Clercq, 1996) . 0DOJUp VHV HIIHWV GpOpWqUHV TXDQG HOOH
la réponse inflammatoire LQGXLW SDU -O Ysq3LH um\avaniage pour
O-XWLOLVDWsLRArQs GadanmE vecteur en vaccination. Effectivement,
O-XWLOLVDWLRQ G:-$G9 UHFRPELQDQWYVY SHUPHW G:-DPSOL
nécessaire pour induire une protection vis -;a- YLV G-XQ D @Mitelkq &.H,
2003) . Des essais de vaccination ont notamment été menés contre le VIH -1

9LUXV GH O:-,PPXQRGDPpPILFL KSQitad ardXEnhini, QEG04) [-pWXGH
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Schéma 1 : Structure de O-$GpQRYLUXYV

(A) La capside de @dV est constituée de protéines majeures, mineures et de protéines
associées au génome viral (protéines core). /-DVVRFL DeMeR Qrotéines forme une
capside en forme G:-LFRV Ddg @O Hm de diameétre . Les protéines fibres émanent de
chacun des sommets . (B) Les noms des protéines refletent leurs profils de migration
dans un gel G-pOHFWUR&K®etanV(RIl) est la protéine dont la masse moléculaire
est la plus élevée et ou PIX (invisible dans ce gel G-pOHF W UR &KIR prqteihk dont la
masse moléculaire est la plus basse.



des AdV a également permis de mieux comprendre certains processus
cellulaires. Par exemple, les introns ont été décrits pour la premiere fois

dans les ARN (Acide RiboNucléique) messagers adénoviraux en 1976.  Les Pr.
Phillip Allen Sharp et Richard J. Roberts ont recu le prix Nobel de médecine

en 1993 pour cette découverte  (Berget et al., 2000; Chow et al., 1977)

B- Structure du virus

Les AdV sont des virus non enveloppés qui possédent une capside
LFRVDpGUEnAvKaA & nm de diameétre, composée de protéines dites

«majeures» et de protéines dites «mineures» ( Schéma 1A ). Les protéines de

0:-$G9 VRQW QXPpURWPpPHYVY GH , j; VHORQ OHXU PDVVH PRO¢
PLIJUDWLRQ GDQV XQ JHO G :p®@AGENsHRBKdDOUEQW BLIfEIES
polyacrylamide gel electrophoresis) (Schéma 1B). La capside renferme le

JpQRPH YLUDO XQH PROpFXOH G-$'1 GRXE®HpbEULQ OL

complexée a des protéines virales .

1- Organisation générale de la capside

'"HV pWXGHV VWUXFWXUDOHY GH O-$G9 RQW SHUPLV G-RE!
avoisinant | es 3.5 A de résolution grice a des techniques de cry -
électromicroscopie et de cristallographie (Liu et al., 2010; Reddy and

Nemerow, 2014) . Les protéines mineures permettent de « cimenter » les

protéines majeures de la capside ent re elles; FH UpVHDX G-LQWHUDFV
stabilise la formation de deux types de stru ctures appelées GON (Group Of

Nine, composé de 9 hexons centraux) et *26 *URXS 21 6L FRPSRVp G-X
penton -base et de 5 hexons péripentonéaux) (Liu et al., 2010). La capside est

un icosaedre composé de 20 facettes triangulaires, 30 arrétes et 12 sommets

(San Martin, 2012) . Au milieu de chaque facette se trouvent les GON et

chaque sommet constitue les centres des GOS (  Schéma 2A ).

2- Les protéines majeures

Ces protéines sont dit es majeures car elles constituent la majorité de la

capside, ce sont des protéines structurales responsables de la géométrie
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Schéma 2 : Organisation générale de la capside et du génome Vviral

(A) La capside est composée de deux types de structures : les GOS (constitués de 5

hexons péripentonaux et G- X Qenton -base) et les GON (constitués de 9 hexons

centraux) . /-L QW p dl&J ted ptructures est maintenue grace aux réseaux G-LQWHUDFWLRC(
établis par les protéines mineures . (B) Le génome de @dV est constitué de 5 unités
transcriptionelles  codant des génes précoces (E1A, E1B, E2, E3 et E4) et de 5 unités
transcriptionelles codant des genes tardifs (L1, L2, L3, L4 et L5).



icosaedrique /- KH[RoQ protéine 1l) est la protéine la plus abondante du

virus (720 copies). Ces protéines forment des triméres, chaque facette de la

capside est composée de 12 hexons trimériques. Le penton -base (ou protéine

[l) est la deuxieme protéine majeure. Elle est présente sous forme

pentamérique au niveau de chaque sommet de la capside. Enfin, la fibre (ou

protéine 1V) est la derniére protéine majeure, également sous forme de

trimeres, e lle est associée au penton base, RULHQWpH YHUVd®OlaH[WpULH
particule virale et elle forme les spicules de la capside /| -DVVRFLDWLRQ GF
fibores avec les pentons -bases forment les sommet s de la capside et elles

MRXHQW XQ U{OH FOHI GDQV OHV SKDVHV G:-LQLWLDWLR
(Philipson et al., 1968; Wickham et al., 1993)

3- Les protéines mineure s

Les protéine s mineures (llla, Xlll, IX et VI) permettent de consolider la
VWUXFWXUH GH OD FDSVLGH HW G Havexetipld,U a\pp@Bine WD QFKpl
llla permet relie entre -eux les hexons péripentonéaux et le penton -base

formant ainsi les GOS (Liu et al., 2010). Les protéines VIII et IX quant a

elles, connectent entre  eux les hexons centraux qui composent les GON (San

Martin, 2012) . La protéine VI (PVI) VH WURXYH j O-LQWpULHXU GH OD F
si sa localisation exacte est encore discutée, la PVI semble se trouve r sous la

cavité formée par les hexons pé ripentonéaux et participe également a la

stabilité de la capside (Reddy and Nem erow, 2014 , Martinez et al., 2015) . Les

protéines mineures jouent également des rd les clefs du rant le cycle viral,
QRWDPPHQW GDQV OHV pWDSHV G-DVVHPEODJH HW GH GpV
(Ma and Hearing, 2011). La PVI quant a elle, est une protéine
multifonctionnelle  impliquée dans plusieurs étapes du cycle viral (le réle de

cette protéine est dis cuté plus en détail s dans le paragraphe D).

4- Les protéines associées au génome (ou protéines « core »)

Les protéines V, VII, X (ou W) et TP (pour Terminal Protein) sont quant a elles

associées au génome viral. La protéine V permet la liaison entre le gén ome

viral et la capside , elle HVW pJDOHPHQW LPSOLTXpH GDQV O:-LPSF

viral dans le noya u (Matthews and Russell, 1998) . La protéine VIl est la

SURWpPLQH DVVRFLpH j O-$'1 OD SOXV DERQGDQW%He HQWUH
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IDLW HOOH SHXW r'WUH XWLOLVpH GDQV GHV WHFKQLTXHYV
YLVXDOLVHU OH JpQRPH GHa®desGekllBds @iécteesl XBmatsu

et al., 2015) . Cette protéine est également connue pour étre impliquée dan S
O-LPSRUW GX JpQRPH YLUDO DX WUDYHWAMMrichValSRUHYV QX
2006). /HV SURWpPLQHYV 73 VRQW OLpHV GH IDoRQ FRYDOHQW
génome viral. La dimérisation des protéines TP permet de circulariser le

génome viral. Cette protéine est aussi impliquée dans la réplication du

génome (Mysiak et al., 2004)

5- Organisation du génome et protéines non structurales

Les protéines non structurales sont impliqguées principalement dans les

phases tardives du cycle viral. La capside renferme notam ment la protéase

AVP (adenovirus protease) qui joue un réle primordial durant la maturation

des capsides. En effet, elle assure le clivage de plusieurs précurseurs de

protéines virales (la TP, et les protéi nes X, llla, V, VI, VIl et VIII, Mangel and

San Martin, 2014) /-$93 HVW DFWLYH GDQV OHV SKDVHV WDUGLY
permet grace a ces clivages la production de particules infectieuses.

Le JpQRPH GH 0-$G9 HVW RUJDQLVp HQ SOXVLHXUV XQLWpV
sont exprimées de maniére précoce ou tardive durant le cycle viral ( Schéma

2B). Les genes précoces (E pour « early ») sont exprimés avant la réplication

GH O-%$'1 YLUDO DORénss tardifs (O podr d late ») sont exprimés

aprés. Il y a5 unités de transcription pour des genes précoces (E1A, E1B,

E2, E3 et E4) qui sont les premiers a étre transcrits. Ces génes codent pour

des protéines non structurales majoritairement  impliqguéesd DQV O-DFWLYDWLF
de la transcription  des genes viraux (Nevins, 1981, 1987) . Il y a également 5

unités de transcription pour les génes tardifs (L1, L 2, L3, L4 et L5). Ces

géenes codent pour les protéine V VWUXFWXUDOHY QpFHVVDLUHV j O-D\
formation de la capside. Des séquences ITR (Inverted Terminal Repeats)

encadrent le génome et contiennent les origines de réplication. La séquence

I HVWVDD X HQ F Hagudtlge du génome et permet son  encapsidation.

-22-



C- Cycle viral

Un cycle entier de réplication dure approximativement entre 20 et 24 h in

vitro, selon la MOI utili sée et selon le type cellulaire. I | est divisé en trois

grandes parties ( Schéma3) OHV SKDVHV SUpFRFHV GH O-HQWUpH
OD FHOOXOH MXVTX:-DX UHODUJDJH GH VRQ JpQRPH GDQV (
géenes viraux et les phases tardives (de la synthése des protéines virales

MXVTX-j OD SURGXFWLRQ GH GCPRU X EtR X[udg L $eLRE) s

phases précoces du cycle virale sont étudiées.

1- Phases précoces

Entrée du virus dans la cellule . Les récepteurs se trouvant a la surface des

cellules permettent le contact initial entre le virus et la cellule ( Schéma 4 ).

La plupart des espece s utlise la molécule CAR (Coxsackievirus and

Adénovirus Receptor) comme récepteur (Bergelson et al., 1997; Roelvink et

al., 1998) . &HUWDLQV W\SHV G -$G9 acepte® k \Hiff€ants, G Bav U

exemple : la desmogléine 2, certains acides sialiques, le CMH-I, le CD46 ou

encore certains sulfates Ghéparane (Marvin and Wiethoff, 2012)

/| LQWHUDFWLRQ HQWUH OD ILEUH GH O Dtadh®n®Mld@H HW &$
virus a la cellule  (Roelvink et al., 1999) ainsi que le détachement de la fibre,
FRQGXLVDQW | 00 -du] BtV [IRDE (arginine -glycine -aspartate) du

penton -base. Une interaction supplémentaire entre le motif RDG du penton

base et les intégrines (Stewart and Nemerow, 2007) est nécessaire pour
GpFOHQFKHU O:-LQWHUQDOLVDW L @\gkiam eOdh, BY WER XOH YLL
effet,| D OLDLVRQ DX[ LQWpPJULQHYV LQGXLW O-LQWHUQDOLVDMW
dépendante de la clathrine ( Schéma 4 ). &HUWDLQHV HVSqFHV G-$G9 X!
GHV YRLHV G-HQWUpH GLIIpUesQAaWHagparSbadt aiikididpesH

B1, B2 ou encore D , ayant pour récepteur le  CD46 (Wolfrum and Greber,

2013), entrent dans la cellule par macropinocytose (Kalin et al.,, 2010) . Le

W\SH G:-LQWpJULQHV XWLOLVp SDU 0O-$G9 YDULH DXVVL
(Wolfrum and Greber, 2013)

Désassemblage de la capside HW UXSWXUH GH :OURMQGIR YarRdP H
O-HQGRVRPH OD SD EsVpari¥ll@rreny désasserhblée. En effet, les
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Schéma 3 : Les différentes étapes du cycle viral

Le cycle viral de @dV est composé de trois étapes : (i) la phase précoce allant de O-HQWUpH
de la particule virale dans la cellule M XV TIA lipération du génome viral dans le noyau ;

(i) O-H[SUHMasLdgees viraux ; (iii) la phase tardive allant de la production des
protéines virales M XV TI4 ljpbération de nouveaux virions . Un cycle viral complet dure
approximativement entre 20 et 24h in vitro (dans le modéle cellulaire utilisé pour cette

étude) .



Schéma 4 : Phase précoce du cycle viral de QAdV

/-LQWHU € Wi Lda@lide avec les récepteurs CAR puis les co-récepteurs intégrines
entraine une endocytose de la capside dépendante de la clathrine . Une fois dans
@ndosome, un désassemblage partiel de la capside permet la libération de la protéine

VI. La PVI se lie a la membrane endosomale et induit sa rupture . Le virus échappe
ensuite a la vésicule rompue puis est transporté le long des microtubules MXVTX-DX
MTOC. La capside est alors transloquée aux NPC ou aura lieu un désassemblage
additionnel de la capside permettant la libération du génome viral dans le noyau .



fibores se détachent de la capside et les pentons bases sont également

dissociés (Greber et al., 1993) DLQVL OD FDSVLGH Q-HVW SOXV WRW!
&H GpVDVVHPEODJH SDUWLHO SHUPHW GH OLHWUHU GDC
protéine s interne s de la capside, la PVI (Schéma 4 ). La partie N -terminale de

OD 39, SUpVHQWH XQH KpOLFH DPSKLSDWKLTXH TXL YD V-L(
endosomale et induire sa rupture (Maier and Wiethoff, 2010; Martinez et al.,

2013; Wiethoff et al., 2005) . Le mécanisme par lequel la PVI rompt la

membran e reste encore mal caractérisé, mais des études in vitro utilisant des
OLSRVRPHV VXJIJqUHQW TXH O-KpOLFH DPSKLSDWKLTXH Q-F
IRUPDWLRQ GH SRUHV PDLV TX-HOOH HQWUDVQH XQH Up
feuillet lipidique suite a la déformatio n de la membrane (Maier et al., 2010)

(Maier et al., 2010)

Echappement endosomal et transport cytoplasmique : Pour atteindre le

cytoplasme, | H YLUXV GRLW HQVXLWH V:-pFKDSSHL5cHhaO- HQGRYV
4, Maier et al., 2012; Martinez et al., 2013) . Le trafic vésiculaire du virus

GDQV OD FHOOXOH YDULH DXVVL HQ IRQFWLRQ GX JURXSH
groupe C échappent au trafic vésiculaire au VWDGH G-HQGRVRPHV SUpF

alors que les virus du groupe B transitent jusque dans les endosomes tardifs

(voire lysosomes) (Gastaldelli et al., 2008; Miyazawa et al., 2001) . Le cytosol

est un environnement visqueux qui c onstitue une barriere au travers
ODTXHOOH O:-$G9 QH SHXW SDV VLPSOHPHQW GLIIXVHU M>
WUDQVSRUWp MXVTX:j OD SpULSKpULH QXFOpDLUH OD F
moteurs moléculaires qui permettent au virus de transiter le long de

microtu EXOHV MXVTX . DMicTudb&le Organizing Center, Schéma 4 |,

Bailey etal.,, 2003) (Q HIIHW LO D pWp PRQWUp TXH O-KH[RQ LQW
avec la dynéine (Bremner et al.,, 2009) . Cette interaction permet de lier la

FDSVLGH DX[ PLFURWXEXOHYV HW G-LQGXLUH VRé&kawUDQV SR
et al., 2004; Leopold et al., 2000) . Des travaux antérieurs du laboratoire ont

PRQWUp TXH OD 39, MRXH pJDOHPHQW XQ U{OH GDQV O
Wodrich et al. RQW LGHQWLILp XQ PRWLI 33[< Re [ SHXW rwWu
acide amineé) dans la séquence de la PVI (Wodrich et al., 2010) . Ce motif

per PHW OH UHFUXWHPHQ Wjases KE appxriehdmnt @ Ha famille des
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Nedd4 (Neural precur sor cell Expressed Developmentally D own-regulated

4.2, décrites dans le chapitre 4 de cette introduction). Parmi ces ligases,
O-LQWHUDFWLRQ DYHF OD 1HGG HeN §ffetQl® dé&pBtvvde PSR UW D C
cette protéine altére le transport du virus et di minue son infectivité (Wodrich

et al.,, 2010). La PVI est ubiquitylée par la Nedd4.2 mais le rble de cette

ubiquitylation reste encore indéterminé. Cependant, il pourrait étre

QpFHVVDLUH DX UHFUXWHPHQW G-DXWUHV IDFWHXUV FHO
transpo rt du virus. Effectivement, lorsque le motif PPxY est muté,
O-DFFXPXODWLRQ GX YLUXV MXVTX-DX 072& HVW DIIHFWpH
En effet, le mutant M1 dont le motif PPxY est muté en PGAA présente un

GpIDXW XQ GpIDXW G-DFFXPXODWBchéh@ 6)XCE&tE nlutafidh
Q-DOWqUH SDV O:-LQWpJULWp GH OD FDSVLGH PDLV HOOH C
GX YLUXV :RGULFK HW DO &H PXWDQW Q-HVW SOXV
ligase Nedd4.2 et il est 20 fois moins infectieux que le virus sauvage.

/| - HIFDFLWp GH UXSWXUH GH OD PHPEUDQH HQGRVRPDOH (
FHWWH PXWDWLRQ PDLV FH VRQW OHV pWDSHV G:-pFKDS:!
WUDQVSRUW MXVTX-DX 072& TXSchéhRQW (Wodhtk \at paH,V

2010).

Libération du génome dans le noyau : Une fois au MTOC, la capside est

ensuite transloquée au NPC (Nuclear Pore Complex) par des mécanismes

HQFRUH PDO FDUDFWpULVpYV PDLV TXL VHPEOHQW LPSOLTX
nucléaire et le facteur CRM1 ( chromosome region maintenance 1)  (Strunze et

al., 2005) . Une fois amarrée au NPC grace a des interactions hexons -

nucléoporines (proté ines qui constituent le NPC, Cassany et al., 2015) , la

capside est compléetement désassemblée. Le génome est par la suite
transloqué dans le noyau ( Schéma 4 JUKFH j GHV UpFHSWHXUV G-
nucléaire interagissant notamment avec la protéine VII (Trotman et al.,

2001; Wodrich et al., 2006)

2 - Expression de genes viraux et réplication du génome

Le premier gene a étre exprimé est le gene E 1A. Il code pour cing protéines

qui ont de multiples fonctions . Elles agissent comme des modulateurs de
O-H[SUHVVLRQ GHV JgQHV YL NBWE, HABL)F BI@Ope@ext et V
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Schéma 5 : Les mutants de Q\dV

Les différents virus utilisés pour cette étude sont les virus sauvages, et les virus

mutants M1 et TS1. Le virus mutant M1, pour lequel le motif PPxY de la protéine VI est

muté en PGAA, présente un défaut de transport ainsi TX -X@faut G-pFKDSSHPHQW
endosomal . Ce virus est 20 fois moins infectieux que le virus sauvage. Le virus
thermosensible TS1, pour lequel la protéase virale est mutée, présente une capside
hyperstable et est incapable de libérer son facteur lytique PVI lors de O -H Q \duUvirt .

Par conséquent, la membrane endosomle Q -Hpa®/rompue et le virus est dégradé par la

voie endocytaire . Il en résulte une réduction de @fectiositée G- -H QY BRI



QRWDPPHQW O -DFWLYDWLRQ G Hut@dgdNds précudestelSiWe RQ G HV
E1B, E2A, E2B, E3 et E4 (Berk, 2005). Ces autres genes précoces

permettent la production de protéines qui vont établir un environnement

propice a la réplication du virus. Elles vont par exemple (1) LQGXLUH O-HQWUy
des cellules quiescentes dans le cycle cellulaire, (2) initier la ré plication de

O0:%$'1 YLBDDQKLEHU O:DSReMoguerHa FEponse anti  -virale tel le

gue la présentation antigénique  (Burgert and Blusch, 2000; Higashimoto et

al., 2006; Lichtenstein et al., 2004) . La region E2 du génome code pour des

protéines nécessaires a la réplication du génome viral. Enfin, aprés la

réplication du génome viral, | es genes tardifs codés par les régions L1, L2,

L3, L4 et L5 sont exprimés et les protéines structurales sont synthétisées

(Schéma 6 ).

3- Phases tardives

Une fois les protéines virales synthétisées , elles sont importées dans le

no\DX Re DXUD OLHX O:-DVVHPEODJH GHS¢(hégZ& ¥ HIBX[ YLULF
génomes néo -synthétisés sont empaquetés dans les nouvelles capsides par

des mécanismes nécessitant la présence des protéines telles que la protéine

Illa ou encore différentes protéines codé es par les génes tardifs (Gustin and

Imperiale, 1998; Ma and Hearing, 2011; Wu et al., 2013) . Pendant et apres
O-DVVHPEODJH GHV QRXSthenX p ¥ lalptoRegs¥ virale AVP clive

les précurseurs de s protéines llla, PVI, TP, My, et PVII afin de produire des

particules matures et infectieuses (Mangel and San Martin, 2014b) . Enfin, la

production abondante de la protéine ADP (Adenovirus Death Protein) va

induire la lyse des cellules infectées ( Schéma 6 ) et per mettre ainsi la

libération des nouveaux virions  (Tollefson et al., 1996) . Il est tout de méme

intéressant de noter que, si le cycle lytique des AdV a été bien décrit dans les

cellules épithéliales, des études menées avec des lymphocytes humains ont

PRQWUp TXH O-$G9 SHXW pJD O hfedicpsviatped EuOdolts G H V
GHVTXHOOHY OH JpQRPH YLUDO HVW PDLQWHQX VRXV IRUP
production virale (Zhang et al., 2010)
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Schéma 6 : Expression des génes viraux et phase tardive du cycle viral de

QAdV

Une fois le génome viral libéré dans le noyau, il est G- X @&it répliqué et G-DXWUH
part transcrit . Les ARN messagers sont ensuite exportés dans le cytoplasme ou

ils seront traduits pour permettre la production des protéines virales. Les

protéines virales sont ensuite importées dans le noyau ou aura lieu O-DVVHPEODJH
des capsides dans lesquelles sera empaqueté le génome viral. /-DVVHPE@BJH
capsides est suivi de plusieurs clivages protéolytiques permettant la production

de particules infectieuses . Enfin, les virions néoformés sont ensuite libérés dans

le milieu extracellulaire par lyse de la cellule .



D- (QWUpH GH O-$G9 HW UpSRQVHVY FHOOXODLUH DV

/I “HQWUpH GH O:-$G9 G D @lshcBelunk FofleQépanke G mflammatoire.

CHWWH UpSRQVH FRQVWLWXH XQH OLPLWH SRXU O-:X\
adénoviraux en thérapie génique. En effet , plusieurs voies de signalisation

sont activées suite a la détection du virus le tout conduisant a une for te

production de cytokines pro  -inflammatoires (Liu and Muruve, 2003)

1-Liaison de la capside aux récepteurs et co -récepteurs

L.LQWHUDFWLRQ HQWUH OD ILEUH GH OD FDSVLGH HW OH L
GH VLJQDOLVDWLRQ PHQDQW j O-LQG XifnnR©ireGH¥QH UpSRC
PWp PRQWUp TXH VXLWH j FHWWH L QW) %Needr Ra@torOD YRLH
Kappa B ) ainsi que la v oie des MAPK ( Mitogen -activated protein kinases)  sont

activées conduisant a la production de différentes chémokines (Tamanini et

al., 2006) (Schéma 7 A /| -LQWHUDFWLRQ HQWUH OHV LQWpJULQH
GH OD FDSVLGH SHUPHW G-DFWLYHU OD YRLKIn&e).ce 3KRV SKL
qui indutu Q@ UHPRGHODJH GH O-DFWLQH QpFHVVDL(iKt]j O-HQG
al., 1998) 'H PDQLqQUH LQWpPUHVVDQWH G:-DXWUHV pWXGHV F
PrPH YRLH 3, . SDUWLFLSH DXVVL j O-DFWLYDWLRQ GH OD
sécrétion de cytokines pro -inflammatoires comme le  TNF-A 7XPRU 1HFURVLV
Factor) ( Philpott et al., 2004 , Schéma 7 A ).

2- ' pPWHFWLRQ GX YLUXV GDQV O-HQGRVRPH

La rupture de vésicules (telles que les phagosomes ou endosomes) entraine
O-H[SRVLWLRI®dOmdREHEs intraluminales dans le cytosol. Paz et al.
ont identifié une protéine cytosolique appartenant a la familles des lectines,

la Galectine -3 (Gal3) capable de détecter les phagosomes rompus lors
G-LQIHFWLRQV E QmFaw etlalL HXQIDH.\En effet, la Gal3 possede un
motif CRD (Carbohydrate Binding Domain) qui a une forte affinité pour les

grou pes glycosylés portés par les protéines intraluminales des vésicules.
Ainsi les Gal3 se lient aux vésicules rompues. Des travaux antérieurs du
laboratoire  utilisant un mutant incapable de rompre la membrane
endosomale (le mutant TS1, Schéma 5 ) ont mis en a vant le recrutement des

Gal3 sur les endosomes rompus par le virus (Maier et al., 2012 , Schéma 7
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Schéma 7 : Détection de QAdV pendant OHV SKDVHV SUpFRFHV GH O:-LQI}

Lors de O -HQWuUvyirtk dans la cellule, la présence du virus est détectée par différents
mécanismes . (A) /-LQWH U DI WiluRk Qvec ses récepteurs et co-récepteurs active des
voies de signalisation conduisant a la production de chémokines et cytokines et au
remodelage de O - D FWec&3shire a @ndocytose de la particule virale . (B) La détection de
O -$'Viral par les senseurs endosomaux TLR2/9 induit la production G-, )1 et les
dommages membranaires sont reconnus par des lectines cytosoliques appartenant a la
famille des galectines (telle que la Gal3). (C) Enfin la présence G -$'lviral dans le
cytoplasme est reconnue par des senseurs G-$'1(AIM2, DDX41l et cGAS) ce qui
déclenche la production G -,)1Aet O -D F W L deD@MlaRrasome .



B). Le mutant TS1 (ThermoSensible 1) est un AdV dans lequel le géne codant

pour la protéase AVP est muté sur un acide aminé (P137L) ( Schéma

5,Weber, 1976) . Quand ce virus est produit a une température non

permissive (38,5 C°) la plupart des AVP ne sont plus incorporées dans la

capside (Imelli et al., 2009; Rancourt et al., 1995) &H GpIDXW G-LQFRUSRUI
entraine une perte des clivages des précurs HXUV YLUDX[ HIIHFWXpV SDU
lors de la maturation des virons. Les virions produits restent alors

«immatures 2 HW VRQW IRUPpV G:XQ Hstéab2 S(Fdrez-Berka stHal),

2009; Silvestry et al., 2009) /HV pWDSHV G:-LQWHUQDOLVDWLRQ GH
sont pas affectées par cette mutation ma is le virus est trés peu infectieux.

En effet, la capside hyper -VWDEOH Q-HVW SDV FDSDEOH GH VH GpV
O-HQGRVRPH OD 39, Q-HVW SDV OLEpUpH (Q FRQVpPTXHQF
rompu et les virus sont directement dégradés par fusion des endosome S avec

les lysosomes contenant les virus mutants ( Schéma 5 ) (Martinez et al.,

2015) /IRUV GH FHWWH PrPH pWXGH O-XWLOLVDWLRQ G-
exprimant constitutivement la protéine Gal3 -mCherry a permis de m ieux
FDUDFWpULVHU O-HQWUpH GH O-$G9 -GmpqQelSEiLeffdy GH Y XH
O-REVHUYDW L-RAQlis&tibng eRtRe le virus et les endosomes rompus

(Schéma 8 ) SRVLWLIV SRXU OD *DO RQW SHUPLV GH VpSDU
dans le temps les étapes de UXSWXUH GH O-HQGRVRPH HW G:pF
HQGRVRPDO 'DQV O-HQGRVRPH FHUWDLQV $G9 DSSDUWH:
reconnus par un senseur G-$'1 GRXEOH EULQ DSSDUWHQDQW |j OD
PRR (Pattern Recognition Receptors), le TLR9 (Toll Like Receptor 9) qui

reconnait les motifsnon -PpWK\OpV GSéina 7 B ). Une étude utilisant

des PBMC humains (Peripheral Blood Mononuclear Cell) a montré que cette

détection du virus par le TLR9 active la pr RGXFWLRQAG - ,QIWHUIpURQ
(lacobelli -Martinez and Nemerow, 2007) . Des études in vivo ont également

PLV HQ pYLGHQFH O:-LPSOLFDWL R&ect®oX dd /geno@Dwal OD
(Appledorn et al., 2008, Schéma 7 B ). La reconnaissance des AdV par les

7/5 SHXW rWUH pJDOHPHQW YDULDEOH VHORQ OHV W\SHV
études génomigues ont montré que la composition en motifs non méthylés

du génome vira | differe selon les AdV ce qui entraine une détection plus au

moins efficace par le TLR9 (lacobelli -Martinez and Nemerow, 2007).
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AdV-A488
Gal3mCherry

(Martinez et al.,2013)

Schéma 8 : Rupture de la membrane endosomale et échappement endosomal
/-LQIHFAW¥ lidhérs cellulaires U20S exprimant la protéine Gal3-mCherry avec des virus
fluorescents (virus couplés a O -$ O4BBD a permis de visualiser les étapes de rupture de
@ndosome et G:-pFKDS S Hdndb&Wal . Lors de O -HQ \dade k. cellule, les virus sont
visualisés en vert (grace a la fluorescence de O-$OIBD /-pYqQHP#eQWture de
@ndosome est observé grace au recrutement de la Gal3 (en rouge) sur la particule virale .
Le virus est alors visualisé en jaune. Enfin O-pWDBESpFKDSSHenddadahal est
également visualisable grace a la dissociation entre la particule virale et la vésicule
rompue . Le virus est alors de nouveau observé en vert.



3- Détection du virus dans le cytoplasme

Durant Otape de transport de la particule virale |, le virus devient exposé aux

PRR F\WRSODVPLTXHV TXL ORUVTX:-LOV VRQW DFWLYpV L
VLIQDOLVDWLRQ FRQGXLVDQW j O-pWDEOLVVHPHQW G:-XQH
SOXVLHXUV VHQVHXUbligBe $6ht éi& Vderits pour contribuer a
O-pWDEOLVVHPHQW G -XQ Hype pJJ& @sv Id répdnse &htivitale la

SOXV FRPPXQH /HV VHQVHXUV G:-$'1 $,0 HW ''; UHVSHFW
,Q OHODQRPD HW O-KpOLFDVH ''; GPWHFWHQW O-$G9
PDFURSKDJHV PXULQV HW LQGXLVHQW OD SKRVSKRU\ODW
Regulatory Factor 3) viala voie  TBK1 (Tank Binding Kinasel) conduisant a la
IRUPDWLRQ GH O:-LQIODPPDVRPH HW | (®3dn &0 RadcKFWLRQ G
Pedersen, 2012; Stein et al.,, 2012 , Schéma 7 C ). Une étude plus récente a

mis en évidence que 0O-$'1 YLUDO HVW pJDOHPHQW GpWHFWpP
«senseur @ G-$'1 F\WRSODVPLTXH F*$6AMP srihetase)0 BLiang

et al., 2014) 8QH IRLV DFWLYp SDU OD UHFRQQDLVVDQFH GH
généere un second messager (CGAMP) qui va se lier a une autre molécule

cytosolique , STING (Stimulator of Interferons Genes) entrainant la
SURGXFWLRQ G-,)1 GH W\SH , pJDOHPHQWScHénia OO ).YRLH 7%
"“DXWUHV 335 VRQW LPSOLTXpVY GDQV OD GpWHFWLRQ GX
mise en place de la réponse antivirale (ex: RIG -1, TRIM21 ou encore MDADb).

Cependant les genes précoces du virus codent pour un ensemble de
SURWpPLQHYV FDSDEOHYVY GH EORTXHU O -diipl8s pErVeg IFRE) GHV JqC
de type | (Hendrickx et al., 20 14). Par exemple, les protéines E1A interferent

DYHF O-XELTXLW\ODWLRQ GH O-KLVWRQH % TXL HVW QpFH
genes ISG (IFN Stimulating genes , Fonseca et al., 2012) .
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Chapitre 2 [-DXWRSKDJLH

A-Généralités
1- Histoire

/I -DXWRSKDJLH GX J@ud »D. Qdt-ImérQe, @t « phagie »: manger, est ,

FRPPH VRQ QRP O -XQAGLIXRFHVVXV FHOOXX@Qd3tiodH G:-DXW
Observée pour la premiere fois a la fin des années 50 par microscopie

électronique lors de la différenciation de cellules rénales de souris (Clark,

1957),ce Q-HVW TX-HQ T X H« &utophageUP MRLW OH MRXU &-HV
belge Christian De Duve (qui a décrit pour la premiére fois le lysosome et le

péroxysome ) qui propose et invente le mot « autophagie » (Klionsky, 2008) .

Dans les années 1990, des trav  aux utilisant des techniques de microscopie

ont permis a O:-pTXLSH GX SURIHVVHXUnet&K éX Rlideel
O-H[LVWHQFH GH O-DXWRSKDJL Bacckatohiyced Dcer€vidideX U H
(Takeshige et al., 1992) *UKFH j O-XWLOL ¢tbnve Lde @ I&vute Et\ des

cribla ges génétiques, les génes ATG (Autophagy Related Genes) ont été

découverts au début des années 90 (Thumm et al., 1994; Tsukada and

Ohsumi, 1993) . La découverte de ces génes a conduit a une explosion des

pPWXGHY VXU OH IRQFWLRQQHPHOQRYr Ges tlavduX WURSKDJLH

O -D XWR $ KD Lydshinori Oshumi a récemment recu le prix Nobel de

médecine (2016).

2- 5{OH JpQpUDO GH O-DXWRSKDJLH

/| - DXWRSKDJLH HVW XQ SURJUDPPH GH FDWDEROLVPH O\VRYV
GH O-pYROXWLRQ GHV HXFDU\RWHV TXL SDUWLFLSH DX F
FHOOXODLUH JUKFH j OD GpJUDGDWLRQ FRQWLQXHOOH GH
IRQFWLRQQHOV /D xXégar®éenDuhLrrEchhise de survie cellulaire

HW XQH YRLH FOHI SRXU O:-DGDSWDWLRQ GHV FHOOXO
PoWDEROLTXHYV DEVHQFH GH QXWULPHQWYV RX G:-DFLGH
O-K\SR[LH OHV VWUHVV GX UpWLFXOXP HQGRSODVPLTXH
stress) (Ryter et al., 2013) 'XUDQW O-LQGXFWLRQ GH O-DXWR:

composants intracellulaires (incluant des organites, des portions de
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A Mitochondrie

Agrégat protéique Reticulum
endoplasmique

Liposome
Parasite
3RUWLRQ G-HQYHORSSH
nulcéaire
Bactérie
Virus
—> —> —>

INITIATION ELONGATION FERMETURE MATURATION/DEGRADATION

Schéma 9 : /-DXWR SKjedhetl de dégrader différents types de cargos

(A) Divers composants cytoplasmiques peuvent étre séquestrés dans des vésicules
autophagiques puis dégradés par O -D X W R S®ebiJimchit différents types G-RUJDQHOOHYV
des portions de cytoplasme, des agrégats protéiques ou encore des pathogénes
intracellulaires . (B) /-LQLWL@&EWQRIXWR Sdébuld Hbar O -LV RO BWVWUR®Y de
membrane appelé phagophore . Cette membrane isolée va croitre afin de séquestrer un

cargo dans une vésicule possédant une double membrane dénommée autophagosome .

Les autophagosomes fusionnent ensuite avec les lysosomes afin de dégrader leur

contenu . Les produits de dégradation sont ensuite réutilisés pour alimenter le
métabolisme intracellulaire



cytoplasme, des agrégats de protéines ou encore des pathogénes

intracellulaires) sont séquestrés dans des vésicules autophagiques a double

membrane appelées autophagosomes ( Schéma 9 A). Ces autophagosomes

vont ensuite fusionner avec les lysosomes entrainant la dégradation du

contenu des vésicules ( Schéma 9 B) (Jones, 2009) . Les produits de

dégradation sont ré -XWLOLVpV FRPPH VRXUFH G:-pQHUJLH SRXU
programmes métaboliques intracellulaires et permettre ainsi un maintien de

O -KRPpRVWD Ve X cé&lidesen condition  de stress.

3-/HV GLIIpUHQWYV W\SHV G-DXWRSKDJLH

,O H[LVWH WURLV W\SHV G :D-4MWoBh8adeD,J4 kiicr® RutBibdgie R

HW O-DXWRSKDJLH LQGXLWH SDU GH$ci®d&R Wp (d@ EMAFKDSHUF
SRXU &KDSHURQH OHGLDWHG $XWRSKDJ\ aophégiexH VRLW
FKDFXQ G-HQWUH HX[ FRQGXLW j XQH GpJUuGliekewnwaL,RQ SDU C
2010) . La macro -autophagie (qui est la forme principale et qui sera désignée

pour la suite de ce manuscri t par « autophagie ») livre divers cargos
cytoplasmiques au Xx lysosome s grace a la fusion des autophagosomes avec

les lyso somes. La micro -autophagie permet la dégradation de composants

cytosoliques comme des protéines ou des organelles  (Ahlberg and Glaumann,

1985; Sakai et al., 1998) grace a la prise en charge directe des cargo s dans le
O\WWRVRPH VXLWH j O-LQYDJLQDWLRQ GH (ijpjicadRBEUDQH O\V
2011) (Schéma 10 ). Enfin durant la CMA, seulles des protéines sont

dégradées grace a leur prise en charge par des chaperonnes (comme la

chaperone Hsc -70, Heat Shock Cognate 70) qui sont reconnues par le

récepteur lysosomal Lamp2a ( Lysosomal -associated membrane protein a)

Cette reconnaissance induit le dépliement de la protéine cible ainsi que sa

translocation dans le lysosome  (Tasset and Cuervo, 2016) (Schéma 10 ).
B- Roéles physiologiques et pathologies associées

1- PSOLFDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH GDQV GLYHUV SURFHVYV X

[ -DXWRSKDJLH HVW LPSOLTXpH GDQV SOXedtdX4u¥eSURFHVV.

développ ement ou la mort cellulaire pour ne citer que les plus décrits.

-31-



Schéma 10 : Les différents types G-DXWRSKDJLH

Il existe trois types G -D X W R SKIa hhi¢fo -autophagie, la CMA (Chaperone Mediated
Autophagy ) et la macro -autophagie . Chaque type G -D XW R S¢obdiit Ha la dégradation
lysosomale . La micro -autophagie délivre des substrats aux lysosomes grace a
O -LQY DJLdDaWremigane lysosomale . La CMA permet O -D G U H ¥eVdbaldihes aux
lysosomes via la prise en charge directe des protéines cibles par des chaperonnes telles
que HSC70. Enfin, la macro -autophagie séquestre des cargos dans des autophagosomes
qui fusionnent ensuite avec les lysosomes .



Autophagie et développement : Plusieurs études ont mis en avant
O-LPSRUWDQFH GH O DX téwrBppPrddnHemibR/ahkaire. En effet le

KD (Knock Down) GH SOXVLHXUV JgqQHYV attdp¥Wagio WATBR) WTEK) -

ATG7, ATG9, ATG16L1) altere lourdement le développement chez les

mammiféres. Par exemple , OH .' G-$7* HPSrFKH OH GpYHORSS
G-HPEU\RQV LVVXYV (TGuand BtX &t laV, 2008) "-DXWUHUudk génes

ATG SURYRTXHQW XQH OpWDOLWp QpRQ DégalBroeHt &2 IRPRLQV G-
souris et ce malgré une apparence presque normale a la naissance

(Mizushima and Levine, 2010)

Autophagie et mort cellulaire : (Q SOXV G:rWUH XQ SURJUDPPH GH
FHOOXODLUH O:-DXWRSKDJLH D DXVVL pWp GpFULWH FRPF
participer a la mort de s cellules bien que son réle reste trés controversé dans

FH GRPDLQH /ID PRUW FHOOXODLUH LQGXLWitdrt SDU O
autophagique 2 D pWp GpILQLH VXLWH |j O-REVHUYDWLRQ
autophagosomes dans les cellules mourantes (Mizushima et al.,, 2008)

/| -LPSOLFDWLRQ GH O:-DXWRSKDJLH GDQV mmReRtUW FHOO

étudiée durant le développement de la drosophile. Lors du passage du stade

larve au stade adulte, des programmes de mort cellulaire induisent la

destruction d e tissus larvaires (Jiang et al., 1997) . Ces programmes de mort

cellulaire nécessitent la présence des génes des caspases mais aussi des

géenes ATG, suggérant TXH O-DXWRSKDJLH H Wgisséhydd-EoNc8b VHV

pour éliminer | es tissus | arvaires de la drosophile (Berry and Baehrecke,

2007) . Des travaux menés chez les mammiferes ont également mis en avant
O-LPSOLFDWLRQ GH O-DXWRSKDJLHII &@&émenbé girUWs FHO O X O
protéines codées par les génes Beclinl et ATG7, deux genes essentiels a

O -D X W R S panidipdt a la signalisation menant a la mort autophagiqu  e)

(Yu et al., 2004) . Des études in vivo ont montré que chez les nourrissons de

souris , une délétion du géene  ATG7 dans les neurones protege ¢ ontre la mort

GHV QHXURQHV LQGXLW fKoigeDdt alQ 2B0& R [Chedz le rat adulte,

des shRNA dirigés contre la Beclinl préviennent également la mort

neuronale suite a un infarctus (Xing et al., 2012) [ -DXWRSKDJLH HVW GH V
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évidence impliquée dans la mort cellulaire mais des études plus poussées

sont nécessaires pour réellement comprendre le mécanisme moléculaire.

"“DXWUHV SURFHVVXV ELRORJLTXHW \& H5HOWH QWD XW RIS Kbl LX
exemple la différenciation cellulaire, le vieillissement ou encore la réparation

tissulaire bien que passionnants , ces sujets ne seront pas traités dans ce

manuscrit.

2- 3 DWKRORJLHVY DVVRFLpHY DX GpUqQJOHPHQW GH O-DXWRSH

Autop hagie et neurodégénérescence : De nombreuses maladies sont liées au
GLVIRQFWLRQQHPHQW GH O-DXWRSKDJLH /D SOXSD
neurodégénératives, parmi les plus connues la maladie de Parkinson ou

HQFRUH OD PDODGLH G:-$0O]KHLPHU RQW X@Qnd : FDUDFW
O-DFFXPXODWLRQ GH SURWpPLQHV PXWpHV RX WR[LTXHV I
ces protéines sont dégradées pour le systéme du protéasome et par

O -D XW R §KRdozkLdid Schiavo, 2008) . Des études in vivo ont montré que

O - eBcé du géne ATG7 (HW GRQF O-DEVHQFH G-XQH DXWRSKDJLH
chez la souris entraine  une dégénérescence neuronale sévere, un déficit de la

IRQFWLRQ PRWULFH HW XQH DFFXPXODWLRQ G:-DJUpJDV
cytoplasme  (Komatsu et al., 2006) "-DXWUéiundes démontrent
O-DFFXPXODWLRQ G-DXWRSKDJRVRPHYV LPPDWXUHYV GD

dégénérescents, empéchant ainsi les fonctions neuroprotectrices de

O - D XW R S Bebridanig¢re intéressante, des études utilisant un stimulateur

GH O-DXW RIa Kdpdrhydine) dans un modéle murin de la maladie de
+XQWLQJWRQ RQW SHUPLV GH UHVWUHLQGUH O-DFFXPXODW
de diminuer la dégénérescence de cellules (Ravikumar et al., 2004) . De ce

fat, O-DXWRSKDJLH UHSUpVHQWH XQH FLEOH WKpUDSHXWLT)

contre les neuropathies dégénératives.

Autophagie et cancer :  Le cancer a été la premiére pathologie humaine a étre

OLpH aptophagie . En effet, les cellules tumorales ont des exigences
métaboliques élevées due s a leur forte prolifération cellulaire. De nombreux
WUDYDX[] RQW GpPRQWUp O:-LPSOLFDWLRQ GH O:-DXWRSK

métabolique des cellules cancéreuses  (Levine and Kroemer, 2008; White and
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DiPaola, 2009) 'DQV XQ SUHPLHU WHPSV O-DXWRSKDJLH D pWp
mécanisme suppresseur de tumeur. Le premier lien spécifiqu e entre
O-DXWRSKDJLH HW OH FDQFHU D pWp pWDEOL HQ Re LO
ATG codant pour la protéine Be clinl pouvait étre un géene suppresseur de

WXPHXU (Q HIITHW OD VWLPXODWLRQ GH O-DXWRSKDJLH VX
la Beclinl peut inh iber le développement de tumeur s (Liang et al.,, 1999) ,

DORUV TXH Od® BeaclhDfavbrise O-DSSDULWLRQ GQuU avad.PHXUYV
2003) 'HV pWXGHV SOXV UpFHQWHYV RQW pJDOHPHQW PLV HQ
la protéine adaptatrice P62 GDQV OD UHODWLR QagieQeiMé)d¢ancer.D X WR S K
En effet, des souris P627-sont UpVLVWDQWHY j O-DSSDUDWaRRQ GH W
et al., 2008) . /-DXWRSKDJLH D pJDOHPHQW pWp GpFULWH FRPF
pro -tumoral. Elle permet la survie des cellules cancéreuses en leur conférant

une tolérance au stress  (White et al., 2015) /I -LQKLELWLRQ GH O:-DXWR
conduit & la régression des tu meurs dans certains modele s et prolonge la

survie des souris transgéniques (Yang et al., 2011) , ce qui souléve le r Ole de

O D XW R SKDJla bur@eleQ \fe développement de tumeurs.  Le role général

GH O-DXWRSKDJLH GDQV OH FDQFHU HVW FRPrSentfH HW GL
les voies de régulaton GH FHV GHX[ PpFDQLVPHV V-HQWUHFURLVH
étre étroitement liées. Par exemple , certains genes suppresseurs de tumeurs

(PTEN, TSC1l, TSC2 et p53) inhibe nt la voie mTOR ce qui stimule

O - DXWRSKDJLH $ O-LQYHUVH FHUWDLQYV aRiQFRIAyQ@HY $NW
P725 HW SDU FRQVpPTXHQW L QK L(Eevige\VsndKrbexnar R8as8P J L H
&RQVLGpUHU O-DXWRSKDJLH FRPPH XQH midi®© ppuWKpUDSH
lutter contre le cancer es t une question finement étudiée. Néanmoins, il

semble délicat de cibler ce mécanisme étant donné le double role q X - lpéut

jouer dans les pathologies cancéreuses.

Autophagie et autres pathologies : /-DXWR S KD J LdgdletrdentWimgdiquée

dans des patholo gies qui atteignent différents organes tels que le foie, les

reins, les poumons, OHV PXVFOHV RX PrR Ha® Huskitddnsg des

pathologies inflammatoires chroniques comme la maladie de Crohn ou le

lupus (Jiang and Mizushima, 2014 ). ,O0 Q-HVW SDV pWRQQDQW TXH O-

soit impligué e dans autant de pathologies. En effet, ce programme
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métaboliqgue a une place FHQWUDOH GDQV OD FHOOXOH j O-LQWHU

voies de signalisation et diverses réponses au stress.

C- Mécanismes moléculaires

1-Les protéines ATG

/ID SOXSDUW GHV FRPSRVDQWY PROpFXODLUHYV LPSOLTXpV
découverts dans le modéle S. cerevisiae (Thumm et al., 1994; Tsukada and
Ohsumi, 1993) . La dénomination des nombreux génes identifiés pour étre
impliqgués GDQV O :DXW &8danédndtoHfuse au fil du temps et des études
a été uniformisée en 2003 sous le terme « ATG » (Klionsky et al., 2003) . Les
protéines ATG sont recrutées dans le cytoplasme, elles s associent de facon
transitoire avec la membrane des autophagosomes. -XVTX | DXMRXUG:-KXL D
moins 36 protéines ATG ont é té caracté risées chez la levure ; parmi elles , 15
sont essentielles a la formation des autophagosomes. Ces 15 protéines ATG
pJDOHPHQW SUpVHQWHV FKH] OH PDPPLIQUHYVY VRXV G:DX
unités fonctionnelles  (Nakatogawa, 2013) impliquées dans les différentes
pWDSHV GH O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH

1. Le complexe ULK1 (ATGL1 chez la levure)
. Le complexe Beclinl -Vsp34-ATG14
. Le complexe des WIPI (ATG18 chez la levure)

2

3

4. Le complexe ATG 9 associé aux membranes
5. Le systeme de conjugaison ATG5 -ATG12
6

. Le systéme de conjugaison LC3/GABARAP (ATG8 chez la levure)

Ces complexes jouent des rbles clefs dans les différentes étap es de

O -D XW R Mikudhinda et al., 2011) . La formation des autophagosomes est

LQLWLpH SDU O-DSSDURrgvdudghagesvma $sbructure). A ucune

donné e morphologique, ni biochimique ne permet de définir actuellementc e

TX-HVW OHTo8#6 2013). En revanche, des études de microscopie
POHFWURQLTXH RQW SHUPLV GH YLVXDOLVHU OD IRUPDWL]
membrane qui a une forme de «  coupe ouverte » émanant du PAS et appelé

phagophore (ou membrane isolée) (Yla-Anttila et al., 2009a , Schéma 9 B ).
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Cette membrane isolée va croitre grace a des mécanismes moléculaires
LPSOLTXDQW OHV SURWPpPLQHV $7* MXVTXj OD IRUPD
vésicue SRXYDQW DYRLVLQHU O-RUGUH GX PLFURPgQWUH HW
PHPEUDQH OLSLGLTXH O -CBBEhéiSKBJIJRVRPHVRSKDJIJRVRPH Y
ensuite fusionner avec les lysosomes pour former les autolysosomes afin de

dégrader leur contenu ( Schéma 9 B ). Ce processus peut étre subdivisé en

cing grandes étapes

1. /-DFWLYDWLRQ GX V\VWgPH GH UpJXODWLRQ

2. /'-LQLWLDWLRQ ®tidwphaddphbReD W L

3. /' pORQJDWLRQ GH OD PHPEUDQH DXWRSKDJRVRPDOH
4. Lafermeture de la vésicule

5. Le transport de s autophagosomes et la fusion avec les lysosomes

2- $SFWLYDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH

/| -DXWRSKDJLH HVW XQH paR dés ¢coQ@d@iohs WelsEe3dHet d  ont le
principal régulateur est la sérine/thréonine kinase MTOR (Mammalian target
of rapamycin) (Hay and Sonenberg, 2004) . mTOR est un acteur majeur de la
perception énergétique de la cellule . Plusieurs signaux sont intégré s par
cette protéine (SUpVHQ B&ditless aminés, de facteur s de croissance, de

glucose, statut énergétique, oxygéne ou enco re présence de certaines

cytokines).
Activation du complexe mTOR : Un des stimuli les plus efficaces pour
inactiver mTOR est la déprivation en acides aminés . En 2009, Nicklin et al.

RQW LGHQWLILp GHX[ WUDQVSRUWHXUV G-DFLGHV DPLC
modula tion de la voie mTOR et subséguemment dans la régulation de

O - D XW R gKigklin_dd al., 2009) . La coopération des transporteurs SLC1A5

et SLC7A5 (Solute Carrier family 1 member 5 et 7 member 5 ) permet
O-LQWHUQDOLVDWLRQ G-DFLGHV DPLQpPV HVVHQWLHOV
cellulaire ( Schéma 1 1). SLC1A5 permet O-HQWUpH GH JOXWDPLQH GDQV
cette glutamine va étre relarguée dans le milieu extracellulaire par
O-DQWLSRUWAXUSHIJURHWWDQW DLQVL SDU XQ V\VWqgPH
O-LQWHUQDOLVDWLRQ G-($$ SWHédavl TX H.e® &xidosarmésd H

régul ent la localisation de mTOR dans la cellule et par conséquent son
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Schéma 11 : Activation de la voie mTOR par le niveau intracellulaire G- ($%

Le niveau G- DFL GHives essentiels (EAA) dans la cellule, internalisés par le
transporteur SLC7A5, permet O-DFWL ¥WD W LIRID F W H Dondpléx€® mTOR par des
mécanismes encore mal caractérisés . Lorsque le niveau G - ($ dtracellulaire est élevé,
MTOR est localisé sur la membrane des lysosomes (grace a son interaction avec le
complexe ragulator ) ou il est activé par les RhebGTPases. Sous sa forme active, mTOR
réprime O-LQGXHE&WORRXWRS KD adbhddnce G- ($$ImTOR est relocalisé dans le
cytoplasme, ou il ne peut plus étre activé par les RhebGTPases lysosomales .
/-LQDFWLYDMWDR @ntraine une levée de la répression exercée sur O-LQGXHALRQ
O-DXWRSKDJLH



activité  (Sancak et al., 2010) (Q HIITHW HQ SUpVHQFH G-DFLGHV L
RagGTPases ancrées a la membrane du lysosome grace au complexe

Ragu DWRU VHUYHQW GH VLWH G:DRScbdmnB 1H ).SuhX tbisP 725
associé e au lysosome, mTOR peu t étre activé e par les RhebGTPases (qui sont

des protéines présentes sur les membranes endo/lysosomales , Avruch et al.,

2009) (Schéma 1l ) (Q DEVHQFH G-DFLGHV 2§ keppaisé R dars

OH F\WRSODVPH Re LO HVW L Q DaetivelLdolf 2&/RhebGTPadesW SO XV
(Sancak et al., 2010 ,Korolchuk et al., 2011)

SFWLYDWLRQ GH Ovib Xavwie KiIDIRH: Lorsque les co nditions

meétaboliques sont favo rables, mTOR est activée et exerce une répression sur

le complexe ULK1 ( uncoordinated -51 like kinase 1) (Schéma 1 2). En effet

lorsque mTOR est activée , elle est directement liee a la protéine

ULK1 (Gallagher and Chan, 201 3). mTOR inhibe ULK1 en la phosphorylant

dans sa région régulatrice (sur laSer  757) (Schéma 1 2). mTOR phosphoryle

également ATG13 (une protéine du complexe ULK1l) ce qui renforce
O-LQKLELWLRQ H[HUFpH VXU O-DFWSchéad B)XGERPSOH[H 8/.
al., 2009; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011) /IRUV G- XQ VWUHVYV, PpWDER
P725 HVW GLVVRKL pUL&L8est alors catalytiguement actif et

phosphoryle les autres membres du complexe (ATG13 et FIP200). Ces
phosphorylations vont activer le complexe ULK1 et permettre sa

transloquation sur la membrane du RE (Réticulum Endoplasmique) pour

initier la formation des autophagosomes (Karanasios et al., 2013, Mizushima

et al.,, 2011) /[ XWLOLVDWLRQ GH PROpFXOHV FRQQXHV SRXU
rapamycine étant la plus connue) est largement admise pour induire
O-DXWRSKDJLH (Q HIIHW OD UDSDP\FLQH VH OLH DX U,
FKBP12  (FK506 -binding  protein of 12 kDa), le complexe
rapamycine/FKBP12 se lie ensuite a mTOR et inhibe son activité kinase, le

WRXW LQGXLW O-DXWRSKDJLH JUKFH j OD OHYpH GH OD
ULK1 (Huang and Houghton, 2001)

Réqulation GH O D XW Rr#l&dendatiment de mTOR  : P725 Q-HVW SDV OD

seule kinase qui régule ULK1l par la phosphorylation. La kinase Akt

phosphoryle également ULK1l dans sa région régulatrice (sur la Ser 774)

-37-



Schéma 12 : Régulation de O D XWR S gab e \ie mTOR

Lorsque les conditions métaboliques sont favorables, mMTOR est activé et interagit avec la
kinase ULK1. mTOR inhibe O -D FWduYcompfexe ULK1 en phosphorylant les protéines

ULK1 et ATG13. Ces phosphorylations ont une activité inhibitrice sur O-LQGXHE& LR Q
O -D X W R Sdab dllesl empéchent la translocation du complexe ULK1 sur le site de
biogénése des autophagosomes . En condition de stress métabolique, mTOR est inactivé

et est dissocié du complexe ULK1l. ULK1 est alors catalytiquement actif et peut
Vautophosphoryler et phosphoryler les autres membres du complexe. Ces
phosphorylations  activent le complexe ULK1 et permettent sa translocation sur la
membrane du RE pour initier la formation Gautophagosomes .



QRWDPPHQW HQ SUpVHQFH G:-LQVXOLQH FHBacKet &l pSULPH C
2011). La kinase AMPK peut également phosphoryler directement ULK1 et

SDU FRQVpTXHQW UpJXOHU O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKD.
mTOR (Kim et al.,, 2011) . /D SURWpPLQH 8/. Q-HVW SDV ODe&HXOH S
UHVSRQVDEOH GH OD UpJXODWLRQ GH O:-DXWRSKDJLH (
pJDOHPHQW r'WUH DX F+XU GH FHV YRLHV GH UpJXODWLRQ

Bcl-2 (B-cell lymphoma - ODUJHPHQW GpFULWHV SRXU UpJXOF
interviennent aussi dans cette r  égulation. Ces protéines interagissent avec le
domaine BH3 (Bcl - KRPRORJ\ GH OD %YHFOLQ HQWUDLQDQW (

SURWpPLQH HW O:-LQKLELWL@®QuriGetl alQ -2007%y R®KH) J L Ha

protéine Rubicon (RUN domain and cystein  -rich domain containing, Beclin -

1-interacting protein) se fixe sur les protéines du complexe Beclinl -PI3K -

ATG14 et subséquemment inhibe O -DXWR S&Ipagd et al., 2009) . La
UpJXODWLRQ GH O-DXWRSKDJLH HVW W uhgvard Rad@ H[H (O OF
de protéines. L a plupar t de ces voies de signalisation V-HQWUHFURLVHQW HW
connectées entre elles. Il est donc difficile de dresser un tableau exhaustif de

O-HQVHPEOH GH FHV YRLHVY GH UpJXODWLRQ

3- Initiation de |  a formation du phagophore

Recrutement des complexes ULK1 et Beclinl : Le premier complexe a étre

impliqué dans O -tigddn de la formation des autophagosomes est le
complexe ULK1 , formé des protéines ULK1, ATG13, ATG101 et FIP200 (Focal
adhesion kinase family interacting protein 200 Kda) (Chan, 2012) . Une fois
activé, le complexe ULK1 est transloqué sur la membrane du RE (Schéma
13) (Karanasios et al., 2013) . En effet, ULK1 interagit avec des structures
préexistantes dans la membrane du RE contenant les protéines
transmembranaires VMP1 (Vacuole Membrane Protein 1) (Schéma 13 ). Cette
LQWHUDFWLRQ VHUDLW j O-RULJLQH GH @dyamBdHPAVLRQ G X
et al.,, 2013) puisque OH .' G-8/. O RTformation de ce dernier
(McAlpine et al., 2013) . La relocalisation de ULK1 va ensuite p ermettre le
recrutement du complexe Beclinl  -Vps34 -ATG14 (Schéma 13) ou la protéine

Beclinl interagit également avec VMP1 (Molejon et al., 2013) . Ce complexe
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i[D

Omegasome

Schéma 13 : Les étapes G -L QLW LdeWaLf&@ation des autophagosomes

Une fois le complexe ULK1 activé, il est recruté sur la membrane du RE grace a
O-LQWH U BMW L Rv@c les protéines VMP1 présentes dans la membrane du RE. Le
complexe Beclinl est alors a son tour recruté sur la membrane du RE. La
phosphorylation  de Beclinl par ULK1 induit O -DFWL YdeWd P@téine Vsp34
permettant la production de lipides de type PI3P dans la membrane du RE. La synthése

de PI3P va initier la formation de ©@megasome sur lequel sera recruté le complexe WIPI

qui recrutera a son tour le complexe ATG12-ATG5 nécessaire a O-pORQJEEWLRQ

@utophagosome .



est composé des protéines Beclinl, Vsp34 (Vacuolar protein sorting 34),
Vspl5 et ATG14.

JRUPDWLRQ GH O-R BdpHospRaPykation de la Beclinl par ULK1
L Q G Xacatdn des PI3K tel que Vsp34 (Russell et al., 2013) . La protéine

Vsp34 permet la product ion de lipides de type phosphati dylinositol -3-

phosphate (PI(3)P) (Schéma 13). Le PI(3)P est essentiel a la production des
DXWRSKDJRVRPHV (Q HIITHW O-LQKLELWLRQ GH OD SURG.:
inhibiteurs des PI3K tels que le 3 -PpWK\ODGpQLQH 0$ RX OD ZRUW
LQKLEH O-LQGXFWLRQ BtomMaartXay &.S¥007) L H(Schéma 13 ).

L'activité kinase de Vps34 est renforcée par son interaction avec la Beclinl

(Furuya et al., 2005) . Dans la membrane en formation, ces domaines

lipidiques enrichis en PI(3)P, aussi appelés «plateformes PI(3)P » sont les

OLHX[ GH QDLVVDQFH G-XQH VWUXFWXUH D\DQW XQH IRL
grecque « Y » appelée omégasome (Ktistakis et al., 2011)  (Schéma 13). Le

modele actuel proposeq XH OD PHPEUDQH LVROpH TXL IRUPHUD O:D
pPDQH GHV SODWHIRUPHYV 3, 3 TXL FRQVWLWXHQW O-RPpJ
exemple de PAS , Schéma 13).

SHFUXWHPHQW GH OD PDFK L Q HelphagoopO &GehiD & IPRI)P

est reconnu par le compl exe WIPI constitué des protéines WIPI (WD repeat

protein interacting with phosphoinositides) capables de lier les PI(3)P

(Schéma 13 ) (Jeffries et al., 2004 ,Proikas -Cezanne et al., 2007, 2015) . Les

WIPI (WIPI1,2,3 et 4) sont décrites pour faire le lien entre la production de

PI(3)P et la lipidation de la protéine LC3 (microtubule -associated protein

1A/1B -light chain 3), une étape ¢ ruciale p RXU O-pORQJDWLRQ GX SKDJI
En effet, WIPI2 permet le recrutemen t du complexe ATG12-ATG5-ATG16

(Schéma 13 ) qui permet la lipidation de LC3 pour laquelle WIPI1 est

essentielle (Mauthe et al., 2011) . WIPI4 interagit avec ATG2 et cette

interaction est également importante pour la lipidation de LC3 mais reste

encore mal caractérisée (Proikas -Cezanne et al., 2015) .

Le complexe ATG9 : Le complex e ATG9 participe aussi a la biogenése des

membrane s autophagosomales. La protéine ATGY9 est une protéine
WUDQVPHPEUDQDLUH TXL HVW UHFUXWpH DX QLYHDX GX 3%
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Schéma 14 : Les systémes de conjugaison nécessaires a la lipidation de LC3

La lipidation de la protéine LC3 nécessite les systemes de conjugaison ATG5-ATG12 et
LC3-GABARAP. Ces systemes fonctionnent selon le méme modele que le systeme
Qubiquitylation  (décrit dans la premiére partie de ce schéma). Dans un premier temps,
ATG12 est activé par ATG7 puis transféré sur ATG10 qui permet la conjugaison
G-$72 a ATG5. Le complexe ATG5-ATG12 est ensuite couplé a ATG16. Dans un
deuxieme temps, la protéine LC3 est transférée sur ATG3 grace a ATG7. ATG3 et le
groupement ATG5-ATG12-ATG16 précédemment formé vont permettre O-DMBUWXW
groupement PE sur LC3, qui une fois lipidée pourra V -D Q FdahsUles membranes des
autophagosomes . La protéase ATG4 permet le recyclage de LC3 pour O -H Q JBahs Wn
nouveau cycle de lipidation . En effet, le clivage de LC3 par ATG4 permet O-H[SRVLWLRQ
G - Xr&sidu glycine essentiel a son recrutement par ATG7.



O - D X W R g8eRitbleHal., 2009) . Cette protéine est transportte GH O-DSSDUHLO
de Golgi aux endosomes tardifs puis aux membranes des autophagosomes
SHQGDQW O:-LQGXFWLRQ @akah@shD ¥tWAR SHT1) L HCe trafic

pourrait permettre de fournir au PAS des facteurs importants pour la

formation des autophagosomes ou des composants | ipidiques provenant des
différents compartiments cellulaires (Mizushima et al., 2011)
4- Elongation

/- pORQJDWLRQ GX SKDJRSKRUH HVW GpSHQGDQWH GHV V)
ATG5-ATG12 et LC3/GABARAP. /-DNELde ces deux systemes de
conjugaison p ermet O-DMRXW G:-XQ JURXSHPHQW OLSLGLTXH G
étanolamine (PE) sur la protéine LC3 (  Schéma 14 ). Cette étape est appelée
«la lipidationde LC3 @ HW HVW FUXFLDOH SR XpghagdphddeRQJDWLRQ G X

Les protéinesLC3 : ,0 H[LVWH HQ IDLW GHX[ IDPLOOHV GH SURWp!
lipidées, la famille LC3 (comprenant LC3A, B, B2 et C) et la famille des

GABARAP  (Gamma -aminobutyric acid receptor -associated protein ,

comprenant GABARAP, -L1, -L2). Toutes ces protéine s sont lipidées selon le

méme principe impliquant les systémes de conjugaison ATG12 -ATGS5 et
LC3/GABARAP (Nath et al., 2014) . Pour simplifier la lecture, ces protéines

seront regroupées sous le terme LC3 pour le reste de ce manuscrit. La
conjugaison de PE aux protéine s LC3 leur permet GH V-D QdadosHld

membrane des autophagosomes. La forme LC3 -1 (non m odifiée) est
cytoplasmique et la  forme LC3 -Il (portant le PE) est recrutée sur | es

membranes des autophagosomes  (Kabeya et al., 2000) . Les protéines LC3
SDUWLFLSHQW |j O -pCGKRKQ@IJREWKRQHGX-DVVRFLDWLRQ GH F&F
lipidées aux membranes et les complexes ATG déja présents dans les
PHPEUDQHYV LVROpPHV SHUP h\Wena-h@wbrade @0 phagdphdre. R

Seules les protéines LC3 permettent de visualiser les autophagosomes

depui V. O-LQLWLDWLRQ MXVTX:-j OD GpJUDGDWLRQ GHV Y
WHFKQLTXHV G-LPPXQRPDUT X Eneff&,[2és piddtéines déebrent

les membranes autophagosomale s durant toutes les étapes de formation des
autophagosomes alors que les autres protéines ATG sont associées aux

autophagosomes de maniere transitoire. La lipidation de LC3 peut aussi étre
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VXLYLH SDU GHVY DSSURFKHVY GH ELRORJLH PROpFXODLUH
forme LC3 -Il et la diminution de la forme LC3 -, ORUV GH O-LQGXFWLR
O - D phagke est détectable par westernblot.

Les systemes de conjugaison ATG5 -ATG12 et LC3/GABARAP : Ces systéemes

GH FRQMXJDLVRQ IRQFWLRQQHQW FRPPH OHV V\VWqgPH
protéines (Schéma 14 ). (Q HIIHW FRPPH SRXU OD UpDFWLRQ G-X|
torV pWDSHVY O-DFWLYDWLRQ OD FRQMXJDLVRQ HW OD O
W\SHV G-HQ]J\PHV UHVSHFWLYHPHQW ( ( HW ( VRQW

conjuguer un groupement a son substrat ( Schéma 1 4). Le complexe ATG5 -

ATG12, est recruté sur la membrane externe d es autophagosomes. La partie

C-terminale (Ct) de ATG12 est activée par ATG7, la consommation

G- $GpQRVLQH 7UL 3KRVSKDWH $73 SHUPHW GH OLHU HQW
JUKFH j XQH OLDLVRQ WKLRHVWHU HQWUH XQH JO\FLQH
G-$7*(Tanida et al., 1999) (Schéma 1 4). ATG12 est ensuite transférée sur

$7* TXL YD SHUPHWWUH OD FRQMXJDLVRQ G-$7* j $7* JI
peptidigue (Shintani et al., 1999) . Le complexe ATG12 -ATG5 est ensuite

associé a ATG16 ( Schéma 1 4). En parallele, la protéine LC3 est clivée par la

SURWpPDVH $7* SHUPHWWDQW DLQVL G-H[SRVHU XQ UpVLG
les étapes suivantes de la réaction (Kirisako et al.,, 2000) . Cette glycine

permet de former un e liaison thioester avec une cys WpLQH G :$chEma

14 /& HVW HQVXLWH WUDQVIpUpH VXU $7* HW HQILQ $7*
du groupement PE sur la glycine de LC3 ( Schéma 1 4) (Ichimura et al.,

2000). Le complexe ATG12 -ATG5-ATG16 précédemment formé augmente
O-DFWLYLWp G-$7* HW GH FH IDLW LO SDUWLFLSH DXVVL
LC3 (Schéma 1l 4).

Les protéines ATG5 et ATGY7 : Avant la fermeture de | a vésicule, les

complexes ATG se dissocient des membranes (Mizushima et al., 2001) ,

seules les protéi nes lipidées ( LC3) y restent ancrées. De ce fait, certaines

protéines ATG (par exemple ATG5 ou ATG7) qui sont transitoirement

associées aux autophagosomes peuvent étre utilisées comme marqueurs

précoces des vésicules. La délétion des genes codant pour les  protéines ATG5

HW $7* VRQW GHV WHFKQLTXHYV DXVVL ODUJHPHQW DGPLVI

-41-



O-LQKLELWLRQ GH O-DXWRSKDJLH 1pDQPRLQYV LO IDXW
O-XWLOLVDWLRQ GH FHWXRD)ONDOPWPXRERBHD DEVHQFH GH F
genes, dans certaines circonstances , OD IRUPDWLRQ G:-DXWRSKDJF
fonctionnels est quand méme possible (Nishida et al.,, 2009) . Cette

autophagie « atypique 2 SDUWDJH GHV SRLQWV FRPPXQV DYHF

«conventionnelle 2 SXLVTX-HOOH HVW pJDOHPHQW UpJXOpH SDU

et Beclinl . Il semblerait donc que chez les mammiféres , O-LQGXFWLRQ GH
O-DXWRSKDJLH SXLVVH rWUH j OD IRLVY GpSHQGDQWH HW L
ATGS et ATGY.

5-Fermeture del -DXWRSKDJRVRPH

[-pWDSH GH IHUPHWXUH GX SKDJRSKRUH HVW HQFRUH PDC

hypothéses sont proposées concernant les mécanismes moléculaires mis en

jeu.
Réle de la lipidation de LC3 : La lip idation des protéines LC3 joue un réle
primordial d ans la fermeture des vésicules. En effet, la surexpression d -XQ

PXWDQW G:-$7* GROPONMLRQ G -$7* F HlaTchnve EsR deX g3 -I

en LC3-Il) entraine O-DFFXPXODWLRQ GH KDDbRS#aRU l¢V
cytoplasme de s cellules (Fujita et al., 2008 , Sou et al., 2008) . Une
reconstitution invitro GH OD OLSLGDWLRQ G:-$7* O-KRPRORJXH C
levure) a été établie par Ichimura et ses collegues (Ichimura et al., 2004)

Avec ce systeme, la méme équipe de chercheurs a observé que la lipidation

G-$7* SRXYDLW LDGWWIDFKHPHQW GH OLé&RY&PddeHQWUH
événements G-KpPLIXVLRQ O:-KpPLIXVLRQ HVW XQ W\SH GH IX
entre eux seulement les feuillets extérieurs de deux membranes lipidiqu es)

(Nakatogawa et al., 2007) . Cette découverte reflete peut -étre le rble de la

lipidation de LC3 dans la fermeture des autophagosomes in vivo. Les
protéines LC3 sont présentes sur les deux membranes du phagophore
(externe et interne). D urant la croissance de la membrane, la protéase AT G4

clive les protéines LC3 de la membrane externe pour les recycler ( Schéma
14). /-LQKLELWLRQ GH FHWWH GpFRQMXJDLW&Q lBH /& S|
fermeture des vésicules (Yu et al., 2012) . Seules les protéines LC3 des
PHPEUDQHY LQWHUQHV VHURQW SUpVHQWHYV (&&beyd O-DXWR
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etal., 2000) . /H PRGgOH DFWXHO ELHQ TX: LQ&ERPBO@iHY SURSR\
LC3 prése QWHYV GDQV O-DXWRSKDJSWR Rebponsabled pde
O-KpPLIXVLRQ GHV PHPEUDQHY HW GRQF GH QNRdJaltUPHW XU |
al., 2009) .

Implication de la ma chinerie ESCRT : /H SKDJRSKRUH HVW FRPSRVp

double membrane lipidique ; ceci laisse a penser que sa fermeture mettrait

en jeu des mécanismes de fusion /scission des membranes. La topologie des

membranes autophagosomales est proche de celle des corps mu Iti -

vésiculaires (MVB pour Multi  -vesicular -bodies). Les MVB sont formés par
O-LQYDJLQDWLRQ GH OD PHPEUDQH GHV HQGRVRPHV O
récepteurs de la membrane plasmique ou lors du bourgeonnement de virus

enveloppés ou encore lors de la division cel lulaire (Piper and Katzmann,

2007). Dura nt la formation des MVB, la machinerie ESCRT (Endosomal

Sorting Complexes Required for Transport) permet le remodelage des

membranes et notamment la scission des membranes invaginées. Plusieurs

études ont montré que des mutations ou des déplétions de certa ines sous -

unités de la machinerie ESCRT induisent une accumulation

G-DXWR SKDJ@gNrmoRehko et al., 2007; Lee et al., 2007b; Rusten et al.,

2007) &HSHQGDQW FHV pWXGHV QH SHUPHWWHQWpPSDV G-DII
est d0 a un défaut de fermeture des vésicules autophagiques. Une récente

hypothése propose que le recrutement de la machinerie ESCRT sur les

plateformes PI(3)P pourrait également participer a la dissociation des

SURWPLQHV $7* GH O :D X@afissSok DddRSrRdAden, 2015) . Cette

étape est requise pour la fermeture des vésicules et semble réguler la taille

finale des autophagosomes (Taguchi -Atarashi et al., 2010)

Une fois les autophagosomes complétement formés et cl 0s, ces vésicules vont
fusionner avec les lysosomes pour géné rer des autolysosomes et dégrader

leur contenu.

5- Transport et dégradation

Avant de fusionner avec les lysosomes , les autophagosomes peuvent

fusionner avec des endosomes pour former des vésicules intermédiaires
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appelées amphisomes qui fusionneront égalem ent avec les lysosomes pour

former des autolysosomes ( Schéma 1 5) (HegeG,V HW DO.

Transport des vésicules : Pour fusionner avec les lysosomes, qui sont
UHSRVLWLRQQpV j OD SpULSKpULH QXFOpDLUH ORUV GH
(Korolchuk et al., 2011) , les autophagosomes GRLYHQW WUDQVLWHU M?

noyau. Le transpo rt des vésicules autophagiques s e fait SDU O-LQWHUPpPGLDI
du cytosq XHOHWWH j O-DLGH GH PRW jiqua/ laPiépp&fix ODLUHYV
nucléaire ou la fusion avec le lysosome aura lieu (Schéma 16 , Jahreiss et

al., 2008; Kimura et al., 2008)

Fusion et dégradation : Les mécanismes moléculaires responsables de la
fusion des endosomes avec les lysosomes lors du t rafic endocytaire sont
également impliqués dans la fusion des autophagosomes avec les lysosomes
(Ganley, 2013) . De maniéere générale , la fusion des vésicules implique : les
protéines Rab GTPases, |les protéines SNARE et le complexe HOPS (Schéma
16). Ces mémes protéines sont largement impliquées dans la fusion du
lys RVRPH HW GH O-DXWRSKDJRYVRP Hle ¢oatermy\de FaHv@givuld | XVLRQ
est dégradé grace au pH acide du lysosome et par les enzymes lysosomales.

Par exemple, les cathepsines B et D (protéases lysosomales) sont nécessaires

a la dégradation des cargos co ntenus dans la vésicule (Koike et al., 2005) .
Aprés la dégradation, les étapes de recyclage permettent de réutiliser les

produits de dégradation  pour réalimenter le métabolisme cellulaire.

Les étapes de transport des autophagosomes et leur fusi on avec lysosomes

seront traitées plus en détails dans le chapitre 4 de cette introduction.

6- Origine des membranes autophagosomales

'"HSXLV SOXVLHXUV GL]DLQHV G:-DQQpHV OD FRPPXQDXWp \
comprendre comment sont formés les autophagos omes. Un des points les

plus discutt s HQFRUH DXMRXUG:-KXL HVW O:-RULJLQH GHV P
vésicules. Les limites des technologies actuelles et la composition complexe

des membranes autophagosomales font que plusieurs hypothéses sont

SURSRVpPHV HW FROXHEQXV Q-HVW H Q& Roththtion VAESE O L

autophagosomes est un processus trés rapide. E  n effet, les autophagosomes
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Schéma 15 : Les difféerents types de vésicules impliquées dans O-DXWRSKDJLH
Pendant O -LQ G XK/ L&R-® XW R S Keb Jdukbphagosomes peuvent fusionner avec
différents types de vésicules . lls peuvent fusionner directement avec les lysosomes pour

former des autolysosomes mais ils peuvent également fusionner avec les vésicules

issues de la voie endocytaire , les endosomes, pour former des amphisomes . Les
amphisomes fusionnent également avec les lysososmes pour dégrader leur contenu .



Schéma 16 : Transport des autophagosomes vers la périphérie nucléaire

La plupart des autophagosomes sont formés a la périphérie cellulaire . Pour pouvoir
fusionner avec les lysosomes, ils doivent rejoindre la périphérie nucléaire ou sont
concentrés les lysosomes lors de O-LQ G X BaNQ RDQX W R S keb altéphagosomes sont
transportés le long des microtubules grace a des moteurs moléculaires de type dynéine
ou kinésine . Une fois aux alentours du noyau, les autophagosomes fusionnent avec les
lysosomes . Les protéines majoritairement impliquées dans la fusion des vésicules
appartiennent aux familles des RabGTPases, des SNARE et au complexe HOPS.



Schéma 17 : Formation des autophagosomes depuis la membrane du RE

La formation de @©Omégasome dans la membrane du RE permet de générer une
membrane isolée (ou phagophore ). Le phagophore va croitre M XV T 3€é-jefermer sur lui -
méme formant ainsi @utophagosome . Les autophagosomes vont ensuite fusionner avec

les lysosomes pour former les autolysosomes dans lesquels le contenu de la vésicule
sera dégradé.



apparaissent dans la cellule seulement aprés 5 -10 minutes de privation en
acides aminés (Mizushima et al., 2001) . Cette cinétique extrémement rapide
laisse a penser que les autophagosomes émanent de structures pré -
assemblées ou de structures déja existant es dans la cellule. Les
autophagosomes sont formés simultanément a de multiples sites dans le
cytoplasme (Mizushima et al., 2004) . Ceci suggere que le site originel de

formation des ces vési cules a une distribution variée dans la cellule.

RE: Dans les années 60, le premier organelle proposé pour étre la source des

membranes autophagosomales fut le RE suite a des études morphologique S

des membranes en microscopie électronique (Ericsson, 1969) . Des études

ont démontré que sous certaines conditions de stress , différents marqueurs

des autophagosomes (ULK1, ATG14L, ATG16L, LC3) sont successivement

recrutés sur les omégasomes formés sur la membrane du RE (Axe et al.,

2008) (Schéma 12 ) 'H SOXV XQH SURWPLQH GX 5( DVVRFLpH j
DFCP1 (Double FYVE -Containing Protein 1), est également présente sur la

PHPEUDQH DXWRSKDJRVRPDOH la/mKiscdpie \édtvdnigue aG H

permis de visualiser la présence de DFCP1l dans des régions
G-LQWHUFRQQH[LRQVY HQWUH OHV DXWRSKDJRVRPHV QDLV
RE. '"HV UHFRQVWLWXWLRQV WRPRJUDSKLTXHV RQW pJDOHI
des connections entre les membranes autophagosomales et les me mbranes

du RE (Yla-Anttila et a 1., 2009b) . Méme si les détails moléculaires restent

encore imprécis, il semble clair que le RE participe a la formation de

phagoph ores. Le modele le plus convainqu ant pour le moment est que la
IRUPDWLRQ G:-RPpJDYVRP H Yorngatiop FauG phagopbore, le tout
DERXWLVVDQW j OD IRUPDWLRQ SEhén@a IDXHAWRSKDJRVRPH

La membrane plasmique : /-pTXLSH GX 'U 5XELQV]J]WHLQ D UDSSRU
lipides de la membrane plasmique contribuaient directement a la formation

GHV DXWRSKDJRVRPHV HQ SDUWradiohCehtie ATGWEkFeHIa] O - L Q
chaine lourde de la clathrine (une protéine constituant le « manteau » des
YPpVLFXOHV G-HQGRF\WRVH GpSHQG&RWWH eGaH, ZDTMaF O.DWKULQ
(Q HIIHW OD GpSOpWLRQ GH FHUWDLQV JqQHV UpJXOI
dépendante de la clathrine dimi QXH OD IRUPDWLRQ G:-DXWRSKD
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(Ravikumar et al., 2010b) . La membrane plasmiqu e semble donc également
SDUWLFLSHU j] OD IRUPDWLRQ G-DXWRSRBYPRWVRPHQYW BBV V!
GXUDQW GHV SpULRGHV GH SURGXFWLRQ G-DXWRSKDJR
membrane plasmique pourrait constituer un « grand réservoir de
membrane s @ VDQV FRPSURPHWWUH G:-DXWUHV SURFHVVXV LQ\

La mitochondrie : La mitochondrie a € galement été proposée pour étre une

source lipidique pour la constitution des autophagosomes. En O-DEVHQFH
G-DFLGHV DPLQpV GH QpdidatdixsVetive &R marqueurs de

mitochondries et le marqueur autophagosomal LC3 ont été observées (Hailey

et al., 2010) . De plus, O:-XWLOLVDWIis&Qectnitju€s Ld¥ khicroscopie a

permis de YLVXDOLVHU OD FURLVVDQFH G-DXWRSKDJRVRI
mitochondries (Hailey et al., 2010) . Il a été propos € que la mitochondrie

pouvait constitue r un réservoir de lipides indispensable s a la croissance des
autophagosomes, tel que le phosphatidyl -éthanolimine nécessaire a la

lipidation de la protéine LC3.

Autres sources : '-DXWUH pWXGHV SURSRVHQWtofsXehtretGHV FRQ
certains organites pourrai  ent participer & la production de phagophores . En

effet, O-DER O L3R Qe Gohtact entre le RE et les mitochondries inhibe
GUDPDWLTXHPHQW OD IRUPDWLRQ(H&lep W RIS RKDIDRVRPHYV
"“DXWUHV K\SRWKqVHV PHWWHQW HGHDVYDQS\S DU HRSO GHD Wi
(Yamamoto et al., 1990 , Geng et al., 2010) , des endosomes etdel -HQYHORSSH

nucléaire (English et al., 2009a) dans la provenance de ces membranes.

/ - R U LeJde®membranes autophagosomales reste une question ouverte et de

nombreuses é quipes travaillent sur ce sujet. La participation de plusieurs
RUJDQLWHY VHPEOH pYLGHQWH HW V-HQWUHFURLVH VF
ODUJHPHQW UplpUHQFp TXH O-RUEnedLvarid e bndiithy UHP E U
PRGqQOH G:-pWXGLle typd/ celllafe et | es conditions utilisées pour

LQGXLUH O D XwRdeK Eadteldt s important s qui oriente nt le choix du

réservoir pour la biogenése des autophagosomes (Mari et al., 2011)
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Chapitre 3 : La xénophagie

Du grec xeno, un préfixe se rapportant a « O -pWU D U gHagie pour
«manger », la xénophagie désigne la dégradation par la voie autophagique

G- XQ PLFURRUJDQLVPH LQWUDFHOOXODLUH &HV PLFURRU.
bactéries (Jo et al., 2013) , des virus (Jackson, 2015) , des champignons
(Pinan -Lucarré et al., 2005) ou encore des parasites (Andrade et al., 2006)
La xénophagie permet de restreindre le développement de ces pathogénes
grace a leur dégradation suite a la fusion des autopha gosomes (ou sont
séquestrés les microorganismes) avec les lysosomes (Svenning and
Johansen, 2013) . De nombreuses études ont démontré la dégradation
spécifigue de bactéries  (Shibutani and Yoshimori, 2014) et de virus
(Lennemann and Coyne, 2015) SDU O:D XW R S KrDvitdo H TWhDviQoV

A- La xénophagie, une autophagie spécialisée dans

G@limination de pathogéenes

1- Généralité s

[ -DXWRSKDJLH VpQHWWGYXQH FDUHQFH QXWULWLRQQHOO
LQGXLWH Q-HVW SDV VpOHFWLYH 'HV ERXWV GH F\WRSOI
hasard dans les autophagosomes puis dégradés dans le but de produire
VXIILVDPPHQW G:-pQHUJLH SRXU SHUPHWW UddaroHe, YV XUYLH F
HILVWH XQH VpOHFWLYLWpPp ORUVTXH O-DXWRSKDJLH HVW

éléments spécifigues du cytoplasme. Par exemple, des organelles

endommagés, des agrégats de protéines, ou encore des pathogénes

intracellulaires (Randow and Youle, 2014) . Cette sélectivité est possible grace

a des protéines adaptatrices qui permettent le rapprochement physique

HQWUH OH FDUJR j GpJUDGHU HW OD YpVLFXO¢tesDXWRSK
protéines adaptatrices se lient a des motifs spécifiques sur | e cargo (qualifiés

de «eat-me signal @ HW G-DXWUH SDUW DX[ SURWpPLQHV /& VXU
autophagosomes grace a leur domaine LIR (LC3 Interacting Region) (Boyle

and Randow, 2013) (Schéma 18 ). Jusqu'a présent seulement deux types de

«eat-me signal »ont été decrits O-8E HW BEvytelnfd Randow, 2013)
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Schéma 18 : Les protéines adaptatrices permettent la sélectivité de
O-DXWRSKDJLH

Le cargo a dégrader est décoré de récepteurs moléculaires qualifiés de «eat-me signal »
Les protéines adaptatrices possedent, G - X (péft, des domaines de liaison aux «eat-me
signal »et, G:D X¥ad,Hdes domaines G :-L QW H UdvécViaLfRdine LC3 (domaines LIR)
qui est ancrée dans la membrane des autophagosomes . Grace a cette double interaction

les protéines adaptatrices permettent le recrutement de la machinerie autophagique sur
le cargo a dégrader .



/IH QRP GH O:-DXWRSKDJLH VpOHFWLYH YDULHTXX@OI®RHDFW

dégrade. Par exemple, mitophagie pour | a dégradation de mitochondries ;
péxophagie pour les péroxisomes ; agrégophagie pour des agrégats de
protéines RX HQFRUH OD [pQRSKDJLH SRXU OD GpJUDGL

SURYHQDQW GH O -H[WpU lekXgue BdpathdygehesO O Tdvers de
la dégradation de pathogenes, O-DXWRSKDJLH HVW XQ PpFDQLVPH | S
GH O-LPPXQLWpP LQQpH

2 Les mécanismes moléculaires

'LIITpPUHQFHY DYHF O-DXWR S K3 JrieeBniSi0ed VhdglEcLidiFes mis

en jeu pendant la xénophagie partagent de nombreuses similitudes avec

FHX[ GH O-DXWRSKDJLH FODVVLTXH (Q HIIHW OHV SURWp
UHVSRQVDEOHYVY GH OD IRUPDWLRQ HW GH O-pORQJDWLRQ

la xénophagie. Neéanmoins, il semblerait que le recr utement de certaines

protéines ATG sur le site de formation des autophagosomes, ne suit pas
HIDFWHPHQW OH PrPH PRGgOH TXH FHOXL GH O-EaKWRSKDJ
exemple, la protéine ATG16 est recruté e de maniére indépendante du

complexe ULK1 (Shibutani and Yoshimori, 2014) . Il existe également des
differencesmor SKRORJLTXHV HQWUH OD [pQRSKDJLH HW O-DXWR
été montré g ue pendant la xénophagie des  Streptococcus du groupe A, les
DXWRSKDJRVRPHV IRUPpV VRQW EHDXFRXS SOXV JURV TXI
classique. En effet, les autophagosomes formés lo UV GH O:-LQIHFWLRQ SDI
EDFWpULHVY SHXYHQW PHVXUHU MXVTX:-]j —P HW XQH Y|
plusieurs bactéries (Nakagawa et al., 2004) . Les autophagosomes formés lors

G-XQH FDUHQFH QXWULWLRQQHOOH HX[ RQW XQ t&LDPqWU'}
(soit dix fois plus petits). Enfin, la différence qui est certainement la plus

importante est la reconnaissance des cargos a dégrader qui est sélective. Les

protéines adaptatrices impliquées dans la xénophagie sont pour la pluparts

les mémes que celles qui pe UPHWWHQW OD GpJUDGDWLRQ VpOHFW
endomma JpV RX G:-DJUpJDWV GH SURWPLQHYV

Les protéines adaptatrices de la xénophagie . -XVTX:j SUpVHQW TXDW

protéines adaptatrices ont été décrites pour permettre la xénophagie de
pathogenes : P62, NDP52 (Nuclear Dot Protein 52) , OPTN (optineurine) et
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Schéma 19 : Domaines des protéines adaptatrices impliqgués dans la
xénophagie

Les protéines adaptatrices impliquées dans la xénophagie possédent toutes un domaine
LIR, exceptée la protéine NDP52 qui possede un LIR non canonique appelé CLIR. Les
domaines LIR permettent aux protéines adaptatrices G -L Q W Hauda Jds protéines de la
famille LC3/GABARAP (qui décorent la membrane autophagosomale ). Le domaine CLIR
ne permet O-LQWHUDX Dl B@orme LC3C. Les protéines adaptatrices possedent
également des domaines UBA qui leur permettent G-LQWH&avBclldés substrats
ubiquitylés . La protéine NDP52 présente également un domaine de liaison a la Galectin -
8 lui permettant G -r Wddidtée sur les membranes endommagées .



TAX1BP1 (Taxl Binding Protein 1) . Toutes ces protéines possedent des

domaines de liaisons a LC3 (les domaines LIR) et des domaines de liaison

aux Ub (les domaines UBA) ( Schéma 19). Les protéines adaptatrices ont  été

gualifiées récemment comme étant un nouveau groupe de récepteurs de
O-LPPXQLWp lda@dmeHles SLR ( P62/SQSTM1 -like receptors) (Deretic,

2011). En effet, SXLVTX-HOOHV SHUPHWWHQW OD UHFRQQDLVVD
de pathogenes , ces protéines constituent une barriere d e deéfense lors de
O-HQWUpH GHVddns RUERIEHd! V Parmi ces protéines, NDP52 posséde

cependant quelques particulari  tés

La protéine NDP52 : 7R XW G - DNE®RBPGst la seule protéine adaptatrice a

avoir un domaine de liaison a la Gal8 (Schéma 19), lui permettant ainsi de

recruter la machinerie autophagique sur les membranes rompues par les

pathogenes (Thurston et al., 2012) . Ensuite , le domaine LIR de NDP52 est

différent des autres domaines LIR. , O V-DJLMvbn@ing QIR non canonique

appelé CLIR (LC3C Interacting region) (Boyle and Randow, 2013) (Schéma

19) qui LQWHUDJLW SUplpUHQWLHO O HE3B QA donfrkife, ded VRIRUP |
autres protéines adaptatrices interagi ssent avec plusieurs orthologues

appartena nt a la famille des protéine s LC3/GABA RAB via leur domaine LIR

classique (von Muhlinen et al., 2012) . La différence la plus notable entre le

motif CLIR et le motif LIR est I'absence d'un résidu aromatique dans le

domaine CLIR. &HFL DEROLW O:-LQWHUDFWLRQ GH 1'3 DYH
LC3/GABA RAB H[FHSWp O:LVRIRWPR Mulll&e’ et al., 2012) . LC3C

est nécessaire pour restreindre la prolifération de bactéries comme les
salmonelles ; sa présence est requise pour le recrutement des autres

protéines de types LC3/GABA RAB (Boyle and Randow, 2013) . De par sa

capacité a se lier a la Gal8 et a recruter spécifiquement LC3C , la protéine
NDP52 est donc unique parmi les protéines adaptatrices (von Muhlinen et
al., 2013) .

Réles supplémentaires des protéines adaptatrices . Certaines protéines

DGDSWDWULFHYV SHXYHQW MR XH UecBnmai¥sanhteH car@d vV TXH OL
dégrader. Par exemple, P62 est aussi décrite comme une protéine

«échafaudage » dans la signalisation de la voie 1)E% (Q H Pa&2Wossede
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Schéma 20 : Détection de la salmonelle par les protéines adaptatrices

Lors de son entrée dans la cellule Salmonella est détectée par les protéines adaptatrices
de O D XW R SKlé&ctiMeHgrace a leurs recrutement sur les «eat me signal »)selon deux
systémes. Le premier reconnait directement la bactérie grace a son ubiquitylation et le
second détecte les vésicules rompues par la bactérie . En effet, grace a leurs domaines
UBA les protéines p62, NDP52, OPTN et TAX1BP1l sont recrutées sur la bactérie
ubiquitylée . La protéine NDP52 reconnait également la Gal8 qui décore la vésicule
rompue contenant la bactérie. Grace a leurs domaines LIR/CLIR, les protéines
adaptatrices interagissent avec les protéines LC3 situées sur la membrane des
autophagosomes . /-HQVHP EH® Hes interactions aboutit au recrutement de la
machinerie autophagique sur la bactérie a dégrader .



un domaine TBS (TRAF6 binding site) qui permet son interaction avec une

ubiquitine ligase FOHI GH OD Y RIRAFA (TRifreceptor associated factor

6) (Moscat et al.,, 2007) . SOXVLHXUV pWXGHV RQW PRQWB O:-LPSC
GDQV O-DFWLYDWLRQ®)E34{Selbdd ahi LBHrenschwender, 2015

Moscat and Diaz -Meco, 2009) . En ce qui concerne les protéines NDP52 et

OPTN, en plus de leur réle dans la détection des bactéries, elles participent

aussi la maturation des vésicules autophagique s lors de la xénophagie

(Verlhac et al., 2015) . En effet, NDP52 et OPTN sont capables de recruter le

moteur moléculaire  MYO-VI (myosine 6) (Morriswood et al., 2007) qui est

impliqgué dans la maturation et la fusion des autophagosomes avec les

lysosomes (Tumbarello et al., 2012)

3- Détection et dégradation du pathogene O-H[HPSOH GHYVY 6DOPRQHO
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium ) est une
entérobactérie, un bacille a gram négatif qui cause des gastro -entérites
VpYqUHV FKH] Q\pkeR $OR Hternalisation  cellulaire dans une vésicule

«atypique», la bactérie sécréte des protéines dans le cytoplasme de la cellule

via son T3SS (type Il secretion systems) . Ces protéines permettent de

modifier cette vésic ule pour créer « la vacuole contenant la  Salmonella » (ou

SCV pour « Salmonella containing vacuole ») qui constitue la niche de

réplication de la bactérie (Birmingham et al., 2006) . L - L @rtion du T3SS a

travers la membrane de la SCV peut endommager son intégrité et induire sa

rupture (Roy et al., 2004) . Si la SCV est rompue, la bactérie atteint le

cytoplasme ou elle ne se multipliera de maniere efficace que si une

autophagie fonctionnelle est absente des cellules infectées (Boyle and

Randow, 2013) . (Q HIIHW HQ O -BEBHIQWHGRQF HQ O-DEVHQFH ¢
DXWRSKDJLH IRQFWLRQQHOOH OD UpSOLFDWLRQ GH OD
(Birmingham et al., 2006) . La présence de la salmonelle dans le cytoplasme

est déceléee par la cellule selon deux modeles, soit en détectant la SCV
endommagée, soit en détectant directement la bactérie ( Schéma 20). Ces

systemes de détection permettent le recrutement de la machinerie

autophagique sur la bactérie DILQ GH O-pOLPLQHU
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Schéma 21 : Vue G- -HQVHPde® Facteurs impliqués dans la détection de
Salmonella

Schéma détaillé représentant O -H Q V HdeE @rbtéines impliquées dans le recrutement
de la machinerie autophagique sur la salmonelle .



Détection de la vésicule rompue &RPPH QRXV O:-DYRQV pYR
SUpFpGHPPHQW OD SHUWH G:-LQWpJULWp GHV PHPEUDQH

lectines cytosoliques appartement a la famille des galectines (Gal). Outre la

Gal3, ide QWLILpH SRXU rWUH UHFUXWQpH SS #eghéD QWleOD -HQWUDp
membranes rompues (Paz et al., 2010) , les Gall,8 et 9 sont aussi recrutées

sur les membranes endommagées. (Dupont et al., 2009; Thurston et al.,

2012) . En revanche, des expériences utilisant des siRNA dirigés contre les

différentes Gal ont montré que seule la Gal8 restreint la prolifération de S.
Typhimurium (Thurston et al., 2012) . Cette fonction protectrice dépend de sa

capacité a recruter la machinerie autophagique en liant la protéine

adaptatrice  NDP52 (Schéma  20). /ID UXSWXUH GHV 6&9 D G:DX
conséquences intracellulaire V LQGXLVDQW O-DXWRSKDJLH 7RXW G-D
al RQW GpPRQWUp TXH OR BVIyghimiuib,Q M/ iugitHe GeHa SCV

induit une carence en acides aminés intracellulaires et déclenche une

autophagie dépendante de la voie mTOR (Tattoli et al., 2012) . Enfin, la
PURGXFWLRQ HW O:DFF Xdeygd@m L(RAB) G 168 SCV sont

nécessaires au recrutement des protéines LC3 sur la salmonelle (Shahnazari

etal., 2010) (Schéma 21).

Détection de la bactérie  : Des études de microscopie électronique ont montré

gue 2h post-infection, une petite proportion de S. Typhimurium (environ

15%) ne colocalise p lus avec le marqueur de la SCV mais ces bactéries sont

libres dans le cytoplasme (Perrin et al., 2004) . Elles sont rapidement

ubiquitinylées par des  ligases encore inconnues. Seule s les bactéries qui ont

URPSX OD 6&9 HW RX UHMRLQW OH F\WBNMR@EamRQW GpFRUpt
2006; Perrin et al., 2004) . Trois protéi nes adaptatrices reconnaissent ces

bactéries d¢ FRUpHV G:-8E JUkKFH j OHXU: B6R,PD BQ HH SVIARTN

(Thurston et al., 2012; Wild et al., 2011; Zheng et al., 2009) (Schéma 21).
Cette reconnaissance participe au recrutement de la machinerie
autophagique sur la bactérie . De plus, le gr oupe de F. Randow, a mis en
evidence que NDP52 permet le recrutement du complexe TBK1 sur la

bactérie ubiquitinylée (Thurston et al.,, 2009) . TBK1 phosphoryle ensuite
0-2371 V XUséXitgkHdjacente a son domaine LIR ce qui augmente son
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efficacité de liaison a LC3 (Schéma 21) et par conséquent renforce
O-pOLPLQ® W LTREIiMmurium par autophagie (Rogov et al., 2013) . Une
étude plus récente de ce méme groupe démontre que TBK1 permet
également le recrutement de facteurs importants pour la formation des
autophagosomes tels que les protéines WIPI2  (Thurston et al.,, 2016) . Plus

récemment, la protéine TAX1BP1 (un paralogue de NDP52) a été décrite

comme étant recrutée sur les bactéries poly -ubiquitinylées ( Schéma 21). Le
recrutement de ces protéines adaptatrices se fait de maniere indépendante
les unes des autres sur la méme bactérie (Cemma et al.,, 2011) mais la

GpOpWLRQ G- XQH VHXOH GH FHV SURWPpPLQHVY HQWUDVQH X
bactérie (Gomes and Dikic, 2014) . Ceci suggere que ces protéines agissent en

coopération pour induire la xénophagie de S. Typhimurium. Les proté ines

adaptatrices ne sont pas les seules a détecter la bactérie et a participer au

recrutement de la machinerie autophagique. /[ XELTXLWLQH OLJDVH /56%0C
été identifiée pour étre recrutée sur les salmonelles bien que son ligand

bactérien et le substrat de  son activité ligase restent inconnus (Boyle and

Randow, 2013 ). En revanche, LRSAM1 lie NDP52 et pourrait participer a la
VWDELOLVDWLRQ GH O-LUD\Battdriz F(WueRaDall, 212) (Schéma

21). Enfin le recrutement direct de protéine s ATG sur la bactérie

ubiquitinylte HVW pJDOHPHQW SRVVLEOH &-HVW OH FDBV G-$7*
terminale peut directement reconnaitre les motifs Ub et par conséquent étre

directement recrutée sur les bactéries décorées de motifs Ub (Fujita et al.,

2013) (Schéma 21).

B- Xénophagie et immunité

1-5HODWLRQV HQWUH OHV VHQVHXUV GH O:-LPPXQLWp LQQP

Le systéme immunitaire  inné constitue la premiére ligne de défense contre
I'invasion par des microorganismes intracellulaires. Il repose sur une grande
famille de récepteurs: les PRR (Pattern Recognition Receptor) capables de
reconnaitre des motifs portés par les pathogenes, les PAMPs (Pathogen -
Associated Molecular Patterns)  (Mogensen, 2009) /[ -DFWLYDWLRQ GH QRPE
355 SHUPHW O-LQGXFWLRQ GH O DmieQ&@mkd@adncHnBdit Q G-pOL
(Schéma 22) (Wileman, 2013) .
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Les NRL : Les PRR NOD1 et NOD2 (Nucleotide binding and Oligomerization

Domain) qui appartiennent a la famille des NLR (Nod Like Receptor)

détectent la prése nce de bactéries dans le cytoplasme en se liant aux
peptidoglycane de leur paroi (Girardin et al., 2003) /| -DFWLYDWLRQ GH 12°
NOD2 par Shigella flexneri SHUPHW OH UHFUXWHPHQW G-$7* | OD
plasm LTXH DILQ G:-LQLWLHU O:-DXWRSKDJLH VXU OH OLHX
(Travassos et al., 2010) (Schéma 22 ) . Des mécanis mes similaires ont été

observés chez la drosophile  (Yano et al.,, 2008) , ce qui suggere que ce
PpFDQLVPH GH GpIHQVH DQWLEDFWpPULHQ D pWp FRQVHUY

[-LQIODPPDVRPHQIODPPDVRPH HVW  XQ FRPSOHI[H GH

oligomérique s formé suite a la reconnaissance des PAMP par les NLR. | I

favorise la maturation et la production des cytokines proinflam matoires IL -

A HW- ,/SDU O -DFWLYDWLR&BpaSeH1l van &U\Rerdonk et al.,
2011) 'H QRPEUHXVHV pWXGHV RQW PRQWUp OD UpJXODWLI
pDU O-DXWRSK Détlversal (Wuk'dnB Bb, 2013) (Schéma 22 ).

LesTLR: / DXWRSKDJLH SHXW pJDOHPHQW rWUH DFWLYpH OR
pat hogénes lorsque leurs PAMP sont reconnus par les TLR  présents sur la

membrane plasmique et sur celle des endosomes. Par exemple, la

reconnaissance de certaines mycobactéries SDU OH 7/5 DFWLYH O:-DXWR

(Xu et al.,, 2007) (Schéma 22 )./ -DFWLYDWLRQ GHV 7/5 GHV UpF
endos omaux connus pour détecter les ARN viraux double brin (pour le TRL3)
HW VLPSOH EULQ SRXU OH 75/ HW L QEERXUWLW @ X Q VH. FOV- IDRX(

virales (Delgado et al., 2008) (Schéma 22 ). Une fois de plus , ces mécanismes

GH GpWHFWLRQ HW G:-pOLPLQDWLRQ GH SDWKRJqQHV VHP
SXLVTX-LOV VRQW pJDOHPHQW SUpVHQWYV FKH] OD GURVRS
du VSV (Vesicular Stom atitis Virus) SDU OH 7/5 SHUPHW pJDOHPHQW C

une autophagie antivirale chez la drosophile (Nakamoto et al., 2012)

Les RLR : La détection de virus a ARN dans le cytosol est souvent due a la
reconnaissance de leur génome par les senseurs de la famille des RLR (RIG -1

Like Receptor) tel que RIG -I (Retinoic acid -Inducible Gene 1) (Takeuchi and
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Schéma 22 : Activation de O-DXWR S gab Jes HPRR

La détection de microorganismes par les senseurs de O-LPPXQihnéep peuvent
également participer a O-LQGXBAWQRIX W R S K-IMHAWL Y &% NR.QNOD1/ 2), TLR

(TLR3/ 7/ 8/ 4) et autres senseurs G -$ ' Imicrobien (cGAS) peuvent induire O-LQGX&#WLRQ
O -D XW R SEKrDdeLdégrader le pathogéne détecté. Les voies de signalisation conduisant

a O-DFWLY® Wiflid@asome et a O-LQGXE&WIORDXWRSKDHQWUHEWRLVHQW
conséquent, O -DFW L ¥eD WiflaRi@asome semble réguler O -LQG X BWQ FDQXWR SKDJLH
vice et versa. /-LQGXFWe&RQ: -DXWRS Igéutl Lébalement réguler la réponse
inflammatoire en altérant O -D F W L delx@thifRsQNLR tel que RIG-I.



Akira, 2008) . Une fois activés, ces senseurs active nt la voie de signalisation
FRQGXLVDQW |j OD SURGXF® tUeR@peq - (IFNW A UHMU RAJL La

délétion d es protéines ATG5 et ATG7 induit XQH SURGXFWLRQ DE-HUUDQW
dXUDQW O LaarleFYSVRY) O-LQYBODVHXUH[SUHVVLRY &-$7*

entraine une diminution de la réponse IFN -1 (Jounai et al., 2007 ) (Schéma

22). En effet, le complexe ATG5 -ATG12 régule négativement la production

G-,)1 GH W\Sinteragis€ant directement  RIG-I (Jounai et al., 2007) . Ces

résultats suggerent que certaines protéines ATG peuvent réguler

négativement la réponse antivirale induite par les RLR.

Autres senseurs: /D GpWHFWLRQ G-$'1 F\WRVROLTXH HVW pJDOtL
O-DXWRSKDJLH /D SURWpL QHddd&dcterd NADN ERSEIUE et

active l'axe de signalisation STING -TBK1-IRF3 conduisant a la production

d'IFN-I (Ma and Damania, 2016) . Le rble de la voie cGAS -STING dans
O-LQGXFWLRQ GBJLA-DEAWWRIBEW O:-LQIHFYdeR@entYé&@®&@ DOH D
démontré. cGAS interagit avec la Beclinl , cette interaction perme t de limiter

OD UpSRQVH ,)1 SHQGDQW O -1 (®leHEWSinmIex Giis 1)6 9 et
SHUPHW pJDOHPHQW G-LQGXLUH O-DXWRSKDanglet®.J]LQ G:-pOlL
2014) . Une autre étude a démontré que la détection de M. tuberculosis par

cGAS SHUPHWWDLW O:XELT X Latt&@Detv4aR @eg@dthtidd DparEla

xénophagie induite par P62 et NDP52 (Watson et al., 2012) . En effet, en
O-DEVHQFH GHla6bactetie Q-HVW SOXV UHFRQ @xidineS D
adaptatrices HW GRQF Q-HVW SO XVOGHX WRGBDHEDI2 ).

2- La phagocytose associée aux protéines LC3

Il existe un autre processus impliquant la protéine LC3 qui permet de
dégrader des microorganismes intracellulaires. Ce mé canisme appelé
phagocytose associée aux protéines LC3 (ou LAP pour « LC3 associated
phagocytosis ») a été observé pour la premiére fois dans des cellules
phagocytaires (Sanjuan et al., 2007). Cette étude a démontré que
O-LQFXEDWLRAQ GH Hsdhérh@mULddl/ ) ou de levures
(Saccharomyces cerevisiae ) avec des ma crophages exprimant la protéine
LC3-GFP induisait la translocation de LC3 sur les phagosomes et ce, 5 a 10

PLQ D SUQq¥rn@isatiQrides microorganismes (Schéma 2 3). La présence
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Schéma 23 : La phagocytose associée aux protéines LC3 (LAP)

Lors de la phagocytose de certains pathogénes, les protéines LC3 peuvent étre recrutées
sur le phagosome . Ce recrutement semble promouvoir la maturation des vésicules ainsi
gue la dégradation du pathogéne capturé par les cellules phagocytaires . La LAP est
différente de O D XW R S&cbnyértionnelle» SXLVTX -@ Q@8 O pdsXlal formation de
vésicules a doubles membranes telles que les autophagosomes .



de LC3 sur les phagosomes améliore la maturation des vésicules ainsi que la

destruction du pathogéne englouti, par la fusion des phagosomes avec les

lysosomes (Sanjuan et al., 2007) (Schéma 2 3). Ceci fut également démontré

SRXU G-DXWUHYV SD3%guR JMy@dthactekiim Gnarinum  (Lerena and

Colombo, 2011) , Burkholderia pseudomallei (Gong et al, 2011) ou

encore Aspergillus fumiga tus (Chamilos et al., 2016) . La LAP est différente de
O-DXWRSKDJLH FODVV Isfipédsadsdzide B @ @ihafonHle vésicules

a double membranes comme les autophagosomes (Schéma 23 ) (Shibutani

and Yoshimori, 2014) " XQ SRLQW GH YXH PROpFXODLUH OD /$3 C
toutes les protéines ATG pour son fonctionnement. Par exemple, le complexe

8/. Q-HVW SDV QpFHVVDLUH DORUV TXWKAT@HYBE&IIRWpPLQHYV
sont indispensables  (Martinez et al., 2011) . Outre son implication dans la

dégradation de pathogenes, la LAP a été aussi décrite comme étant impliquée

GDQV O:-pOLPLQDWLRQ GH(MaHeDt@H \201RR U & [dé¢rétion

G-,)1 GH W(Hehhult et al., 2012) ou encore la présentation antigénique

via le CMH de classe Il (Romao et al., 2013) .

3- La présentation antigénique

En plus des lie QV pWURLWV H[LVWDQW HQWUH O-DXWRSKDJL
O-LPPXQLWp LQQpH O-DXWRSKDJLH FRQWULEXH pJDOHPH
réponse immunitaire adaptative (Minz, 2016) . Elle participe a la
SUpVHQWDWLRQ G-DQWLJgQHV SDU OHV $3& $QWLJIHQ
lymphocytes T lor s de certaines infections virale s ou bactériennes et est

UHTXLVH SRXU OD PLVH HQ SODFH G-XQH UpSRQVH DGDSW
HIHPSOH GpPRQWUDQW O:-LPSOLFDWLRQ GH O-DXWRSKDJ
antigénique dans un contexte infectieux fut découvert SDU O:-pTXLSH GH &
0Q] ORUV GH O:LQIHFWLRQ SDU O (%9 (SVWHLQ %DUU YLI
PRQWUp TXH O:-LQKLELWLRQ GH O:-DXWRSKDJLH HQWUD?
O-DFWLYDWLRQ GHV FHOOXOHYV-I7 (RaludanSdD @l., @QBD5)& 0 +

/| -DEWLYDWLRQ GH ODNDPIRGIVHPBODEBEXDQW O-DXWRSKDJLH I
démontrée ORUV G:-LQIHFWVWR @Blanthetltan® Piguet, 2010; Blanchet

et al., 2010) etle RSV (Respiratory syncytial virus) (Reed et al., 2013) . Enfin

XQH pWXGH SOXV UpFHQWH D PRQWUp TXH O-DXWRSKDJLH
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Schéma 24 : Implication de O D X W R S #ans] laHprésentation  antigénique

Lors de la dégradation de pathogénes intracellulaires par O-DXWRSHKkeBJLH
produits de dégradation générés peuvent constituer des peptides microbiens . Ces
peptides peuvent étre adressés aux molécules du CMH-II grace a la fusion des
vésicules autophagiques avec des vésicules contenant les molécules du CMH-II.

Par conséquent O -DXWR SgaficijgeHa O-DFWL Y&WellReE de O-LPPXQLWp
adaptative via la présentation antigénique .



G-DQWLJqQHV LQFRUSRUpPV GDQV (Keih & RIS Z06)H. GHY $G9
point de vue cellulaire, les microorganismes capturés par les phagophores

vont étre dégradés par les mécanismes de la xénophagie précédemment

décrit s. Lors de cette dégradation, des peptides microbiens sont produits

dans les vésicules autophagiques. Ces autophagosomes peuvent ensuite

fusionner avec les compartiments contenant les molécules du CMH -1l

(Complexe Majeur Histocompatibilité) ou les peptides microbiens
précédemment générés peuvent y étre chargeés (Schéma 2 4). Le complexe

CMH -1l/Antigene est ensuite transporté a la membrane plasmique ou il va

SHUPHWWUH O-DFWLYDWLRQ Qwinz, B01E® O XaD ptésentati&r

antigénique grace au CMH -I peut également étre connect pH j] O-DXWRSKDJLH
QRWDPPHQW ORUV GH O LD (EhgighleRa) 260900 -+ AL PSOLFDWLRQ
GH O-DXWRSKDJLH GDQV OD SUpVHQWDWLRQ DQWLJIpQLTXH
a également été mis e en évidence (Minz, 2012) méme si ce mécanisme a été

SOXV REVHUYp ORUYViraed. QIHFWLRQ

4- La xénophagie et la réponse interféron

La réponse interféron : /HV LQWHUIpURQMais GHo idteBe@e] »:
HPSrFKHU JrQHU V-RSSRVHU j RQW pWes @ebuveBésHPLqUHYV

En 1957 Isaacs et Lindenman ont découvert les interférons en étudiant le

virus de la grippe (Isaacs and Lindenmann, 1957) . Les IFN stimulent le

systeme immunitaire et perme ttent OD PLVH HQ SODFH G-XQH UpSRQVH

UDSLGH /HV ,)1 GH W\SH VRQW VpFUpWpV SDU-BSHNW\PSK

par des cellules épithéliales ou par des ILEUREODVWHY -BRXAWD 0O-,)1

reconnaissance des virus par les PRR enclenche les voies de signalisation

PHQDQW j OD VI\QWKgVH G SgnEm@ B 5\ L84 IFN sont ensuite

sécrétés et reconnus par leurs récepteurs a la surface des cellules. Cette

recoQQDLVVDQFH SHUPHW G-DFWLYHU O-H[Sdéma\2LRQ GHV J

Les ISG codent pour diverses protéines antivirales . Par exemple, O-HQ]\PH
-oligoadénylate synthétase (OAS) qui est impliquée dan s la dégradation

des ARN viraux, la PKR qui détecte les ARN double brin et bloque la

réplication virale ou encore des protéines des complexes CMH -1 et CMH -Il ce

TXL SHUPHW G:-DXJPHQWHU O -DFWLYDWLR Raciall &hdLPP XQLW
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Schéma 25 : La réponse interféeron de type |

La détection des virus par les PRR induit une signalisation dépendante des
facteurs de transcription NFkB, IRF3-7 et IRF5-7, conduisant a la
transcription des génes codant les interférons de type |. Une fois sécréteés,
les IFN-I se lient a leurs récepteurs a la surface des cellules . Cette liaison
active la voie JAK/STAT qui induit la transcription des genes stimulés par
O -,)(ASG). Ces genes codent un panel de protéines antivirales qui vont
permettre de limiter la réplication du virus .



Goodbourn, 2008) . Les IFN de type 2 (IFN -A VRQW VpFUpWpV SDU

lymphocytes T et les cellules NK (Natural -Killer) ; ils vont permettre de
UHFUXWHU OHV FHOOXOHV HIIHFWULFHYVY GH O:-LPPXQLWp |
pour éliminer les cellules infectées. Ainsi, ensemble les IFN de type | et de

W\SH ,, SHUPHWWHQW GH OLPLWHU O:-LQIHFWLRQ YLUDOH

virus et en détruisant les cellules infectées.

,PSOLFDWLRQ GH O-DRWWRERDUHH SHXW SURPRXYRLU OD
G-,)1 GH W\SH HQ IRISURAMR ¥iX@PRR. Par exemple, lors de
O-LQIHPaWNIeR @SV, les autophagosomes séquestrent des ARN viraux et

les délivrent au TRL7 lors de la fusion autophagosomes -endosomes. Ceci
FRQGXLW j OD SURGK(ES eRa) 26079)1. Dans certains contextes,

O -DXWRSKDJLBGBHPHWQWILQKLEHU OD SURGXFWLRQ G:-,)1 Gt
O-LQIHFWLRQ SDU OH 9+& 9LUXV GH O-+pSDWLWH & O-DXV
stress de RE semble inhiber la réponse IFN (Ke and Chen, 2011b) . En effet,
ORUVTXH O-DXWRSKDJLH HVW LQKAE®XHODODp B F\R DR® LG/ V)OI
du VHC par RIG -l est plus importante ; a contrario TXDQG O-DXWRSKDJLH
stimulée , OD VpFUpWLRAQHE W) I QKé BmHChen, 2011a) . L-,)1A

guant a lui  promeut la fusion des autophagosomes avec les endosomes , ce

qui permet comme dit précédemment de fournir a ux TLR de la membrane

endosomale GHV 3%$03 HW SDU FRQVpTXHQW G-DPSOLILHU OD Ug
type | (Desai et al., 2011) . Ces interconnex ions entre la réponse immunitaire
DQWLYLUDOH HW OD [pQRSKDJLH VXJJgUHQW TXH O-DXWRSI
durant les infections virales. En effet, plusieurs études démontrent que

O - D X W ReSoEUD avoir un rble antiviral mais également pro -viral.
C- Xénophagie et les virus

1-5{OH DQWLYLUDO GH O-DXWRSKDJLH

/| -DXWRSKDJLH SHXW SDUWLFLSHU DX FRQWU{OH GHV LQIF
modeles, soit en activant la réponse immune (se conférer au paragraphe

précédent), soit en dégradant directement le virus ou les protéines virales.

([HPSOHV GH U{OH DQWLYLUDO Hitbtiquernénx WiReS ded J L H
premiere protéine s mammifere s GH O-DXWRSKDJLH OD %HFOLQ D pW
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dans le contexte de |infection du systéme nerveux central par un virus

HQYHORSSp j $51 OH YLUXV 6LQGELV /RUV GH FHWWH pW X
D FRQVWDWp TXH O-H[SUHVVLRQ IRUFpH GH OD %HFOLQ C
UpGXLVDLW OH WLWUH YLUDO Hh¢ edcephelife JaddelcalséeD VR XULV
par le virus (Liang et al., 1998) . Plus récemment, cette méme équipe a mis en

PYLGHQFH TXH O-DXWRSKDJLH FRQWU/{O HvirGsDch€ZHXUR Y L U X(
souris. En effet, OD SHUWH GH IRQFWLRIE meudies d& Bauks

infecttes DXJPHQWH OD VXVFHSWLELOLWp GH O:-DQLPDO j Gp"
létale. /-DEVHQFH G-$7* Q:DIIHFWH SDV OD UpSOLFDWLRQ
associée a une augmentation de la mort des neurones et une accumulation

des protéine s virales (Orvedahl et al., 2010) . In vitro, ils ont montré que la

protéine adaptatrice P62 interagissait avec les protéines de capside et

permettait la dégradation de celles -ci grace au recrutement des
autophagosomes (Orvedahl et al., 2010) . Ensemble, ces résultats in vivo et in

vitro VXJJqQUHQW TXH O-DXWRSKDJLH SURWgJH FRQWUH OD
Sindbis en dégradant les protéines virales et en empéchant la mort cellulaire

LQGXLWH SDU Qaldé€yratiatidhlde @ mposants viraux individuels (tels

TXH OHV SURWpPLQHV YLUDOHYV SDU O-DXWRSKDJLH HV\
«virophagie »(Ma et al., 2013) . La virophagie est également présente lors de
O-LQIHFWLRQ SDU OH 9usenvEloppHd/appaxi€naitlala famille des

Rétrovirus. En effet, la protéine Tat (protéine transactivatrice) présente dans

les cellules infectées mais aussi la protéine Tat sécrétée puis internalisée

dans les cellules non infectées est ubiquitinylée puis dé tectée et dégradée

par le systtme Ub -P62-LC3 (Sagnier et al., 2015) . Dans le contexte des
LQIHFWLRQVY YLUDOHYVY OD YLURSKDJLH VHPEOH S@XV IUpTX
autophagie sélective de la particule virale entiére pour lutter contre la

réplication des virus. Il existe de nombreux exemple s de virus ou
O-DXWRSKDJLH SHUPHW GH FRQWU{OHU OD UpSOLFDWLRQ
permet de limiter la réplication d -autre s virus ARN, tel que le RVFV (Rift

Valley Fever Virus, Moy et al.,, 2014) ou le CHIKV ( Chikungunya , (Judith et

al.,, 2013) . Plusieurs virus a ADN ont aussi été décrits pour induire
O-DXWRSKDJLHVvVare¢ela9=BRVWHU 9LUXV LQGXLW O-DXWRSKDJ
stress du RE (Carpenter et al.,, 2011) RX HQFRUHL Qui+#riQit une
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autophagie incompléte (Santana et al.,, 2012) . (Q UHYDQFKH MXVTX-j SUp\
DXFXQH pWXGH Q:-D GpPRQWUp FODLUHPHQW OD GpJUDGD

leurs composants viraux.

Conservation de O -DXWRSKDJLH DX FRXUV. GBXWRIRDXWL RIR X I
pJDOHPHQW XQ U{OH ORUV GH O:LQIHFWLRQ YLUDOH GHV \
GArabidopsis par OH YLUXV 709 7REDFFR ORVDLF 9LUXV LQGXI
dans les zones infectées et les tissus adja  cents. Des plantes déficientes pour

les genes Beclinl, PI3K/Vsp34 , ATG3 ou ATG7 sont plus sensibles a
O-LQIHFWLRQ SDwWwet@lH200®Y , VXJIqUHQW TXH O-DXWRSKDJLH
aussi avoir un réle antiviral chez les végétaux. Une étude menée chez la

drosophiliea PRQWUp TXH O-DXWRSKDJLH SHUPHWeh®gds/L GH SU
G-XQH LQIHFWLRQ DX 969 (Q HIIHW XQH LQKLELWLRQ GH

augmentation de la réplication du virus tant sur des cultures de cellules in

vitro que chez les mouches adultes (Shelly et al.,, 2009) , suggérant que
O-DXWRSKDJLH SHUPHW OH FRQWU{OH GH O:LQIHFWLRQ
arthropodes. /-HQVHPEOH GH FHV UpVXOWDWY GpPRQWUH TXH (
réle clef dans le contrble des infections viral es et ceci face a des virus de
GLIIpUHQWHY IDPLOOHV HW G-K{WHV WRXW j IDLW GLIIp!
GURVRSKLOH FRQILUPDQW XQH IRLV GH SOXV TXH O-DXWHF
FRQVHUYp DX FRXUV GH O-pYROXWLRQ

[-DXWRSKDJLH XQH FLEOH LW tegoddasel ¥undld axhitiviral de
O-DXWRSKDJLH SHXW rhWUH XWLOLVpH SRXU OD PLVH HQ S¢
DQWLYLUDOHV $ FHW HIIHW O-HTXLSH GH % /HYLQH D LGl
O -DXWRSKD-Betlinl)7@uWwlimite de 10 a 50 fois la réplica tion de

différents virus in vitro (CHIKV, West Nile virus, VIH ou encore le virus

Sindbis) /- XWLOLVDWLRQ GH FH SHSWLGH DXJPHQWH pJDOHP

infectées par le virus Chikungunya et le West Nile virus (Shoji-Kawata et al.,

2013). Cette approche thérapeutique présente tout de méme certaines

limites. En effet , XQH GpUpJXODWLRQ GH O-DXWRSKiudldd SHXW L
métaboliques importants de la cellule et de nombreux virus ont développé

des stratégiespou U OLPLWHU O-LQGXFW L RJ® fagdth a0 eEhAppeRS KD JL H

sa dégradation.
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Dégradation
de p62

Schéma 26 : Contre -mesures virales pour inhiber O-DXWRSKDJLH

Plusieurs virus ont mis en place des stratégies pour altérer le fonctionnement de la
machinerie autophagique Plusieurs exemples sont décrits dans ce schéma. Certains

virus (CV3B, DENV) sont capables de dégrader ou G -L Q G lld8&gradation de la protéine
adaptatrice p62. '-D X W WiH¥ (le virus de la vaccine, IAV) affectent la protéine LC3 qui

est une protéine cruciale pour la formation des autophagosomes . Enfin, de nombreux

virus (HSV-Il, HIV, MHV-68, KSVH, ou encore le CMV) codent des protéines capables
G-LQWHayérJlaUBeclinl O-HPSrF Kah§ Wle jouer son role dans O-LQGXHE&LRQ
O-DXWRSKDJLH



2- ERQWUHPHVXUHY YLUDOHYV SRXU LQKLEHU O-DXWRSKDJLH

/IHV YLUXV RQW PLV DX SRLQW GLIIpUHQWHYV VWUDWPpPJLHV
O - D X W R S®é3 gttatégies peuvent viser  diverses protéines impliqguées dans
OH SURFHVVXV GH GpJUDGDWLRQ GXSdhetdax26 DU O-DXWRSKI

Dégradation de P62 : Certains virus ciblent la protéine adaptatrice P62 afin
G:-pYLWHU OHXU GpJUDGDWLRQ SDU (Sohdnd Ve® $KIedLH VpO
entérov irus CVB3 (coxsackievirus B3) codent pour une protéase qui clive P62

ORUV GH O:-LQIH(BN&RIQ2(1BU DL@ Mirus de la Dengue (DENV)  lui,

induit la dégradation progressive de P62 par le protéasome au cours de
O-LQIHBMAEL &@l., 2015) . Dans les deux cas, cette dégradation empéche

le recrutement de la machinerie autophagique sur les virus ce qui inhibe

leur dégradation par la xénophagie (Shietal., 2013 , Metz et al., 2015) .

Altération de la formation et de la maturation des autophagosomes

"-D X V¢ Wirus interfere nt avec la formation des autophagosome s (Schéma

26). Le virus de la vaccine par exemple induit une lipidation a berrante de

LC3 ce TXL DOWqUH OD IRUPDWLRQ. Ge®d xhWdr/atkmsJéV R P HV
PLFURVFRSLH pOHFWURQLTXH PRQWUHQW TXH FHp&8EWH OLSI
GH IRUPDWLRQ G:-DXWRSKDJRVRPHV SXLVTXH OHV FHO
dépourvues de vésicules a double m embrane (Moloughney et al., 2011) . Le

virus 1AV  (Influenza A  Virus) lui, provoque une accumulation
G-DXWRSKDJRVRPHV HQ EORTXDQW OHXU ViX¥dfRo@Eim@@YHF OHYV
de matrice -2 (M2) (Gannagé et al., 2009) . Une étude plus récente a

démontré que la protéine M2 possédait un domaine LIR lui permettant

G-LQWHUDJL U, detteHriera&tion induit une relocalisation de LC3 a la

membrane pl asmique (Beale et al., 2014; Miunz, 2014)

La Beclinl, un e cible virale commune : La Beclinl est la protéine la plus
FLEOpH SDU OHV YLUXV SRXU LQKLEHU OSthg@aX®WLRQ GH
L-+69 FRGH SRXU OD SURWPLQH ,&3 TXL VH OLH j OD %

G-HIHUFHU VRQ U{OH GDQ\V aubpliqyasproed. Wi Rr@s rGulthnt
codant pour une ICP34.5 incapable de lier la Beclinel présente une
YLUXOHQFH DWWpQXpH FKH] OD VRXULV VXJJpUDQW TXH O
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est une stratégie virale efficace pour mieux se répliquer (Orvedahl et al.,

2007). La protéine Nef du VIH interagit également avec la  Beclinl. C ette

interaction diminue le flux autophagique et aboutit & une inhi bition de la

fusion entre le lysosome et les autophagosomes (Kyei et al.,, 2009) . '""-DXWUHYV

virus codent pour des prot éines homologues de la protéine  cellulaire Bcl -2

(qui est une protéine inhibitrice de la Beclinl). Par exemple, la protéine M1 1

G HV-MAV68 ( P X UL Q+Herpesvirus 68 ) (Su et al., 2014) ou encore la

protéine orfl6 des KSHVY (Ku et al., 2008) . Ces homologues viraux de Bcl2

lient la Beclinl HW SDU FRQVpPpTXHQW GIXFRLIERH@Q W HO Q.- DXWRSKDJ
CMV (cytomégalovirus) code également pour des protéines (IRS1 et TRS1)

capables de lier la Béclinl. Ces interactions une fois de plus, bloguent la

IRUPDWLRQ G-DXWRSKDJRVRPHV GXUDQW O:LQIHFWLRQ [/}
protéine s sont absentes ou délétées de leurs motifs BBD (Beclinel Binding

Domain) ne contrélent plus O -D XW R S(KiQuda et al., 2016) . De maniére
VXUSUHQDQWH O:-LQKLELWLRQ GH O-DXWRSKDJLH Q-HVW S
HOOH GLPibfeckté Ou virus. Au contraire, une stimulation de
O-DXWRSKDJLH HVW EpQpILTXH SRXU OH YLUMWoukbWt DXJPHQ
al., 2016) &HV REVHUYDWLRQV VXJJgUH Qamt égxlemedt-&avoiWWR SKD JL |

un role pro viral .

3-R{OH SURYLUDO GH O-DXWRSKDJLH

L'autophagie a probablement maintenu une pression sélective sur les virus a
travers des milliers d'années de co -évolution avec leurs hotes eucaryotes. Par
conséquent, différents virus ont dével oppé des stratégies diversifiées pour

manipuler et exploiter la voie de I'autophagie a leur propre avantage.

[-DXWRSKDJRVRPHV XQH S@ididi I\Wald® HLepkemier exemple

GH O-DFWLYLWp SURYLUDOH GH O-DXWRSKDJLHIeB pWp G
infectées par des poliovirus (PV). L-DFWLYDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH L
WLWUH YLUDO LQWUDFHOOXODLUH LB 3IPH DO@-BYW RIXKD J2 -H
diminue. Il semblerait que OH 39 LQGXLW OD IRUPDWLRQ G-DXWRSK

de fournir au virus les s tructures membranaires ou il va pouvoir répliquer
son ARN (Jackson et al.,, 2005) . En effet, les prot éines virales 2BC et 3C

induisent la lipidation de LC3 et sa relocalisation sur les membranes
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constituant le site de réplication du virus (Taylor and Kirkegaard, 2007)

(Schéma 27 ). En ce qui concerne le VHC,| LQGXFWLRQ GH O DXWRSKDJLI
j OD IRUPDWLRQ GsobhesWdéisdfueukR dans lesquels a lieu la

réplicati on de 'ARN viral (Sir et al., 2012) (Schéma 27 ). '"-DXWUHV YLUXV
appartenant a la famille d  es Picornavirus tels le coxsackievirus B3, le FMDV
(Foot-and -Mouth disease virus ) OH YLUXV GH O-HQFpSKDORP\RFDUGL
O-H@QWwis 71 se répliguent dans des structures a double membrane

positives pour les marqueurs autophagiques  (Shi and Luo, 2012) (Schéma

27).

'PWRXUQHPHOW GH O-DXWRSKDJLH SRXU OD SURGXFWLR
Pus LHXUV YLUXV HQYHORSSpV WLUHQW pJDOHPHQW SURIL\
étapes tardives de leur cycle de vie. Lors de son cycle lytiqgue , O0-(%9 XWLOLVH

O -D XWR S paDrd leH bourgeonnement des virions néoformés. En effet,
O-LQKLELWLRQ GH O-DXMW R®KDDIFFXPXWDBMRQ G-$'1 YLUDO
cytoplasme et une diminution de la production de virions. De plus , lors de la

purification de particules virales, la protéine LC3 -1l est retrouvée associée a
O-HQYH@dR iBud (Nowag et al.,, 2014) . Ainsi, la forme lipidée de LC3

VHPEOH r'WUH LQFRUSRUpH GDRUHOBKQF¥RXRBYSEBHYO -DVVHI
dans le cytosol. Ces données indiquent fortement que les membranes
DXWRSKDJLTXHV FRQWULEXHQW j O-HQYHOR SSdHéMd QW GHV
27). | '-DXWRSKDJLH HVW DXVVL LPSOLTXpHHGGD QVD ¥ VHHPEDDR E
GH O-HSchéma 27 ). En effet, un tratem HQW DYHF GX 0% GLPLQXH
proportion intracellulaire et extracellulaire de virions enveloppés (Li et al.,
2011).L-DFLGLILFDWLRQ GHVY DXWRSKDJRVRPHV SURPHXW OD
en particules infectieuses lorsde O-LQIHFWLR Q (XbéchaQH )3En effet,
O-LQKLELWLRQ GH O:-DFLGLILFDWLRQ GH\WucttopvVdeFXOHV G
particules infectieuses  (Richards and Jackson, 2012) . Enfin , il a également

pWp SURSRVp TXH O-DXWRSKDJLH SDUWLFLSH j OD IRUPD\
plus stables. Par exemple,| LQWHUDFWLRQ HQWUH OD SURWpPLQH O
facilite la transmission de l'infection entre les organismes en améliorant la

stabilité de la descendance virale  (Beale et al., 2014) (Schéma 27 ).
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Schéma 27 : Détournement de O D XW R S &DpldfiH du virus

De nombreux virus ont mis en place des stratégies pour manipuler la machinerie
autophagique a leurs profits . Plusieurs exemples sont décrits dans ce schéma. De
nombreux virus a ARN (PV, ECMV, FMDV, Coxsackievirus B3, Enterovirus 71 ou encore
le VHC) utilisent les autophagosomes comme des plateformes de réplication pour leurs
génomes. Le VHB utilise les autophagosomes comme lieu G-DVVH P E@DpAricules
virales néoformées. /- (% 9le PV et O -, $ofitent de la machinerie autophagique pour la
libération de nouveux virions . Enfin le virus de la Dengue utilise O -p Q Hdabllité lors de
la lipophagie pour sa propre réplication .



Autres exemples du rble pro  YLUDO GH O -DXWRSWDPIHM G-DXWRSKDJ

« spécialisée» peuven t également étre détournés par|  es virus, comme le virus

de la dengue (DENV) qui tire un avantage de la lipophagie. En effet, le DENV

détourne la pr RGXFWLRQ sCyrésF &tGE - $78a la lipophagie pour sa

propre réplication (Heaton and Randall, 2010) (Schéma 27 ). La production

de protéines virales peut aussi étre dépendante d H O-DXWRSKDJLH 8QH pV

VXU OH 9=9 D GpPRQWUp TXH OH .'" G-$7* GLPLQXH OD
glycoprotéines virales ainsi que leur modification post -traductionnelle dans
OH 5( HW O:-%$* %XFNLQJKDP HW DO /| H[SORLWDWLRC

également pe rmettre aux virus de limiter la mort des cellules infectées afin

de maintenir la production de nouvelles particules virales. Ceci a été mis en

PYLGHQFH ORUV GH O:LQIHFWLRQ GX YLUXV GH OD URXJH
/[ "LQYHUVH HVW pJDOHPHQWRYWYVDEHS/XBEXDX¥YHYV WDUGLYHV GI
SDU O0-$G9 LO VHPEOHUDLW TXH O-LQGXFWLRQ GH O-DXWR:
de la membrane cellulaire afin de faciliter la libération des particules virales

néoformées (Jiang et al., 2008)
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Chapitre 4 : Trafic vésiculaire et autophagie

A- Le trafic vésiculaire
1-Généralité s

De maniere trés simplifiée, il existe de  ux types de trafic vésiculaire
O-H[RF\§gMiRpeHnet O -H[WHUQDOLVDWLRQ GH PROpFXOHV LQ
O -HQGRFTWRVBHUPHW O:-LQWHUQDOLVDWLRQ GH PROPpPFX:
/| H[RF\WRVH HVW SUpFpGpH SDU XQ cé@riUgeY p ploFex@®DLUH G L)
du RE et allant & la membrane plasmique en passant par O0-$* /'HQGRF\WRVH
est succédée par un flux vésiculaire dit «centripéte »provenant de la

membrane plasmique ou sont formé s les endosomes. Ces endosomes vont

maturer (endosome précoce puis endosome tardif) avant de fusionner avec

OHV O\VRVRPH ViR veryleRdddad {tans -golgien (Schéma 2 8).

2 - Régulation du trafic vésiculaire

La régulation du trafic vésiculaire est complexe et nécessite une coordination
entre di fférentes familles de protéines :les Rab GTPases, les Rho GTPases, la

famille des SN ARE et les moteurs moléculaires.

La famille des Rab GTPases : Les protéines Rab appartiennent a la super -

famille des petites protéines G (aussi appelée « super -famille Ras ») La quasi -
totalité de protéines Rab ont une localisation membranaire transitoire
PHPEUDQH SODVPLTXH YpVLFXODLUH GX 5( GH O-%* GH
QR\DX « HW VRQW LPSOLTXpHV GDQV OD UpJXODWLRQ
(Hutaga lung and Novick, 2011) . /H F\F O Htivatidd lles Rab GTPases est
décrit dans le schéma 29 (Schéma 2 9). Sous leurs formes actives les  Rab
sont recrutées sur la membrane des vésicule s et regulent les différentes
etapes du trafic vésiculaire . Au cours de la maturation des vésicules les Rab
sont successivement recrutées et dissociées d  es vésicules pour orienter leur
trafic . Par exemple, Rab5 régule la maturation des endosomes précoces en
endosmes tardifs, Rab UpJXOH O-DGUHVVDJH GHV HQGRVRPHYV
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Schéma 28 : Représentation générale du trafic veésiculaire

Les deux principaux types de trafic vésiculaire sont @ndocytose et @xocytose.
/ endocytose permet O -LQWH U Q RI® mdgl&cWds R&xtracellulaires qui seront pour la
plupart adressées aux lysosomes via le trafic endocytaire . [/exocytose permet

O -H[WHU Q Dde ImglBcWds Riracelluaires  grace a la formation de vésicules provenant
du RE.



Schéma 29 : Le cycle des Rab GTPases.

Les protéines Rab néosynthétisées sont associées avec les protéines REP (Rab escort
protein ). Ces REP délivrent les Rab a leurs membranes respectives . Tout au long de ce
processus, Rab est complexé au GDP. Un facteur d'échange de nucléotides guanyliques
(GEF) catalyse l'échange du GDP par un GTP pour activer les Rab. Sous sa forme active,

Rab peut interagir avec des protéines effectrices pour réguler le trafic vésiculaire . Puis,

Rab interagit avec une protéine activatrice de GTPases (GAP) qui catalyse O -K\GURIO\VH
GTP en GDP par Rab. Rab est ensuite dissociée de la membrane par les protéines GDI
(Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor ) puis engagée dans un nouveau cycle.



lysosomes alors que Rab UpJXOH OH UHF\FODJH GHV YpVLFXOHV (

(Hutagalung and Novick , 2011) .

La famille des Rho GTPases : Les protéines R ho appartiennent aussi a la

famille des petites GTPases. Ces protéines ont largement été décrites comme
étant impliquées dans la régulation de la dynamique du cytosquelette et par

conséquent dans le trafic vésiculaire  (Croisé et al., 2014) . Par exemple, les

Rho GTPases participent a la réguat LRQ OHV PpFDQLVPHV G-HQGR

(Cremona and De Camilli, 2001) HW G:-H[RHLW& ¥tHal., 2002) en
UpJXODQW OH UHPRGHODJH GH O-DFWLQH

La famille des SNARE : Les SNARE sont des |protéines | majoritairement

transmembranaires. Cette famille est décrite comme é tant responsable de la

fusion entre la membrane des vésicules et la membrane plasmique ou la

PHPEUDQH G-XQ DXWUH FRPSDUWLPHQW FHOOXODLUH /H\

subdivisées en deux grands groupes : les VSNARE localisées sur les
membranes des vésicules (« Vv » pour vesicular) et les tSNARE localisées sur
les membranes cibles (« t @ SRXU W D uhteradtion /entre les vSNARE et les

W61$5( SHUPHW OD IRUPDWLRQ G-XQ FRPSOfMdgibh desL YD GpkF

vésicules avec leur membrane cible (Amaya et al., 2015) . Le mécanisme de

fusion des membranes par le systeme VSNARE -tSNARE est décrit dans le

schéma 30 (Schéma 30). Il existe G-DXWUHV FRPSOH[HV SURWQPLT

fonctionnent en coordination avec les SNARE) qui peuvent étre responsables
des fusions des membranes. Par exemple , les complexes CORVET et HOPS
sont responsables de la fus ion entre les endosomes et les lysosomes lors du

trafic endocytaire  (Balderhaar and Ungermann, 2013)

Les moteurs moléculaires : Le transport des vésicules dans le cytoplasme

Q - HV W ui phénomene passif. En effet, les vésicules transitent | e long du
cytosquelette grace a des moteurs moléculaires. Il existe trois grands types

de moteur moléculaire : les dynéines, les kinésines et les myosines. Chacun

GH FHV PRWHXUV XWLOLVH O-K\GURO\VH GH O:-%$73 SRXU

conformatio nnels afi n de pouvoir déplacer des cargos sur le cytosquelette.
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Schéma 30 : Fusion des membranes par le complexe VSNARE -tSNARE .

Les VSNARE situées sur les vésicules interagissent avec les tSNARE de la membrane

cible. Cette interaction permet le rapprochement des membranes qui vont par la suite
fusionner . Lors de cette interaction, les domaines hélicoidaux des protéines SNARE
V-HQUR Xi@rél @ pour former un faisceau stable de quatre hélices. La formation de

ce faisceau permet, G - X @&it, un rapprochement plus étroit des membranes et, G-DXWUH
part, la production de O -p Q Hriddessdire a la fusion des membranes .



Les dynéines et les kinésines transitent sur les microtubules dans des
GLUHFWLRQV RSSRVpHV OHV G\QpLQHV GDQV XQ VHQV UpV
des microtubules) et les kinésines majoritairement d ans le sens antérograde
YHUV O-H[WUpPLWp G H (HdrdaR WiRIWEXeyH ¥ 011). Les
kinésines et les dynéines sont majoritairement responsables du mouvement
des endosomes et des lysosomes (Loubéry et al., 2008 , Hoepfner et al., 2005
Drerup and Nechiporuk, 2013) . Les myosines (MYO) elles, se déplacent sur
OHV ILODPHQW(WDeRnDdntVllaqgford, 1999) . Elles ont également été
décrites comme étant impliguées dan s le transport vésiculaire notamment
HQWUH OH 5 (DeRiva@n8 tangford, 1999)

B- /HV DFWHXUV GX WUDILF YpVLFXODLUH HW O :-DXW

/IRUV GH O:-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH OD IRUPI
autophagiques, leur maturation et leur fusion avec les lysosomes sont

régulées par un panel de protéines de familles différentes. Comme vu
précédemment, les protéines ATG et leurs intéractants jouent un réle clef

dans cette régulation. 10 Q- -#oWdNSDV VXUSUHQDQW TXH O-DXWRSKD.
en fait un type de trafic vésiculaire atypique, soit également contrdlée par les

protéines régulatrices du trafic vésiculaire.

1- Implication dans la formation des autophagosomes

/-RULJLQH GHVY PHPEUDQHYV SHUPHWWDQW GH IRUPHU OHYV
est, encore beaucoup discutée. Le trafic des vésicules dans le cytoplasme fait

O - RtEIM plusieurs études car il semblerait que les vésicules puissent aussi

constituer un réservoir de membranes. Les GTPases des familles Rab et Rho

contrdlent ce trafic des vésicules. En outre, plusieurs exemples démontrent

TX-HOOHV SDUWLFLSHQWréguaXonV lde jla Gdbmation des
autophagosomes. Par exemple , Rabl contréle la biogenése des
autophagosomes en régulant le trafic vésiculaire émanant du RE (Zoppino et

al., 2010) . Rab SDUWLFLSH DXVVL j OD IRUPDWLRQ G:-DXWHF
O-DEVHQFH GH IDFWHXUV Gél aFsorRibtérsdiiap FaMec I\SB34

(Amaya et al., 2015) . Les Rho GTPases ont aussi des fonctions régulatrices

dur DQW O:-LQGXFWLRQ G Ha@teproposeiyed JIOHDFWLQH SDUWLFLS
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remodelage des membranes nécessaire a la formation des autophagosomes.
/HV 5KR *73DVHV UpJXODQW OD SRO\PpULVDWLRQ GH O:-DI

indirectement la formation des autophagosomes (Aguilera et al., 2012)

2 - Implication dans le trafic et la maturation des autophagosomes

Une fois formeés, les autophagosomes vont transiter jusqu'a la péri phérie
nucléaire ou la fusion avec les lysosomes aura lieu. Le trafic des vésicules
autophagiques impligue les mémes moteurs moléculaires que | e trafic

vésiculaire classique.

Les microtubules : De maniere générale, le réseau de microtubules semble

étre in dispensable pour le transit des autophagosomes vers les lysosomes.

En effet, plusieurs études, utilisant des inhibiteurs de la polymérisation des
PLFURWXEXOHY FRPPH OH QRFRGD]ROH RQW PRQWUp
microtubules est primordiale pour la fusion d es autophagosomes avec les

lysosomes (Webb et al., 2004) .

Les dynéines: Kimura et ses collegues proposent que le trafic des

autophagosomes le long des microtubules est dépendant de la dynéine. En

suivant le mouvement des au tophagosomes grace a la protéine ATG5 -GFP

par « live cell imaging », ils ont constaté que le trajet des vésicules était

RULHQWpP (Q HIIHW ORUV G-XQH FDUHQFH HQ DFLGHV DPL

apparaissent dans le cytoplasme et se déplacent vers le MTOC ou les
O\WWRVRPHV VRQW UHJURXSpV SHQGDQW O(Knmu@axtralWLRQ GH C
2008; Korolchuk and Rubinsztein, 2011) . De plus, la micro -inje ction

G-DQWLFRU8MéIrMme Qidduit presque totalement le mouvement des
autophagosomes (Kimura et al., 2008) . &HFL FRQILUPH O:-LPSRUWDOQF]|

dynéine dans le trafic des autophagosomes.

Les kinésines: /-DVVRFLDWLRQ GHV DXWRSKDJRVRPHV DX[ N

observée lors du tra nsport axonal des vésicules autophagqgiques. En effet,

des études de microscopie ont mis en avant la co -migration des
autophagosomes avec les kinésines 1 et 2 (Maday et al., 2012) . Le
positionnement des lysosomes dans la cellule YDULH HQ ORUV GH O-LQGXI
O -DXWRS KD Jéfftdt, en conditions de stress, les lysosomes sont

-67-



Schéma 31 : Fusion des membranes lors de la formation des autolysosomes
Les transports des autophagosomes et des lysosomes sur les moteurs moléculaires
permettent le rapprochement des vésicules. /-L QW H U DiésWioRiQes SNARE (STX17
sur @utophagosome et VAMP8/SNAP 29 sur le lysosome) va permettre la fusion des
membranes aboutissant a la formation de @utolysosome . Les protéines du complexe
HOPS ainsi que les protéines RabGTPase7 (présentes sur la membrane
autophagosomale ) et Lamp2/1 (présentes sur la membrane lysosomale ) participent
aussi au processus de fusion des membranes .



repositionnés dans la région périnucléaire (Korolchuk et al., 2011) . Ce
transport des lysosomes implique deux membres de la famille des kinésines
., %A HW .,) HW XQH *73DVH GH OD IDPLOOH GHV $UI

$5)

GH FHV SURWpLQHV DXJPHQWH O-DFFXPXODWLRQ SpULQXF(

gue la synthése des autophagosomes  (Korolchuk et al., 2011)

La myosine VI : Les moteur s moléculaire s de type myosine , sont également

impliqué s dans la maturation des vésic ules autophagiques. En effet, des
observations en microscopie confocale ont permis de constater que la MYO -
VI est recrutée au sein des autophogosomes. De plus, sa déplétion entraine
une accumulation des autophagosomes due a un défaut de fusion avec le
lysosome (Tumbarello et al., 2012) . De maniére intéressante, la MYO -VI
participe égale ment a la maturation des autophagosomes lors de la
xénophagie. En effet, la protéine adaptatrice NDP52 posséde un domaine de
liaison a la MYO -9, HW ORUVTXH TXH FH GRPDLQH HVW PXWp
capable de restreindre la prolifération de S. Typhimurium (Verlhac et al.,
2015). MYO-VI interagit aussi a vec TAX1BP1 et cette interaction est
également nécessaire a la dégradation de S. Typhimurium par la xénophagie
(Tumbarello et al., 2015) , confirmant ainsi le r6le important de MYO -VI dans
cetype G:-DXWRSKDJLH

3- Implication dans la fusion autophagosomes -lysosomes

Les mécanismes de fusion des vésicules permettant la formation des
autolysosomes partagent également de nombreux points communs avec

ceux impliqués dans le trafic vésiculaire classique.

Les Rab GTPases : Plusieurs RabGTPases ont été caractérisées pour

contréler la fusion autophagosome -lysosome (Bento et al.,, 2013) . Par
exemple, le recrutement de Rab7 sur les vésicules autophagiques matures a

été observé par microscopie électronique et ce recrutement est dépendant

des protéines de la membrane lysosomale Lampl et Lamp2 (Schéma 3 1)

(Jager et al., 2004 ). Si le recrutement de Rab7 sur les autophagosomes est

inhibé , SDU YRLH GH FRQVpTXHQFH OD IXVLRQ DYGhRlepH O\VRV

et al., 2011) .
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Schéma 32 : Les difféerents types Gubiquitylation

Les différents types Qubiquitylation (UB) permettent différents types G-DGUHWeD JIH
substrats protéiques . Par exemple, les mono et multi -ubiquitylations sont associées au
trafic vésiculaire alors que la poly-ubiquitylation est affiliée a la dégradation du
substrat .

1-ACTIVATION 2- CONJUGAISON 3-LIAISON

Schéma 33 : La réaction Gubiquitylation

La réaction QGubiquitylation permet la liaison G - Xd@ plusieurs groupements Ub sur un
substrat protéique . Elle est composée de trois étapes. /-DFW L Y @WWER&3t covalement
liee a la protéine E1, le conjugaison ou @b est conjuguée a la protéine E2 et enfin la
liaison ou @b est transférée sur la protéine cible.



Les SNARE : Les protéines SNARE sont, comme pour le trafic vésiculaire,

responsables de la fusion des membranes permettant la formation de S
autolysosomes. LD SUpVHQFH G- XQH SURWpPLQH 61%$54 ét&©D V\QW|
mis e en évidence sur la membrane externe des autophagosomes (Takats et

al.,,2013) &HWWH SURWpPLQH Q-HVW SDV SUpVHQWH VXU OD Pt
mais elle est recrutée lors de la maturation des autophagosomes. La

syntaxine 17 permet la fusion des autophagosomes avec les endosomes et

les lysosomes grace a son interact ion avec deux autres SNARE, la VAMPS8

(sur la membrane endo/lysosomale) et la SNAP29 (recrutée depuis le cytosol)

(Itakura et al., 2012) (Schéma 31).

Le complexe HOPS : Une étude plus récente a montré que le complexe HOPS

faisait également partie du complexe protéique permettant la fusion

autophagosome -lysosome. En eff et, les auteurs de cette étude ont identifié

par spectrométrie de masse la présence de protéines (VSP33A et VSP16) du

complexe HOPS. La délétion des ces protéines induit une accumulation

G - D X W BoSdfries (positifs pour LC3 et la syntaxinel7) en altérant le ur

fusion avec les lysosomes (Jiang et al., 2014). Ces résultats confirment le

U{OH IRQFWLRQQHO GX FRPSOH[H +236 GDQV OHV SKDVHV
GH O-DXW RRHKE LH).

C- Les ubiquitine ligases et le trafic vésiculaire

1- /-8ELTXLW\O DMsluBiquitiHe ligases

/- XELTXLW\ODWLRQ FRQVLVWH j OLHU GH IDoRQ FRYDOHQW
une protéine. Ceci constitue une modification post -traductionnelle qui

RULHQWH O-DGUHVVDJH GH OD SURWpPLQH FLEOH YHUV GLI
cellulaire. Les voies de protéolyse classiques qui sont associées a
O-XELTXLW\ODWLRQ VRQW OH V\Rrotepsore 83/stem@ EtLIESXK L W L Q
voies de dégradation lysosomales (Kravtsova -lvantsiv and Ciechanover,

2011) ,0 H[LVWH GLIIpUHQWYV W\SHV G- XELTXLW\ODWLRQ (Q
peuvent étre complexées a une Ub sur une lysine (mono -Ubiquitylation), ou

a plusieur s Ub sur plusieurs lysines (Multi -Ubiquitylation) ou  encore a des
FKDvQHYV &ur8ilme seule lysine (Poly-Ubiquitylation) ( Schéma 32)
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(Sadowski and Sarcevic, 2010) . Il existe également différents types de

FKDVQHV G-8E OHV S0 30Mt leb pchalid<Qdd type K63 et K48) qui

permettent différents adressage s des substrats protéiques ( Schéma 32). Par

exemple, les chaines K48 sont associées avec la dégradation par le

protéaso me alors que les chaines K63 semblent plus orienter les protéines

vers une dégradation lysosomale telle TXH O-DXWRBKPpUWEL#: la
SURWpPRO\VH O-XELTXLW\ODWLRQ HVW DVVRFLpH | GH
cellulaires (ex : la réponse inflammatoire, la répar DWLRQ GH O0:-%$'1 OC
WUDQVGXFWLRQ GH VLJQDX[ « GDQV FH FKDSLWUH Vi
O-XELTXLW\ODWLRQ GDQV OH WUDILF YpVLFXODLUH VHUD W

Les ubiquitine ligases (ou enzyme E3) sont les enzymes chargée s de
FDWDO\VHU OD WURLVLgPH HW GHUQLqUH pWDSH GH OL
(Schéma 33). En effet, les enzymes E3 sont qualifiées de « ligases » car elles
SHXYHQW G:-XQH S D substrdtHla@rotdibke ® ubiquityni OHU HW G:-DXWU
part (pour certaine V OLJDVHV DX[ JURXSHPHQWYV 8E FRPSOH[pV j
/D OLJDVH FDWDO\VH HQVXLWH OH WUDQVIHUSthéaB O-8E VX
33) (Robinson and Ard ley, 2004) . Les E3 sont subdivisées en trois classes

selon leurs domaines caractéristiques et leurs fonctions. Il y a la famille des

HECT (homologous to E6 -AP C-terminus), la famille des RING (really

interesting new gene) et la fa mille des U -box. Les HECT sont les seules

OLJDVHV j DYRLU XQH DFWLYLWp HQJ\PDWLTXH HW j SRXYI
/-HQVHP E OHEGH:¥mporte 28 membres  divisé s en plusieurs familles,

dont la famille des Nedd4 caractérisée par la présence de domaines WW.

2- Lafamille des N edd4

Les ligases appartenant a la famille des Ned d4 (Neural precursor cell
Expressed Developmentally Down -regulated protein 4) possedent un
domaine HECT, un domaine C2 et 1 a 4 domaines WW. Les domaines WW

sont constitués de deux tryptophanes sépares par 22 acides aminés (Macias
et al., 2002) . lls permette nt la reconnaissance des protéines cibles grace a
leur interaction avec les motifs PPxY (Kanelis et al.,, 2001) . La famille des
Nedd4 comporte 9 membres : Nedd4.1l, Nedd4.2, Itch, WWP1, WWP2,
Smurfl, Smurf2, NEDL1 et NEDL2. Des études menées dans notre
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laboratoire ont démontré que la Nedd4.2 (Schéma 3 4) jouait un role

important dans O-HQWUpH GHV $G9 GDQV OD FHOOXOH FRPP
SUHPLHU FKDSLWUH GH FHWWH LQWURGXFWLRQ (Q HII
Nedd4.2 et la protéine de capside PVI ( via les domaines WW de la Nedd4.2 et

33[< GH OD 39, IDFLOLWH O :H Q&Y thpdani&nés ¥ncorX YionS D U
caractérisés (Wodrich et al., 2010) . De plus, des travaux en cours au sein de

QRWUH pTXLSH PHWWHQW HQ DYDQW TXH O-LQWHUDFWLRC
FLEOH SRWHQWLHOOH SRXU O-pODERUDWLRQ G-DQWLYLUD?>
les types de virus (virus nus ou enveloppés a ADN ou ARN) utilisent a leur

profit les ubquiti ne ligases de la famille des Nedd4 ( via des interactions

PPxY-WW) durant leur cycle viral (S. Austin et al., non publi€). En plus de

OHXU U{OH GXUDQW O:LQIHFWLRQ YLUDOH OHV 1HGG
nombreuses fonctions cellulaires comprenant le trafi c vésiculaire et
O-DXWRSKDJLH

3- Régulation du trafic vésiculaire par les Nedd4

La Nedd4.2 et son homologue chez la levure RSP5 sont largement décrits

comme des protéines régulatrices du recyclage, du trafic, du tri et de la

dégradation d'un gran d nombre de protéines dans de multiples

compartiments cellulaires  (Yang and Kumar, 2010) . La premiére cible de la

Nedd4.2 fut les canaux  sodiques de type ENaC ( epithelial sodium channel).

&HV FDQDX[ SRVVgQGHQW GHV PRWLIV 33[< SHUPHWWDQW
Nedd4.2 (Fotia et al., 2004) /- XELTXLW\ODWLRQ GH FHV FDQDX[ SD
induit leur endocytose et leur dégradation aprés la fusion des endosomes

avec les lysosomes (Staub and Rotin, 2006; Yang and Kumar, 2010)

"“DXWUHV FD Q DKemranhlirgsvVsont régulés par la Nedd4.2 selon le

PrPH VFKpPD G-Dif&attRQ -ubiquitynaton -GpJUDGDWLRQ &-HVW O
de co-transporteur de chlorure de type NCC, de canaux sodiques de type

Nav, de canaux potassiques de type KCNQ ou encore des transporteurs
G-KRUPRQHKY gveHI® dopamine. En plus de son implication dans
O-HQGRF\WRVH OD 1HGG SHXW pJDOHPHQW SDUWLFLS
O-H[RF\WRVH N&Id#2 | ektWresponsable de la sécrétion de la protéine

SP-C (surfactant protein C) par les cellu les de [I'épithélium  alvéolaire
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Schéma 34 : Domaines de la protéine NEDDA4.2

La Nedd4.2 posséde différents domaines : (i) un domaine C2 permettant a la protéine

de lier les lipides et qui est responsable de la localisation membranaire de la protéine,

(i) un domaine HECT qui posséde une activité enzymatique et qui permet O -DWWDFKHPHQ'
de @b a la protéine cible et (iii) plusieurs domaines WW qui sont responsables de la
reconnaissance des substrats protéiqgues possédant des motifs PPXxY.



(Kotorashvili et al., 2009) . Enfin comme dit précédemment, certaines

protéines virales possédent des motifs PPxY permettant le recrutement de

ligases de la famille des N edd4. Par exemple les Filovirus tels que le virus de

Marbourg ou Gebola VRQW FRPSRVpV G:-XQH SURWpPLQH GH PDV
VP40. Cett e protéine possede un motif PPXY lui permettant de lier la ligase

cellulaire Nedd4.1 . Cette interaction permet au virus de dé tourner la

machinerie cellulaire associée au trafic vésiculaire afin de recruter les

SURWpPLQHV QpFHVVDLUHV DX WUDILF j O-DVVHPEODJH H'
virus (Urata and Yasuda, 2010)

4- 5pIJXODWLRQ GH O-DXWRSKDJLH SDU OHV 1HGG

Différentes ligases E3 et notamment plusieurs ligases de la familles des

1IHGG RQW pWp GpFULWHV FRPPH UpJROGW UL-MHKW KBHK DJIL:
(Kuang et al.,, 2013) . Par exemple, OD 1HGG LQGXLW OD GpJUDGDYV
composant majeur de la machinerie autophagique : la Beclinl (Platta et al.,

2012). En effet , la surexpression de la Nedd4.1 induit une accumulation de

Beclinl ubiquitinylée. De plus GHV WHVWYV I|&ioK E InT %ttoW ont
FRQILUPp O-LQWHUDF WihyR@n Hiv¥cteOd&X BaL Beclin 1 par la

Nedd4.1. Enfin, il a été démontré que la Nedd4.1 permet de conjuguer des

chaines G-8E GH W\SH . | O De f%uHdrttaln® saklégradation  (Platta

et al, 2012) . Cependant, aucune preuve directe ne suggéere ¢ ue ce
PpFDQLVPH HVW LPSOLTXp GDQV OD UpJXODWLRQ GH O-DX\
récentes ont mis en avant le réle de la Nedd4.2 dans les voies de régulation

GH O-DXWRSKDJLH (Q HIIHW O-XWLOLVDWLRQ GH VK51% G
révélé que la déplét ion de cette protéine entraine une inhibition de
O-DXWRSKDJLH DX WUDYHUV O-DFWL(DWAL.RZDISFHE®D YRLH
outre, une autre étude a démontré que la délétion de Nedd4.2 inhibe
O-DXWRSKDJLH LQGXLWH SDU OH VWUHVV GX 5( DORUV
Nedd4.2 induit cette autophagie (Wang et al, 2016) . Méme si les

mécanismes moléculaires ne sontpa V HQFRUH FDUDFWpULVpV O-HQVH
UpvXOWDWYV VXJJqUH ITRUWHPHQW TXH O-XELTXLWLQH OLJ
UpJXODWLRQ GH O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH
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Objectifs de la these

Les cellules percoivent les dommages membranaires comme un signal de

danger SRXU O-LQWpJULWp FHOOXODLUH (OOHV XWLOLVHQW
galectines pour détecter et PDUTXHU O-H[SRVLWLRQ DQRUPDOH G
intraluminales. Ce systeme de détection permet aux cellules de déceler la

présence de pathogenes, qui ¢ ausent des dommages membranaires, et
G-RUJDQLVHU U s pbrédgtambh€ e défense pour les éliminer. Par

HI[HPSOH O-DOWpUDWLRQ GHV PHPEUDQHYV SURYRTXpH SDL
Salmonella ou Listeria ) est reconnue par la Gal8 et la protéine adaptatri ce

NDP52. Ce systéeme de détection permet le recrutement de la machinerie
DXWRSKDJLTXH DILQ G:-pOLPLQ Hd g@esiiohH QW \SIDW]KKRU,g QHQ W
LO Q-D MDPDLV pWp SURXYp TXH FH V\VWqQPH GH GpWHFWLR
virus causant des dommages membranaire s a la dégradation par
O-DXWRSKDJLH

Des travaux antérieurs du laboratoire ont montré que la rupture de
O-HQGRVRPH ORUV GH O-HQWUpH GHV $G9 HVW pJDOHPHQ\
des galectines (Maier et al., 2012; Martinez et al., 2013) . Le premier objectif
de cette these a été de vérifier silesacteu UV GH O-DXWRSKDJLH VpOHFWL
pJDOHPHQW UHFUXWpV ORUV GH OD UXSWXUH GHYVY PHPEUDC

L-XWLOLVDWusR @utéHs nous a perms G-REVHUYHU TXHdO-DEVHQ
motif PPxY dans la protéine de capside PVI induisait un comportement

différent du virus vis -a- YLV GH O D XVCR 8#tibpetrhkt le recrutement

GH O-XELTXLWLQH OLJDVH 1HGG HW FHWWH SU&WpPLQH M
pPWDSHV G:-HQW U(Wddighlet@l: $G1®) .Decefait, O-REMHFWLI VXLYDQ'
ce travail a été G-pOXFLGHU OH U{DkediMR XlansSI® tbntrdle de
O-DXWRSKDJLH

Enfin, SXLVTXH OHV YLUXV SDU OH FKHI G-tXYUH GH O-DGD
des experts de la manipulation, nous avons cherché a savoir si 0-$G9 SRXYDLW

détourner la machineri e autophagigue a son propre avantage.
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A- Production et purification des vecteurs adénoviraux

1-Amplification

Les vecteurs adénoviraux utilisés expriment la GFP et sont des virus non

réplicatifs a cause de la délétion de la région E1 de leur génome. P ar

conséquent , ils ne peuvent pas produire le facteur de transcription E1A

nécessaire pour la mise en SODFH ©ychk Q@éplicatif. A fin de pouvoir les

amplifiés, QRXV XWLOLVRQV GHV FHOOXOHV +(. AYAneTXL H[S
E1A de facon constitutive  permet tant aux vecteurs de s e répliquer. Les HEK

AYA VRQW HQVHPHQFpHV VXU XQH GH ERLWH GH 3pWUL
Lorsque les cellulesatte LIJQHQW XQH FRQIOXHEDPEY%GsHErEws R Q

sont ajoutés dan s le milieu de culture (environ 109 particules physiques).

'qgV O-DSSDULWLRQ GHV SUHPLHUV HIIHWV F\WRSODVLTXHYV
du virus , les cellules son t collectées dans des tubes Falcon de 50 mL et

congelées a - 80C°. Trois cycles de décongélation (a température ambiante ou

a 27C°) congélation (& 280 C°) sont réalisés afin de lyser les cellules et de

libérer les vecteurs dans le milieu de culture. Le ly sat est ensuite centrifugé

a 3500 rpm pendant 10 min a température ambiante. Ce surnageant

enrichit en vecteurs est ensuite utilisé pour infecter 5 autres boites de Pétri.

Apres la récupération du surnageant de ces 5 boites, 20 nouvelles boites de

Péti so QW LQIHFWpHV SRXU ILQLU O-DPSOLIUKEBWLRQ /
commencent a se décoller j FDXVH GH O-HIIHW F\WRSDWKLTXH GX Y
cellules sont récupérées et sont centrifugées (3500 rpm 5 min a température

ambiante). Aprés éli mination des milieu x de culture, tous les culots des

cellules infectées sont mis en  commun et sont repris dans 40mL de milieu

DMEM. Comme précédemment décrit , trois cycles de
congélation/décongélation sont réalisés pour lyser les cellules puis les débris

cellulaire s sont éli minés par centrifugation (3500 rpm 20 min a température

ambiante).

2 - Purification
Pour purifier les vecteurs nous utilisons deux gradients de Chlorure de
Césium (CsCl)
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- Un premier discontinu coulé dans un tube en polypropylene
(Beckman) contenant 2 mL de CsCl a 1.40 g/ mL et 2mL de CsCL O
1.259g/ mL.

- Un deuxieme continu également coulé dans un tube en polypropyléne
(Beckman) contenant8 mL de CsCla1.34 g/ mL.

8 mL de surnagea nt enrichi en vecteur s sont délicatement déposés sur le
premier gradient de CICs. Les tubes sont centrifugés 2h a 35 000 rp ma 18
C° avec un rotor a godet SW41 (Beckman). Aprées centrifugation, la bande
blanche correspondant a la fraction concentrée de vect eurs est récupérée a
O-DLGH G- XQH VHULQJXH HW G-XQH DLJXLOOH HQ SHUO0oDQ
dans un nouveau tube. Le deuxieme gradient est coulé dans le tube
contenant la fraction purifiée de vecteurs. Les tubes sont ensuite centrifugés

18h a 35 000 rpm a 18 C° avec le méme rotor que précédemment,
centrifugation durant laguelle un gradient linéaire se forme. Apres
centrifugation, la nouvelle bande blanche de fraction concentrée de vecteurs

se forme et est extrait e comme précédemment décrit . Le volum e de vecteur s
purifié s extrait V GX JUDGLHQW HMWMWnILG LesQu¥cteurR §ont ensuite
introduit s dans une ca ssette de dialyse (Pierce, Slide -A-Lyzer, 10,000
MWCO) préalablement réhydratée dans du PBS 1X. La cas sette de dialyse
est immergée dans un bain  de PBS1X pendant 2h sous agitation, puis dans

un nouveau bain pendant 2h. Enfin s la cassette est immergée toute la nuit
dans un bain de PBS1X contenant 10% de glycérol. Les vecteurs sont
UpFXSpUpV JUKFH j XQH VHULQ JeX&aliqtbw®s & s¥oCkH éDa FRA O
Ce.

3- Marquage des particules virales

/IHV YHFWHXUV SXULILpVY VRQW FRQMXJXpV j GHV IOXRUR
«Micro -scale protein labelling Kits  » (Invitrogen). Les fluorophore s Alexa (488

ou 594 ou 647 selon la couleur choisie ) sont re -suspendus dans 10 pL de

DMSO. Puis, 100 pL de vecteurs purifié s sont mélangés a 3 pL de

fluorophore setl12 L G- XQH VROXWLRQ @&HeBEBddunmUdduRiQdans

le kit. Le mélange est ensuite incubé pendant 1h sous agitation douce a

température ambiante. Pendant ce temps , les colonnes de dessalage
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(nécessaires pour séparer les fluorophores non liés des vecteurs conjugués

aux fluorophores, Zeba spin Thermo Scientific) son t équilibrées suivant les
recommandations du fournisseur. Enfin, le mélange réactionnel e st chargé
sur les colonnes puis centrifugé 2 min a 1500 r pm. Les vecteurs marqués

sont récupérés et stockésa -80 C°.

4 - Quantification

La préparation de vecteurs purifiés est ensuite quantifiee selon deux
méthodes. La premiére consiste a TXDQWLILHU O -$'rhesttabtla®MH Q
(Densité Opitique) a 260nm. La deuxieme co nsiste a quantifier le nombre de

particules infectieuses  par la technique des plages de lyse

Mesure de la DO : 10 uL de vecteur purifiés sont ajouté s a 90 pL de tampon
de lyse (10mM Tris pH4.1, 0.1% SDS et 1ImM EDTA). Le mélange est incubé

a 56 C° pendant 10 min puis la DO a 260 nm est mesurée. La quantité de
particules virales physiques présentes dans la préparation de vecteurs
purifiés est calculée selon cette formule : 1 unité de DO 20 = 1.16 x 10 12

particules physique s par mL (Mittereder et al., 1996)

Quantification des plages de lyse : Dans des plague s 6 puits, 10 6 cellules
+(. AYA VRQW HQVHPHQFpHV SDU SXLI¥s\plaglids &bAtQ GHP DL Q

infectées avec des concentrations décroissantes de viru s (allant de 1 a 0.01

particule physique par cellule ). 24 heures post infection , les virus sont

retirés et les cellules son t recouvertes de DMEM contenan W G-DJDURVH
(préalablement chauffé a 70 C°) puis replacée s a 37 C°. Une semaine aprés

O-LQIHHeY pl&ges de lyse IOXRUHVFHQWHY JUKFH j O-H[SUHVVLF

sont comptées . 1 plage de lyse = 1 particules infectieuse
B- Transduction des vecteurs adénoviraux

1- Transduction des cellules

Dans des plaques 24 puits , 105 cellules U20S sont ensemencées par puits.
Un jou r plus tard , les cellules sont traiter avec différentes drogues pendant
3h, les concentrations utilisées pour traitées les cellules sont indiquées dans

le paragraphe E. Les cellules pré -traitées sont ensuite transduites avec 50

-77-



particule s virales physiques par cellule dans 300 pL de DMEM complet. Les

cellules sont incubées avec les vecteurs pendant 3h a 37 C° puis le milieu

contenant les virus est remplacé par du DMEM complet. 24 heures apres
O-LQIHFWLRQ OH PLOLHX HVW UHWLUp @HY diPB2XOHV VRC
puis 200 pL de Trypsine -EDTA sont ajouté s dans chaque puits. La plaque

HVW GH QRXYHDX SODFpH GDQV O:LQBaXB B W iHiXutes. | &f Sl
Une fois les cellules détachées, 400 uL de PBS 1X sont ajouté s dans chaque

puits. Enfin , pour ch acun des puits , 200 pL du mélan ge de cellules en

suspension sont prélevés et sont transféré s dans des plaques 96 puits a fond

rond.

2- AXDQWLILFDWLRQ GH O-HIILFDFLWp GH WUDQVGXFWLRQ
La plague est ensui te analysée par FACS ( Fluorescence Activated Cell

Sorting) auprés de la plateforme de cytométrie de la SFR TransBioMed. Le

cytometre utilisé est le Cantoll® (BD Biosciences). Pour chaque puits , 104

cellules sont analysée s par la machine, le pourcentage de cellules exprima nt

la GFP est dénombré. L es résultats sont traités grace au logiciel FACSDIVA®

(BD Biosciences). Chaque condition est réalisée en triplicat et chaque

expérience est répétée trois fois.

C- ([SPULHQFH G-LPPXQRIOXRUHVFH&®H HW TXDQWL

1-&LQPWLTXH G-LQIHFWLRQ

Des cellules U20S sont ensemencées dans des plagues 12 puits contenant

des lamelles en verre de 15 mm de diametre (10 > cellules par puits). Le

lendemain, les lamelles en verre sur les  quelles les cellules ont poussé  sont

plongé es dans un bain de PBS1X (pour laver les cellules) puis séchées (par
DGVRUSWLRQ GX 3%6 ; UHVWDQW VXU OD ODPHOOH j O-IL
ODPHOOHV VRQW HQVXLWH GLVSRVpHV VXU OH FRXYHUF:
recouvert de parafilm. Les cellules sont ensu ite infectée s avec des MOI

variables selon les expériences (généralement une MOI de 50 a 200

particules physiques par cellule est utilisée pour les expériences
G-LPPXQRIOXRUVFHDRHBHDMEM complet contenant le s virus sont
ajouts € sur les lamelles ( ce petit volume permet une meilleure efficaci té
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G- -LQIHFWiIiagQau parafiim la totalité du volume déposé reste sur la

lamelle de verre. Les cellules sont ensuite replacées a 37°C pendant 30 min

(Schéma 3 5). Au ERXW GHV PLQ G-LQFXEDWLR@@sqielle3 XWHV G X
les virus sont internalisés dans les cel lules), les lamelles sont rincées  dans

un bain de PBS1X (pour éliminer les virus non internalisés) et replacées

dans les plaques 12 puits contenant du milieu DMEM complet chaud (37°C).

La plaque est ens uite remis e | O-LQFXEDWHXU f& SRXU OH U
O-H[SPULHQFH

2 -Fixation des cellules

A chaque temps voulu les cellules sont IL[pHVY SRXU VWRSSHUeu® -LQIHFW

types de fixation sont utilisés.

Fixation dans du paraformaldéhyde : Les lamelles sont r incé es dans un bain
de PBS1X puis placées VXU OH FRXYH Wkkqud 1& pXitQ Hcouvert de
parafiim. Les lamelles sont recouvertes de 200 puL de PFA 4%

(Paraformaldéhyde) pendant 20 min a température ambiante. Enfin les

lamelles sont rincées dans du PBS 1X pour éliminer le PFA puis placées

dans une plaque 12 puits contenant du PBS 1X, la plaque 12 puits est

conser YpH j f& MXVTX:-DX GpEXW GH O:-LPPXQRIOXRUHVFHQFH

Fixation dans du méthanol . Ce type de fixation est utilisé lors des IF

utilisant les an ticorps anti LC3. Dans ce cas , apres le rincage dans du

PBS1X, les cellules sont fixées en incubant les lamelles dans une plaque 12

puits contenant du méthanol froid (les plaques 12 puits sont stoc kées a -

20°C pour maintenir le m éthanol froid) pendant 20 min. Puis , comme
précédemment décrits les lamelles sont rincées dans du PBS1X puis
FRQVHUYpHYV GDQV XQH SODTXH SXLWV FRQWHQDQW GX
GPEXW GH O-,)

3-Immunofluorescence

$YDQW GH FRPPHQFHU O-LP P XlI€sRelIXRsOr peiEgbit Hisées
en déposant les lamelles sur  une goutte de 50 pL de tampon IF (PBS1X, 10%
GH VpUXP GH Y+X 1+tWDO GH VDS R/RQLlaQempégati@ G D QW
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JourO Jourl

minutes

Schéma 35 : Représentation de la cinétigue G:-LQIHFWLRQ

Les cellules U20S sont mises en culture le premier jour (Jour 0O). Le deuxieme jour (Jour 1),
les cellules sont incubées pendant une demi heure avec les virus . Cette incubation permet
O -LQWHUQ D& Lpdicdsk @rales dans les cellules . Les virus sont ensuite retirés et les
cellules sont lavées. Ceci permet G :-p W X Gne Hridection synchrone ou la majorité des virus
sont entrés en méme temps dans les cellules . A chaque temps indiqué (T30, T45, T60, T120),
les cellules sont fixées et les protéines G :-L QW pdaht harquées par immunofluorescence  (cf
paragraphe C-).



ambiante. Les anticorps primaires et secondaires sont dilués séparément

dans du tampon IF et sont centrifug és 5 min a 10 USP DYDQW G:-rWUH
utilisés. Tous les anticorps ainsi que les concentrations utilisé es pour cette

étude sont résumeés dans le tableau 2 . Les 50 pL de tampon IF utilisé s pour
perméabiliser les cellules sont éliminés par adsorption puis les la melles sont

déposées sur une goutte de 50 pL de tampon IF contenant les anticorps

primaires et sont incubées pendant 1h a 37°C. Les lamelles sont ensuite

rincées 3 fois dans du PBS1X pendant 5min puis déposées sur une goutte de

50 uyL de tampon IF contenant les anticorps secondaires et sont incubées

pendant 45 min & 37°C. Les lamelles sont de nouveau rincées 3 fois dans du

3%6 ; SXLV XQH IRLVY GDQV XQ EDLQ G-HDX GLVWLOOpPH H
G-pWKDQRO DEVROX DYDQW G:-rWUH VpFKpHVeg BsDLU OL|
lamelles sont déposée s sur une goute de 20 pL de milieu de montage (S3023,

'‘DNR FRQWHQDQW G-Hiah$idno -2-phenylindole) sur une lame

de verre. Le montage lame -ODPHOOHV HVW FRQdéHaUufrpere GetRE UL

4C° jusqu'a leur obser vation au microscope.

4 -Microscopie confocale

Le microscope confocal utilisé pour analyser les lamelles est un microscope

SP5 (Leica) équipé du logiciel Metamorph  ®(Leica) /-pSDLVVHXU GHV WUDQ
réalisées dans la profondeur des cellules (stacks) es t définie a 0.3 um . Une

moyenne de 15 tranches es t effectuée pour chaque cellule  avec une valeur

du diaphragme égale a 1. Ces réglages sont conservés pour tous les canaux

des différents lasers. La taille des images utilisées est de 512x512 avec une

taille de pixel de 96x96.

5-Quantification

Les acquisitions sont ensuite analysées grace au logiciel ImageJ. Pour
chaque image, avant toute  analyse quantitative , les différentes stacks sont

projeté es sur une seule image (Z -projection) pour chacun des canaux.

Quantification de signaux  : La comptabilisation de chaque signal est réalisée

grace a une macro semi -automatique congue avec le logiciel ImageJ. Le seuil

de détection des signaux est fixé manuellement pour chacun des canaux , en
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Anticorps Dilutions Références

Sérum anti -AdV (lapin) 1:1000 Fournis par Dr. Rggo
(Institut Bergonié
Bordeaux)
Anti -PVI (souris) 1:200 Produit au laboratoire
Anti -Gal8 (souris) 1:250 Abcamab42879
Anti -LC3 (lapin) 1:500 Cellsignaling2775S
Anti -NDP52 (lapin) 1:200 Abcamab68588
Anti -p62 (souris) 1:500 BDTranduction
laboratories
610832
Anti -Beclinl (lapin) 1:300 Abcamab6998
Anti -Lamp2 (souris) 1:250 SantacruzCH434
Anti -Péricentrine 1:400 Abcamab4448
(souris)

Anti -PVII (souris) 1:100 Produit au laboratoire
Anti -Rab7 (lapin) 1:500 Sigma R477B
Anti -SLC1A5 (lapin) 1:500 SigmaHPA035239
Anti-mTOR (lapin) 1:300 Cellsignaling7rC10

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés pour les expériences

G-LPPXQRIOXRUHVFHQFH



utilisant les intensités maxi  males des signaux pour éliminer le bruit de fond.
/H QRPEUH G-REMHWY HVW HQVXLWH TXDQWLILp SRXU FKDT

10 cellules est analysé pour chaque condition.

Quantification des colocalisations : La comptabilisation des colocalisations

est également réalisée grace a une mac ro semi -automatique. Pour chaque
image, les canaux sont séparés et les stacks sont combinées pour créer des
Z-SURMHFWLRQV /H QR REUsui® - Ruamifi¢ \\wdur chaqu e Z-
projection précédemment générée  en utilisant un  seuillage manuel et les
intensités maximales. Les Z -projections sont ensuite superposées pour créer

un masque ou tous les objets sont présents. Enfin , les colocalisations des
objets des différents canaux sont comptabilisées (exemple : le canal 1
contient | e marquage du virus, le canal 2 contient le marquage LC3, la
superposition des deux canaux permettra de quantifier les colocalisations
virus+LC3). Pour la colocalisation des virus avec les différents marqueurs
cellulaire s (LC3, Gal3,PX -*)3 /DPS « S @eX50 particules virales sont
analysées pour chaque cellule et un minimum de 10 cellules est analysé

pour chaque condition.

Analyse de la répartition des objets autour du marquage péricentrine : La

répartition des structures positives pour LC3 ou des viru s autour du MTOC
PDUTXDJH SpULFHQWULQH HVW pJDOHPHQW DQDO\VpH j C
automatique. Apres la séparation des canaux et la création de Z -projections
deux masques sont créés. Le premier contient le mar guage péricentrine (qui
est un signal unique pour chaque cellule ) et le deuxiéeme contien t le
marquage a analyser (LC3 ou AdV). Deux cercles concentriqgues sont créés
sur le premier masque grace a la fonction « création de cercle » du logiciel
ImageJ (avec des diametres respectifs de 10 um et 20 um) et ayant pour
centre commun le marquage péricentrine. Apres la superposition des deux
masques , la répartition des objets LC3 ou AdV dans les différentes zones
créées autour du marquage péricentrine ( Schéma 3 6) est comptabilisée. Les
objets présents dan s le premier cercle sont situés dans un rayon inférieur a
10um autour de la péricentrine ( Schéma 3 6). Ceux dans la région entre les

deux cercles sont dans un rayon de 10 a 20 um autour de la péricentrine

-81-



Schéma 36 : Répartition du marquage LC3 autour du MTOC

La localisation des signaux LC3 autour du MTOC (marqué grace a la péricentrine ) est
quantifiee comme décrit dans le paragraphe C- 5-. Deux cercles ayant pour centre commun
le signal péricentrine sont tracés . Ces cercles ont des diametres respectifs de 10 um et de 20
pum. /-HQVHP &0 Kignaux LC3 détectés dans la cellule est réparti dans trois zones
différentes : (i) le cercle de 10 um de diamétre, (ii) la zone entre les deux cercles et (iii) le reste
de la cellule .



(Schéma 36 ) et les objets situés en dehors des  deux cercles sont distants de
plus de 20 um de la  péricentrine ( Schéma 3 6). Un minimum de 10 cellules

est analysé pour chaque condition.

6 - Tests statistiques

7TRXV OHV WHVWV VWDWLVWLTXHV RQW pWp UpDOLVpV |
Prism6. Les tests ut ilisé s sont soit des tests ANOVA soit des tests de S tudent

VHORQ OH W\SH G:-H[SpULUd® deld expPrigria€3 \de¢ guantification
du recrutement des protéines Gal3, Gal8, LC3, NDP52 et P62 dans les
FHOOXOHV LQIHFWpHV QIO RPG 90 - $ISD les statistiques
indiquées sur les graphiques refletent la comparaison des résultats obtenus

SRXU O-¥GHW O-6G9/HV UpVXOWDWY REWHQXIVsobtYHF O-$¢
WRXMRXUV VLIJQLILFDWLYHPHQW GLIIpUHQWY W BHXGREWL
M1.

D- Culture cellulaire

1-Entretien de lignée cellulaire

Les lignées XWLOLVpHV VRQW GHV FHOOXOHV pSLWKpOLDOHYV
(U20S), des cellules rénales embryonnaires humaines qui sur expriment
O-LQWpJULQH AYA +(. AYA GHV FHOOXOHV FDQFpUHXV
XWpULQ +H/D GHV ILEUREODVWHY SXOPRQDLUHV G-HPEU
des hépatocytes humains (HuUH7 , HepG2 et MDA).

Toutes nos lignées cellulaires sont cultivées dans d u milieu DMEM
'XOEHFFR:V PRGLILHG (DJOHV:V 0OH GlbXop supPletreP D [

DYHF GH VpUXP GH YHDX I[IxWDO ,QYLWURJIHQ HW

streptomycine (Invitrogen) dans une atmosphere a 5% de CO > eta 37C°. Les

cellules sont cultivées dans des flasques de 75 cm?2 et sont entretenues

toutes les semaines. Chaque flasque est rincée dans 5 mL de PBS1X. 3 mL

de Trypsine -EDTA sont ajoutés sur les tapis cellulaire s puis les flasques sont

UHSODFpHV GDQV O-LQFXEDWHXU SHQGDQW REQXWHYV

décollées, 7 mL de DMEM complet sont rajouté s dans les flasques. Enfin | 1

mL de ce mélange est transféré dans une nouvelle flasque contenant 9 mL de

milieu DMEM complet frais. Ainsi les cellules sont diluées chague semaine
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au 1/10 éme. /-HQWUH W lcell@esG HY. AY A nécessite la présence de

généticine a une concentration finale de 0.5mg/mL.

2 -Transfection de plasmide S

Des cellules U20S sont encemencées dans des plaques 12 puis contenant

des lamelles en verre de 15 milimétres de diameétre , araison de 10 5 cellules

par puits dans 1 mL de milieu DMEM complet. Le jour suivant , les cellules

sont rincées dans du PBS1X (500 pL) et 400 pL de milieu OPTIMEM sont

rajoutt s GDQV FKDFXQ GHV SXLWV /[/-DJHQW WUDQVIHFWDQW )
les cellules est la lipofecta mine 2000 (Invitrogen). Dans un tube eppendorf,

500 ng a 1 pg de plasmide purifié (la quantité utilisée varie en fonction des

protéin es exprimées) sont dilués dans 1 00 L G-237,0(0 'DQV XQ DXWUH
tube, 1, 5 pL de lip ofectamine 2000 est diluée dans 1 00 pyL GOPTIMEM. Les

deux tubes sont ensuite mélangés et incubé S a température ambiante

pendant 20 min. P uis, le mélange est ajouté goutte a goutte sur les cellules.

La plaque est ensuite replacée 37°C.  3h plus tard , le mélange est remplacé

par du milieu DMEM comp let et les cellules sont remises a 37°C pendant 24

] K VHORQ O-HIILFDFLWp G-H[SUHVVLRQ GHV SURWpPLQHYV

3-siRNA

Des cellules U20S sont ensemencées dans des plaques 12 puits (1x104
cellules par puits). Le lendemain , les cellules sont rincées dans du PB S1X

(500 pL) et 400 pL G- 237, 0 ($bnt ajouté s dans chacun des puits. [-DIJHQW
transfectant utilisé po ur transfecter les cellules est la lipofectamine
RNAIMAX (Invitrogen). Dans un tube eppendorf, 20 2 100 SPRO G-gm1L
guantité utilisée varie en fonct  ion des protéines ciblées) sont diluésdans1 00

ML G -237,0(Qes constructions ARNi ainsi que les concentrations utilisées

sont résumé es dans le tableau 3 . Dans wun autre , tube 1,5 pL de
lipofectamine RNAIMAX est diluéedans1 00 pL G-237,0(0 /HV GHX[ WXEHYV
sont ensuite mélangés et incubé s a température ambiante pendant 20 min .

Puis, le mélange est ajouté goutte a goutte sur les cellules. La plaque est

ensuite replacée 37°C et le milieu est remplacé au bout de 4h par du DMEM

complet. Le jour suivant , les cellu les sont de nouveau tranfectées en suivant
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Protéine Séquences Concentration

ciblée
GAL3 A :AAGCCCAAUGCAAACAGAAUUGCUU 80 pmol
GAL3 B :GAGAACAACAGGAGAGUCAUUGUUU 80 pmol
GAL8 A :CCCACGCCUGAAUAUUAAAGCAUUU 80 pmol
GAL8 B :GGACAAAUUCCAGGUGGCUGUAAAU 80 pmol
GAL9 A :GGCUUCAGUGGAAAUGACAUUGCCU 80 pmol
GAL9 B :UGUGCAACACGAGGCAGAACGGAGG 80 pmol
OPTN :CCACCAGCTGAAAGAAGCC 20 pmol
NEDDA4.2 :CUGUGACUUUGUGUUGUGGATdA 100 pmol
Controle :AGGUAGUGUAAUCGCCUUG 204100 pmol

Tableau 3 : Séquences des ARNiI utilisés pour les expériences SiRNA.



exactement le méme protocole, 24h plus tard les cellules sont décollées,
GLOXpHV HW UpHQVHPHQFpPpHV SRXU O-H[SPULHQFH VXLYDQV

4-shRNA

Des cellules U20S sont ensemencées dans des plaques 12 puits a raison de

105 cellules par puits dans du DMEM complet. Le lendemain , les cellules
sont rincées dans du PBS1X puis 300 puL de DMEM complet contenant les
lentivirus sont ajouté s sur les cellules. Les cellules sont incubées a 37°C
toute une nuit en présence des lentivirus. La MOI utilisée pour transduire
les cellules varie entre 1 et 5 selon les constructions utilisées. Le lendemain :
le milieu contenant les lentivirus est éliminé et remplacé par du milieu

DMEM complet. Un jour plus tard, les cellules sont décollées, diluées au

tiers et réensemencées dans des plaques 6 puits dans du milieu DMEM
complet. Le lendemain , les clones ayant intégré le shRNA sont sélectionnés
SDU O-DMRXW GH S XUWRP dans Hnilies—24h plus tard seuls les
clones résistants a la résistance a | a puromicyne sont présents dans les
puits. Les cellules sont ensuite tra  nsférées dans des flasques de 75 cm? et
sont entretenues comme décrits dans le paragraphe D -1 (en présence de

puromycine).
E- $QDO\WH GH O-DXWRSKDJLH

1- SBWLOLVDWLRQ G-LQKLELWHXUV

LeV LQKLELWHXUV XWLOLVpV GDQV FHWitHadeninhx)@HaVRQW OH
&4 &KORURTXLQH /IH 0% HVW GLOXp GDQV GX '0) GLPpW
FRQFHQWUDWLRQ ILQDOH GH mNMS$et X8/ tebuleg sbint e W -

traitées pendant 3h maximum. La CQ HVW GLOXpH GDQV GH O-H
concentration finale utilisée est 50 UM et les cellules sont pré -traitées

pendant 5h maximum. La Torinl est diluée dans du DMSO, la concentration

finale utilisée est 20 pM et les cellules sont pré -traitées pendant 2h30

maximum.
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2 - Utilisation du tandem LC3 -RFP-GFP

Le tandem LC3 -RFP-*)3 HVW H[SULPp GDQV OHV FHOOXOHYV JUKFH
lentivirus. Les lentivirus nous ont été gracieusement fournis  par le Dr Muriel

Priault (IBGC, Bordeaux, France). Dans un premier temps , hous avons titré

OHV OHQWLYLUXV HQ PHVXUDQW SDU )$&6 O-H[SUHVVLRC
cellules U20S transduites avec différentes quantité s de lentivirus. Apres

titration , nous avons estimé la quantité de lentivirus a 2x10 6 particules

infectieuses par pL 3 R X Expf@ssion du tandem, une MOI de 1 pa  rticule

infectieuse par cellule est utilisée. Des cellules U20S sont ensemencées dans

des plaque s 12 puits contenant des lam  elles en verre de 15 mm de diam etre

(1x104 cellules par puits). Le lendemain , la quantité souha itée de lentivirus

est ajoutée dans le milieu de culture (400 UL de milieu par puits). 24h plus

tard, le milieu de culture contenant les lentivirus est remplacé par du milieu

frais (sans lentivirus). Enfin, les cellules sont infectées comm e décrit dans le

paragraphe C -1. Une fois fixées, les cellules sont analysées par microscopie

FRQIRFDOH HW OD SURSRUWLRQ G-DXWRSKDJRVRPHV HW G-
/IH SULQFLSH G- XWLOLVDWLRQ GX WDQGHP HVW H[SOLTXy

légende du schéma 3 7.

3- Utilisation des lignées LC3 -GFP

Des cellules U20S -LC3-GFP (105 cellules) sont ensemencées dans des ibidi

p-slide VI 04 (lbidi). Les cellules sont infectées avec des virus marqués avec

des Alexa 555 (cf paragraphe A -4). Les virus sont ajoutés dans le milieu d e
FXOWXUH MXVWH DYDQW GH FRPPHQFHU O-DQDO\VH HQ WEF
REWHQXHV JUKFH j O-XWLOLVDWLRQ G:-XQ PLFURVFRSH /,
disque rotatif pour lequel tout le systéme optique est contenu dans une

chambre chauffante afin de pouvoir m aintenir les échantillons analysés a

37°C, et analysées avec le logiciel Metamorph @® (Leica). Les cellules sont

observées DYHF O-REMHFWLI ; HW XQH LPDJH HVW SULVH V
pour chaque canal. Les résultats sont ensuite assemblés en utilisant le

logiciel ImageJ.
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Autophagosome Autolysosome

Autolysosomes
en rouge (GFP -/RFP+)

Schéma 37 : Principe du tandem LC3-RFP-GFP.

Lors de O L QG X &ML DX W R SIK 2drutdment des protéines LC3 sur les
autophagosomes est détecté par la double fluorescence des protéines GFP et
RFP. Par consequent, les protéines LC3 au sein des autophagosomes sont
détectées en jaune (GFP+/RFP+). Lors de la formation des autolysosomes , la
diminution du pH empéche la fluorescence de la GFP. Seule la protéine RFP
peut émettre un signal fluorescent dans un environnement acide. Par
conséquent, les protéines LC3 au sein des autolysosomes sont détectées en
rouge (GFP-/RFP+). Grace au tandem LC3-GFP-RFP, les proportions
Gautophagosomes et Gautolysosomes peuvent étre quantifiées en
comptabilisant les signaux jaunes (autophagosomes ) et les signaux rouges
(autolysosomes ).



F- Analyse de la présentation antigenique

/IHV H[SpULHQFHVY G-DQDO\VH GH OD SUpVHQWEBWBRQ DQWL
O-pTXLSH GX 'U & :LHWKRII 86% &KLFDJR

1- Analyse de la présentation antigénique in vivo

Des souris B6 (Black 6) sont infectées avec 10 10 particules virales (AdV -WT,

AdV-M1 ou avec du PBS), par injection intramusculaire. 10 jours aprés
O-LQIHFWLRQ OHV VRXULV VRQW VDFULILpHV HW OHV VS
splénocytes sont ensuite transféré s dans des plagues ELISPOT (Milipore)

puis incubés pendant 48 heures avec des capsides adénovirales (ou avec de

la GFP purifi¢ €. LD PHVXUH GH OD VpFUseMhLIR @chaiguglde

O - (/, 63 23t réalisée en suivant le s instructions du fournisseur (M ilipore) .

Le nombre de colonies formant des « spots » est calculé pour 10 5 cellules.

2- Analyse de la présentation antigénique in vitro

5x10 4 cellules dendritique s dérivées de monocytes sont incubées avec des

vecteurs adénoviraux pendant deux heures. Ces cellules sont ensuite m ises

en co-culture toute une nuit avec des clones de cellules T CD4 +* (qui
UHFRQQDLVVHQW XQ pSLWRSH FRQVHUYp GH OD SURWDPLQ
rapport 3 cellules dendritiques pour 1 cellule T CD4 *. Apres une nuit de co -

culture le milieu est collecté e  tla quantité G -, )\présent dans le surnageant

de culture est mesuré par ELISA en suivant les instructions du fournisseur

(eBioscience).
G- Détection des protéines par W estern Blot (WB)

1- Infection des cellules

Des cellules U20S sont ensemencées dans des plaques 12 puits (10 5 cellules
par puits). Le lendemain , les cellules sont infectées avec les quantités
souhaitées de virus (pour les expériences de WB une MOI de 200 a 500
particules physiques par cellule est utilisée). Un volume total de 300 pL de
DMEM complet (contenant les  virus) est utilisé pour infecter chaque puits.

Les cellules sont incubées 30 min & 37°C en présence du virus puis le milieu
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contenant les virus est enlevé et remplacé par du milieu frais (sans virus).

Les cellules sont ensuite replac ées a 37°C. A chaque temps voulu, les
cellules sont rincées dans 500  pL de PBS1X puis décollées des plagues grace

j O-DMRXW L& He trypsine -EDTA. Une fois décollées , 700 puL de PBS1X
sont ajouté s dans chaque puits pour diluer la trypsine -EDTA. L es cellules
sont ensuite tr ansférées dans des tubes E ppendorf puis sont culot tées (5000
rom pendant 5 min). Le surnageant est éliminé et les culots congelés a -
20°C.

2- 3UpSDUDWLRQ 6Geéllplaiid D& W

Le culot des cellules est repris directement dans du t anpom Laem mLi 1X
(8% sodium dodecyl sulfate (SDS), 40% glycérol, 0.01% bleu de
EURPRSKpQRO -mercapfoéthanol, 200 mM Tris a Ph 6.8) . Les

échantillons sont ensuite chauffés dans un bain sec a 100°C pendant 10
min. Aprés avoir centrifugé brievement les tubes , les échantillons sont
chargés dans un gel SDS -PAGE.

3- Extraction des protéines membranaire

Les protéines membranaires sont extrait es grace au kit « Mem-PER™ plus
membrane protein extraction » (ThermoFisher) en suivant les indications du

four nisseur.

4- Electrophorese (SDS -PAGE)

Pour séparer les protéines de s lysats cellulaires selon leur masse

moléculaire , les extraits cellulaires sont chargés dans des gels de
polyacrilamide . Ces gels sont constitués de deux parties ; un gel de
concentration ] G-DFU\ODPLGH HW XQ JHO GH VpSDUDW

concentration en acrylamide varie en fonction de la masse moléculaire des
protéines étudiées). La migration des échantillons est réalisée dans un
tampon TGS 1X (Tris -Glycine -SDS : 25mM Tris, 192mM glyci ne, 1% SDS a
pH 8.3) a un voltage constant de 90 Volt.
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5- Transfert sur membrane

Une fois la migration des échantillons terminée, les protéines sont

transférées sur des membranes de nitroce llulose ayant une porosité de

0,45um (>50 kDa) pour les grosses  protéines ou 0.2 um pour les petite

protéines (<50 kDa). Le transfert est réalisé en milieu liquide dans du

tampon de transfert (25mM Tris, 192 mM Glycine, 15% ethanol a pH 8.5) et

dans des cuves de transfert Trans -Blot® Cell (Bio -Rad). Le transfert est
efIHFWXp j XQ DPSpUDJH FRQVWDQW GH P$ SHQGDQW K
transfert est vérifiée par color ation des protéines en rouge Ponceau. L es
PHPEUDQHY VRQW HQVXLWH GpFRORUpHY GDQV GH O-HDX

6- Western Blot

Dans un premier temps les membranes sont satu rées pendant 1h sous

agitation a température ambiante dans un tampon de saturation (TBS 1X,

0.05% Tween20, 10% lait). Les membranes sont ensuite incubées toute une

QXLW | &f VRXV DIJLWDWLRQ DYHF O-DQWLFRUSYV SULPDLUF
saturation) dir LJp FRQWUH OD SURWPLQH G-LQWpUrw /H OHQGHFH
sont rincées 3 fois 10 minutes dans du tampon TBS -Tween (TBS1X, 0.05%

Tween20). Puis, OHV PHPEUDQHV VRQW LQFXEpHV SHQGDQW K
secondaire couplé a la péroxydase et spécifique de | -DQWLFRUSYV SULPDL
(également dilué dans du tampon de saturation) sous agitation et a

température ambiante. Pour rincer les membranes, deux lavages de 10

minutes dans du TBS -7ZHHQ VRQW UpDOLVpV DLQVL TX-XQ GHUQ
minutes dans du TBS1X. Les an ticorps utilisés pour cette étude ainsi que

leurs concentrations  sont récapitulés dans le tableau 4. La révélation des
PHPEUDQHY VH IDLW SDU FKLPLROXPLQHVFHQVH | O-]
(ElectroChemiLuminescence) Femto (Super signal West Femto, Fisher

scientific ) selon les recommandations du fournisseur. La détection de la
OXPLQHVFHQFH VH IDleWameéta (DnageRuaht X LAS 4000).
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Anticorps

Dilutions

Références

Sérum anti -AdV (lapin) 1:5000 Fournis par Dr. Rggo
(Institut Bergoni¢ Bordeaux)
Anti -OPTN (mouse) 1:500 Abcamab23666
Anti -Gal8 (lapin) 1:500 Abcamab42879
Anti -Gal9 (lapin) 1:500 Abcamab69630
Anti -NDP52 (lapin) 1:1000 Abcamab68588
Anti -p62 (souris) 1:500 BDTranductionlaboratories
610832
Anti -Beclinl (lapin) 1:1000 Abcamab6998
Anti -LC3 (lapin) 1:500 Cellsignaling2775S
Anti-mCherry (rat) 1:1000 Chromotek
Anti -GAPDH (souris) 1:500 Sigma G9545
Anti -Tubuline (lapin) 1:1000 Sigma t9026
Anti -Nedd4.2 (lapin) 1:1000 Abcamab73386

Tableau 4 : Liste des anticorps

utilisés pour les expériences de WB




H- RT-gPCR

1- Infection

Des cellules U20S sont enscemmencées dans des plaques 6 puits (1x10 6
cellules par puits). Le | endemain , chaque puits est inféctés avec 500 pL de
DMEM complet contenant 2000 particules physiques par cellules de virus
WT, M1 et TS1. Les cellules sont incub  ées a 37°C en présence du virus. A U
bout de 30min (temps nécessaire pour que la plupart des viru S soient
internalisé s) le milieu contenant les virus est remplacé par du milieu sans

virus. Les cellules sont ensuite replacées a 37°C pendant 4h.

2 - Extraction des ARN

Aprés infection , les cellules sont rincées avec 500 pL de PBS1X, puis 500 pL
de Triz ol (Mole cular Research Center, Inc.) sont ajouté s dans chaque puit s
pendant 3 minutes pour lyser les cellules. Les ARN sont ensuite extraits
grace a une extraction phénol -chloroforme. Pour ce faire, dans des tubes
Eppendorf 100 pL de chloroforme est ajo uté a 500 pL de lysat cellulaire. L es
tubes sont agités vigoureusement, incubé s 3 min a température ambiante et
centrifugé s 10 min a 13000 rpm a 4°C. La phase aqueuse est récupérée et
est transférée dans un nouveau tube. 100 pL de chloroforme sont ajoutés,
comme précédemment décrit, les tubes sont agités vigoureusement, incubé S
3min a température ambiante et centrifugé s 10 min a 13000 rpm a 4°C. La
phase aqueuse (contenant les  ARN) est récupérée et les ARN sont précipités
par ajout de 250 pL G:-LVRSUR S B QBeS sohHincubés a température
ambiante pendant 10 min puis centrifugés 10 min a 12000 rpm a 4°C. Le
surnageant est éliminé puis 400 UL G -p Wd BOQ% est ajouté sur le culot.
Aprés une centrifugation de 10 min a 13000 rpm le surnageant est de
nouveau éliminé 8Q VHFRQG ODYDJH GX FXORW DYHF GH O:-pW
effectué selon la méme procédure. Enfin, le culot (contenant les ARN) est
VPpFKp j O-DLU OLEUH SHQGDQW P L QsuSpéhdus @ads/26651 VRQW
ML G-HDX '(3é&au traitée avec du Diethylpy rocarbonate) . La quantité
G-$51 H[WéesDJuanitifiée par spectophotométrie (NanoDrop) en mesurant

les densités optiques a 260 et 280 nm et en calculant le rapport 260/280
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QP /HV FRQFHQWUDWLRQV GHV pFKDQWLOORQV G-$51 H[W!

ng/ pL puis les ARN sont stockés - f& /-LQWpJULWp GHV $51
analysant 100 ng de chaque échantillon grace a des puces a ARN

(Bioanalyzer Agilent).

3- Transcription inverse (RT -PCR)

La transcription inverse (RT) des ARN messagers (ARNm) en ADN
comp lémentaires (ADNc) est réalisée grace au kit SuperscriptTM |l
(Invitrogen). La réaction de RT est effectuée dans un volume réactionnel de

20 pL contenant

1uL G-$51P | QL)

- 4 pL de FSBuffer 5X

- 1puL deDTTO0.1M

- 1 pL de RT Superscript Il

- 14 puL G-ROLJR '7 L) —J
- 1 pL de dNTP (10mM)

- 10.6 pL H20 DEPC

Le progra mme de PCR utilisé est le suivant  : 30 min a 50 °C, 30 min a 55 °C,

HVW Yy

15mna70°C.Les20 pL G-$'1F REW3IdQ Ensuite dilué s SDU O-DMRXW GF

50 L G-HDX '(3&

4- PCR quantitative (QP  CR)

ID TXDQWLILFDWLRQ GHV $'1F GHV JqQHV Gé$t @disées3'+ HW

SDU OD WHFKQLTXH GH 3&5 HQ WHPSV UpHO |

O-DLGH ¢

spécifiques (tableau 5 Yetde O-DJHQW LQWHUFDODQW 9G¥&OUHVFHQW

La réaction de gPCR est effectuée dans un volume réactionnel de 20 pL

contenant

2 uL de chacune des amorces (a 10 pmol/  pL)

- 1pL GH20

10 pL du mélange B -R SYBER® Green SuperMix (Quanta Bioscience)
- 5uL G-$'1F
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Amorces Séquences

GAPDH fwd -TGG TATCGT GGA AGG ACT CA-
GAPDH rev -CCA GTA GAG GCA GGG ATG AT -
IFN Afwd -GCA GTATTC AAG CCT CCC AT -
IFN A rev -TCCAAATTGCTCTCC TCT TG-
Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier les ADNc

correspondants  aux génes de la GAPDH et de O-,)A

Temps  Température Répétition
1 10 min 95°C
2 Etape 1 10 sec 95°C X45
Etape 2 30 sec 58 °C
Etape 3 30 sec 72°C
3 30 sec 95°C
4 1 min 50°C
5 10 sec 50°C X100 *
* . Aprés le cycle numéro 2 augmenter la température de 0,5 °C apres

chaque cycle

Tableau 6 : Programme utilisé pour la PCR quantitative



Le progra mme de PCR utilisé est indiqué dans le  tableau 6 .La mesure del a
fluorescence est quantifiée apres chaque cycle N°2 ( tableau 6 ). La PCR est
réalisée sur le Thermocycler CFX96 (BioRad). Le seuil de détection de la
fluorescence (Ct) et les températures de fusion sont déterminés pour chaque

amplification grace au logice | CFX Manager (BioRad).

5- Quantification relative avec la méthode de 2 -4

/- DQDO\WVH GH O-H[SUHVVLRQt GaX qBQR) ébt Balisé@ -saldn la

quantification relative par la méthode de 2 -4¢t /D TXDQWLWp G-$'1F GX Jq
IFN t dans les cellules infectées est normalisée par rapport a deux
SDUDPgWUHV /H SUHPLHU HVW OD TXDQWLWp G-$'1F REW
référence de la GAPDH (Glycéraldéhyde -3-phosphate déshydrogénase), le

deuxieme est les valeurs obtenues pour ces deux genes (IFN t et GAPDH)

dans les cellules infectées (NI). Voici la formule utilisée

-4t = 2-lctiFN t-Ct GAPDH) cellule infectée - (CtIFN t-Ct GAPDH) Ni |
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RESULTATS






Chapitre 1  : La rupture des membranes lors de
O-HQWU pAdl 9 HY G Xaldplaa- gie sélective

Notre laboratoire a précédemment montré que le motif PPxY, exposé lors de

OD OLEpUDWLRQ GH OD 39, SHQGDQW OHV pWDSHV G-HQ
domaines WW communément trouvés dans la séquence des ubiquitine S

ligases de la famille de N edd4 (Wodrich et al., 2010) . Les virus mutants M1,

ou le motif PPxY de la PVI est muté en PGAA , ne sont plus capables de
UHFUXWHU OHV 1HGG HW SDU FRQVpPTXHQW O -XELTXLW\O!
Pour des raisons encore mal comprises OH WUDQVSRUW F\WRSODVPLTX
MXVTX-DX 072& HVW ORXUGHPHQW DIIHFWp SDU FHWWH P X\

est 20 fois infectieux que le virus sauvage (Wodrich et al., 2010)
A- Implication du motif PPxY dans @chappement endosomal

1- Le phénotype du mutant M1

Dans un premier temps , nous avons voulu vér ifier le phénotype du mutant

M1. P our ce faire , nous avons transduit différents types cellulaires avec des

vecteurs adénoviraux exprimant la GFP (WT et M1) HW PHVXUp O-HIILFDFLW
WUDQVGXFWLRQ JUKFH j O-H[SDhes beltule’ Q2@SHet BIELa*or

été transduites avec différentes quantités de vecteurs sauvages ou mutants.

Dans les cellules U20S p our une MOI de 50 particules par cellule, 60% des

cellules transduites DY HF OWIG®priment la GFP. Pour la méme quantité

GH SDUWLFXOHY YLUDOHYV VHXOHYV GHV FHODx@QHV WUDC
positives pour la GFP ( Figure 1 A ). Des résultats simi laires sont obtenus lors

de la transduction des cellules HeLa (  Figure 1 B ). Ces résultats indiquent

TXH OH GpIDXW G:-LQIHFWLRVLWp GX PXWDQW 0 HVW RE
modeles cellulaires qui seront majoritairement utilisés pour cette étude

(Figure 1 A et B). De plus, la transduction de types cellulaires

supplémentaires (MRC5, HepG2, HuH7 et MDA) confirme que le phénotype

GX 0 HVW UHSURGXFWLEOH GDQV G-:DXxMueHW W\GEYVY GH FF
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Figure 1 : Infectiosité = du mutant M1 dans divers types cellulaires

Pourcentage de cellules (A) U20S, (B) HelLa et (C) MRC5, U20S, HepG2, HuH 7 et MDA
fluorescentes aprés leurs transductions avec différentes quantités de particules physiques
de vecteurs adénoviraux exprimant la GFP. Les courbes et histogrammes  noirs
représentent les résultats obtenus avec le vecteur AdV-WT et les courbes et histogrammes
rouges sont ceux obtenus avec le vecteur AdV-ML1.



VXJIJqQUHQW TXH OH GpIDXW G:-LQIHFWLR\Manidu reoxel® XWD QW t

cellulaire utilisé, que ce soit des fibroblastes ou des hépatocytes.

2- $QDO\WH GH O-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes demandés si ce défaut
G-LQIHFWLRVLWpP Q-pWDLW SDV OLp DX U{OH GH OD 39, GD(
$ILQ G-DQDO\WHU O-HIILFDFLWp GH UXSWXUH GH O-HQGR
cellules U20S exprimant la protéine Gal3 -mCherry. En effet, notre

laboratoire a précédemmen t démontré que la Gal3 est recrutée sur les
HQGRVRPHV URPSXV ORUV GH (\ai¢t ©t\all) 2042; BdrtiGez$e 9

al., 2013) . Comme contrdle, nous utilisons le virus mutant TS1. Ce mutant

Q- LOQGXLWHSDXSWXUH GH O-HQGRVRPH SXLVTX:-LO Q-HVW S
OD 39, ORUV GH O-HQGRF\WRVH @fdrtiaep etSaD, 2 B)F XIe8l YLUDOI
cellules U20S -Gal3-mCherry sont infectées avec les trois virus (WT, M1 et

TS1) en suivant le protocole décrit dans le paragraphe C -1 du matériel et

meéthodes ( Schéma 35 ). Des anticorps anti -AdV sont utilisés pour marquer

et détecter les virus. Les images obtenues en microscopie confocale
LQGLTXHQW O:-DSSDULWLR QI3Geoxchformb dahx B dyioptasme

GHV FHOOXOHV LQIHFWHpHW SOMGES &danche, pour les
FHOOXOHV QRQ LQIHFWpHV HW OHV FHOIO KGO38 neQIHFWpH
semble pas étre recrutée car le marquage reste diffus dans le cytoplasme

(Figure 2 A $ILQ G-HVWLPHU O:-HIILFDFLWp GH OD UXSWXI
endosomale, nous avons quantifié le recrutement de la Gal3 au cours du

temps aprés infection par les trois types virus ( Figure 2 B ). A aucun

PRPHQW O:LQIHFWLRQ (®rhk @is$E9 Q-LQGXLW OH UHFUXWHF
Gal3, confirmant ainsi que la rupture de la membrane endosomale est

nécessaire pour ce recrutement ( Figure 2 B ). En ce qui concerne les cellules
LQIHFWpHV SDU GRPAPEH QRLUH -MR Xco@rb& EBige), nous

Q -D Y R s\WwbSdbvé de différence significative tant dans la cinétique de lyse

des membranes endosomales que dans le niveau de recrutement de la Gal3

(Figure 2 B ). Enfin, pour évaluer la capacité de ces virus a échapper des

endosomes rompus nous avons quantifie le p ourcentage de virus
FRORFDOLVDQW DYHF OD *DO DXFigReX@ )GEh éfet, @QIHFWLRQ
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Figure 2 : Lyse des endosomes et échappement endosomal des AdV sauvages
et mutants

Des cellules U20S exprimant la Gal3-mCherry sont infectées avec les différents vecteurs
Adénoviraux selon le protocole décrit dans le paragraphe C- 1- (Schéma 34) du matériel et
méthodes . (A) Les cellules sont fixées a différents temps aprés O -L Q| H&WharBu@es pour
@dV (en vert). La Gal3 est détectée grace a la fluorescence de la protéine mCherry (en
rouge). Les images représentées ici sont les acquisitions obtenues en microscopie confocale
30 min aprés O:-LQWH U Q BOWUND. \BL Beombre G - R E Nvdsisy pour mCherry (Gal3)
par cellule est quantifié a différents temps de O-L QIH H®@jLR @ourcentage de virus
colocalisant avec le signal mCherry est également quantifié . Les résultats obtenus avec
@dV-WT sont représentés par les courbes noires, ceux obtenues avec @dV-M1 sont
représentés par les courbes rouges et ceux obtenus avec @dV-TS1 sont représentés par les
courbes grises. Pour chaque condition un minimum de 10 cellules est analysé Les points
utilisés pour tracer les courbes représentent la moyenne et les barres G-HUUHXUV
représentent O - p Ftippd Wbtatistigue : ns:>0.05,*:p "0.05, * :p "0.01, ***,



diminution de la colocalisation AdV+Gal3 reflete la dissociation entre les

YLUXV HW OHV HQGRVRPHV URPSXV 'H PD-Q31gbeH FRKpU

colocalise que trée V SHX DYHF OHV *DO SXLVTX:-LO QH URPSW SI

endosomale. Le pourcentage de virus sauvages colocalisant avec la Gal3

DXJPHQWH GXUDQW OHV SUHPLqQUHV PLQXWHV GH O:-LQI
SXLV LO GLPLQXH MXVTX:j HQYLURQion ( fFigu&2ERNVW LQIHI

Par contre, la cinétique du mutant M1 est différente de celle du sauvage. En

effet, le pourcentage de particules virales colocalisant avec la Gal3 augmente

MXVTX-]j K-ISRUHWWWLRQ SRXU DWWHLQGUH SXLV LO C

environ 15 % a 2 h post infection (  Figure 2 C ). Ces résultats révelent que

O - $ @M colocalise plus que le virus sauvage avec les endosomes rompus et

reste associé avec ces vésicules endommagées plus longtemps. Par

conséquent, ces résultats suggerent que ce mutant pr ésente un défaut

G-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO

Pour confirmer cette hypothese, nous analysons la dissociation entre la

FDSVLGH HW OD 39, OLEpUpH GDQVY O-HQGRVRPH VHORQ OH

FLQpPpWLTXH TXH SUpFpGHPPHQW /RUV G cellteQaWPVipH GX YLL

Q-HVW GpWHFWDEOH SDU LPPXQRPDUTXDJH TXH ORUV’

partiellement désassemblée. De ce fait, les événements de colocalisations

AdV/PVI ne sont détectés que suite au désassemblage partiel de la capside

GDQV O-HQG\NRRe® &l., 2012) . Aprésla O\WH GH O-HQGRVRPH OHV

signaux persistent mais les colocalisations AdV/PVI diminuent. En fait, la

PDMRULWpP GHV 39, UHVWH DVVRFLpH DX[ PHPEUDQHYVY URPS.

TXH OD SDUWLFXOH YLUDOH GpVDVVHPEOpPH HVW WUDQVS

consée TXHQW OD GLVVRFLDWLRQ GHV VLJQDX[ $G9 39, FRUUI

G-pFKDSSHPHQW H QdguR\BRAP P Des cellules U20S sont infectées

avec des virus AdV -WT et AdV -M1 et des anticorps anti  -AdV et anti -PVI sont

utilisés pour détecter respectivement les virus et la PVI ( Figure 3 B ). La

guantification du pourcentage de virus positifs pour la PVI au cours de

O-LQIHFWLRQ FRQILUPH TXH OH PXWDQW O UHVWH DVVRFL

En effet, comme pour la Gal3 et selon la méme cinétique, dans les cellules

iQIHFWpHV S, I6s-@®Ba&lisations AdV/PVI sont plus nombreuses et

les évenements de dissociations sont plus tardifs ( Figure 3C ).
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Figure 3 : Comparaison de la dissociation capside/PVI entre le virus sauvage et

le mutant M1

(A) Figure représentant la détection des particules virales et de la PVI durant O-HQWeUpH
@dV. Le virus est marqué en rouge et la PVI en vert. Lors de son entrée dans la cellule, le
virus est détecté en rouge. Pendant la libération de la PVI et la rupture de @ndosome, le
virus et la PVI sont détectés en jaune car ils colocalisent (vert + rouge). Enfin, apres la
dissociation du virus des vésicules rompues, le virus est de nouveau détecté en rouge et la

PVI en vert. (B) Des cellules U20S sont infectées avec les vecteurs AdV-WT (courbe noire) ou
AdV-M1 (courbe rouge) selon le protocole décrit dans le paragraphe C- 1- (Schéma 34) du
matériel et méthodes . Les cellules sont fixées a différents temps aprés O-LQIHEWLRQ
marquées pour @dV (en rouge) et pour la PVI (en vert). Les images représentées ici sont les
acquisitions obtenues en microscopie confocale 30 min apres O-LQWHU Q BW MDD R Q
Le pourcentage de virus colocalisant avec la PVI est quantifi€ . Pour chaque condition un
minimum de 10 cellules est analysées, les courbes représentent la moyenne et les barres

G -HUU eprésentent O - p Ftigpe W



3- Conclusion

/|- HQVHPEOH GH FHV UpVXOWDWY FRQILUWtH PPXYHe®D PXWD
3*$$ GLPLQXH O:-LQIHFWLRVLWp GH O-$G9 VDQV DOWpUHU
PHPEUDQH HQGRVRPDOH 1pDQPRLQV LO VHPEOHUDLW TX-

transport du virus vers le MTOC (Wodrich et al.,, 2010 ,) cette mutation
DILTHFWH O-pWDSH G:-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO (Q HIIHW
présente un retard de dissociation de la membran e endosomale (positives

aux Gal3 et PVI) aprés la lyse de la vésicule. Puisque la mutation du motif

PPxY en PGAA abolit le recrutement de la ligase Nedd4.2 (Wodrich et al.,
2010), il est fort probablement que Nedd4.2 soit un facteur clef permettant

DX[ YLUXV GH V:-pFKDSSHU GHVY HQGRVRPHV URPSXYV

B-La UXSWXUH GH O-HQGRVRPH ORUV GiHIWtHQWUQpt
ele O-DXWRSXDJLH

1RXV DYRQV HQVXLWH YRXOX H[DPLQHU VL FRPPH SRXU OF
O-DXWRSKDJLH VXLWH j OD UXSWXUH G H(TOWsthPEUDQH HQC
2012)..

1- Recrutement de la Gal8 sur le lieu de rupture des membranes

Les Galectines (Gal) sont des protéines accumulées dans le cytoplasme avant

G-rWUH VpFUpWpHV /HV U{OHV OHV PLHX[ FDUDFWpULVpV
dans le milieu extracellulai re ou, grace a leur liaison aux protéines
transmembranaires, elles participent a divers processus biologiques

(différenciation,  adhésion  cellulaire, réponse pro -LQIODPPDWRLUH «
(Houzelstein et al., 2004) . Comme pYRTXp GDQV O-LQWURGXFWLRQ F&t
(Gal3, 8 et 9) ont aussi une fonction cytoplasmique . elles détectent les
YpVLFXOHV URPSXHV VXLWH j O-H[SRVLWLRQ DQRUPDOH Gt
(Paz et al., 2010; Thurston et al., 2012) . De plus, la Gal8 a été dé crite comme

étant responsable du recrutement de la machinerie autophagique lors
G-LQIHFWLRQ EDFWpPULHQQH DILQ G-pOLPLQHU OH SDWKRJ
sommes demandés si la Gal8 participait aussi a la détection des vésicules

URPSXHV SDU O :HQWRbpHéRtdréa cette question, nous avons

LQIHFWp GHV FHOOXOHYV -@T2endaNntt86 ntn: puBsréalisé une
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Figure 4 : Recrutement de la Gal8 pendant O -H Q W& ktdV

(A) Des cellules U20S sont infectées avec @dV-WT. 30 min aprés O -L QI H E8VdieRu@s

sont fixées et marquées pour la PVI (vert) et la Gal8 (violet). Les fleches blanches indiquent

des événements de colocalisations . (B). Des cellules U20S sont infectées avec les vecteurs
AdV-WT (courbe noire) ou AdV-M1 (courbe rouge) ou AdV-TS1 (courbe grise) selon le
protocole décrit dans le paragraphe C- 1- (Schéma 34) du matériel et méthodes . Les
cellules sont fixées a différents temps aprés O -L QI H Etwhagu@es pour @dV (en rouge)

et pour la Gal8 (en vert). Les images représentées ici sont les acquisitions obtenues en
microscopie confocale 30 min apres O-LQWHUQ DO WWus W(CIR @@ nombre G-REMHWYV
positifs pour le marquage Gal8 par cellule est quantifié a différents temps de O-LQIHFWLRQ
Pour chaque condition, un minimum de 10 cellules est analysé . Les points utilisés pour

tracer les courbes représentent la moyenne et les barres G-HUU kerdséntent O-pFDUW
type . Statistique :ns:>0.05,*:p "0.05,* :p "0.01, ** :p "0.001, *** :p ”0.0001



immunofluorescence (IF) marquant la PVI et la Gal8 ( Figure 4 A ). Les images
REWHQXHVY HQ PLFURVFRSLH FRQIRFDOH ShoirétdV WHQW (
événements de colocalisation entre la Gal8 et la PVI. Ceci suggéere que la

Gal8 est recrutée lors de la rupture des membranes induite par la PVI.

I1RXV DYRQV HQVXLWH UpDOLVp GHV FLQpPpWLTXHV G:-LQIHFW
les deux mutants (M1 et TS1) toujours en suivant le méme protocole

(Schéma 35 ). Le recrutement de la Gal8 est quantifi€ comme précédemment

en comptabilisant le nombre de spots Gal8 dans les cellules infectées grace a

un immunomarquage ( Figure 4 B ). Le marquage de la Gal8 montre une
accumulation de structures ponctiformes dans les cellules infectées par

0-$3G9 HW O-MIGraais pas dans les cellules non infectées ou infectées

DYHF OT$L@igure 4 C &HYVY UpVXOWDWY FRQILUPHQW TX-H
détectée par la Gal3, la rupture GHV PHPEUDQHYV LQGXLWH SDU O-$G¢

décelée par la Gal8.

Puisque la Gal8 est impliquée dans le recrutement de la machinerie
DXWRSKDJLTXH VXU OHVY PHPEUDQHY URPSXHV ORUV G:-LQIF
DYRQV GRQF FKHUFKp j VDYRLU VILL OpB XSDRIS®& CHIQ W WHpvHN GIHRAW

2- $QDO\WH GH O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH SHQGDQW C

3RXU GpPRQWUHU TXH OHV GRPPDJHV PHPEUDQDLUHYV LQG:
O-DXWRSKDJLH QRXV DYRQV UHSURGXLW OHV FLQPWLTXHYV
ci en marqu ant la protéine LC3 ( Figure 5 A ). En effet, la protéine LC3 est

XQH SURWpPLQH F\WRVROLTXH TXL ORUV GH O-LQGXFWLRQ
VXU OD PHPEUDQH GHV DXWRSKDJRVRPHV 'DQV XQH FHO
Q-HVW SDV DFWLYpH OH PDUTfB d&hs GeHcytoflasiHe/ Bh G
UHYDQFKH ORUVTX-HOOH HVW LQGXLWH /& HVW UHJURXS:S
témoignant ainsi de la formation des autophagosomes (Klionsky et al., 2016)

La quantification du recrutement de LC3 sur les vésicules autophagiques

UpYgOH TXH O-DXWRSKDJLH HVW LQGXLWH GDQWIGeHYVY FHOO
O0-$39 PDLV SDV GDQV OHV FHOOXOHVTRIQFH&®PBEV). SDU O -4
Ceci suggere que les dommages membranaires sont requis pour initier
O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH ORUV GH O-HQWUpH GHV g
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Figure 5 : Induction de O -DXWR S KB JdeHO - H Q W& okdV

Des cellules U20S sont infectées avec les vecteurs AdV-WT (courbe noire) ou AdV-M1
(courbe rouge) ou AdV-TS1 (courbe grise) selon le protocole décrit dans le paragraphe C- 1-
(Schéma 34) du matériel et méthodes . (A) Les cellules sont fixées a différents temps apres
O -LQIHERWOh&4uées pour @dV (en rouge) et pour la LC3 (en vert). Les images
représentées ici sont les acquisitions obtenues en microscopie confocale 30 min apres
O-LQWHUQ DO unDdD.WB) ReOnombre G - R E MobsMifs/ pour le marquage LC3 par cellule
est quantifié¢ a difféerents temps de O -L QI|HFAL Riaque condition un minimum de 10
cellules est analysé . Les points utilisés pour tracer les courbes représentent la moyenne et
les barres G :-HUU keprésentent O - p Fipge WStatistigue : ns: > 0.05, *: p "0.05, * : p ”
0.01, *** : p ” 0.001, *** : p ” 0.0001. (C) Des cellules U20S sont infectées avec les
vecteurs AdV-WT ou AdV-M1 ou AdV-TS1 pendant 30 ou 60 min ou sont traitées avec 50
UM de chloroquine pendant 3h. Les lysats cellulaires sont analysés par western blot en
utilisant des anticorps anti -LC3, anti -AdV et anti -GAPDH. Les intensités des bandes LC3-II
et GAPDH sont mesurées par densitométrie en utilisant le logiciel ImageJ. Les chiffres
indiqués représentent le rapport entre O -L QW HI® MLbahde LC3-1l et celle de la bande
GAPDH pour chacune des conditions . Ces chiffres sont normalisés par rapport a la
condition non infectée (NI).



UDSLGHPHQW DFWLYpH J PLQ DSUqV O-LQWHUQDOLYV

cinétigue de son indu ction ( Figure 5 B ) ressemble fortement & la cinétique

de la libération de la PVI ( Figure 3 C ). Les mémes résultats ont été obtenus

par nos collaborateurs (Dr. C Wiethoff, Chicago) dans un autre modéle

cellulaire, les cellules HelLa. Pour confirmer ces obser vations, nous avons

DQDO\Vp OD OLSLGDWLRQ GH OD SURWpPLQH /& DX FRXUV

virus. En effet, pour étre associée aux membranes autophagosomales LC3

doit étre conjuguée a un groupement phosphatidyl -éthanolamine (PE)

(Schéma 14 du Chapi WUH GH O-LQWURGXFWLRQ /ID IRUPH F\W

est dénommeée LC3 -l alors que la forme lipidée est appelée LC3 -Il. La
FRQYHUVLRQ G:-XQH IRUPH j O-DXWUH SHUPHW GH VXL"®
DXWRSKDJLTXH ,0 HVW ODUJHPHQW pWDEOmelX8-1I0O-DFFXP.
REVHUYDEOH HQ ZHVWHUQ EORW UHIOgW(Iiddsky@G XFWLRQ

al., 2016) . Par conséguent, nous avons analysé par western blot (WB) le flux

autoph agique dans les cellules infectées. Nous utilisons comme contrble

positif des cellules traitées avec de la chloroquine (CQ). Le traitement par la

CQ entraine une accumulation de la forme LC3 -1l en inhibant la fusion

autophagosome -lysosome (Klionsky et al., 2016) . Les virus capables de

URPSUH O-HQGRVRPH :7 HW 0 LQGXLVHQW XQH DFFXPXOD

Il alors que pour les virus incapabl es de rompre la vésicule (TS1), le niveau

de LC3 -1l est similaire a celui des cellules non infectées (NI) ( Figure 5C ). Ces

UpVXOWDWY FRQILUPHQW TXH ORUV GH O-HQWUpH GHV $

UXSWXUH GH O-HQGRVRPH HQ LQGXLVDQW O-DXWRSKDJLH

Enfin,no XV DYRQV YRXOX YpULILHU VL O-DXWRSKDJLH LQGXL!'
aussi le recrutement des protéines adaptatrices impliquées dans la
[PQRSKDJLH ORUV G-LQIHFWLRQ PLFURELHQQH

3- /-DXWRSKDJLH LQGXLWH HVW HOOH VpOHFWLYH

&RPPH GpFULW GDQV O-@Q MOWWRGEKXKPWLRGHXW FLEOHU VpOHF
protéines spécifiques, des pathogenes invasifs ou des organelles
HQGRPPDJpV /D VSpFLILFLWp GH O-DXWRSKDJLH HVW FRQ

adaptatrices qui reconnaissent les « eat-me signal » sur les cargos a dég rader
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Figure 6 : Recrutement des protéines adaptatrices lors de O -L Q| H FparL AQV
Des cellules U20S sont infectées avec les différents vecteurs AdV-WT (courbe noire) ou
AdV-M1 (courbe rouge) ou AdV-TS1 (courbe grise) selon le protocole décrit dans le
paragraphe C- 1- (Schéma 34) du matériel et méthodes . Les cellules sont fixées a différents
temps aprés O L QI H&WarR®es pour @dV (en rouge) et (A) pour NDP52 (en vert) ou (C)
pour p62 (en vert). Les images représentées ici sont les acquisitions obtenues en
microscopie confocale 30 min aprés O-LQWHU Q DO LiM®d Wé Raghbre G - R E Mobififs/
par cellule pour (B) le marquage NDP52 ou (D) le marquage p62 est quantifié a différents
temps de O -L QIH ML RIaque condition un minimum de 10 cellules est analysé . Les
points utilisés pour tracer les courbes représentent la moyenne et les barres G-HUUHXUV
représentent O - p Ftipod Wbtatistique : ns: > 0.05,*:p "0.05,** :p ”0.001.



(Boyle and Randow, 2013) . Les protéines adaptatrices i mpliqguées de maniére
redondante dans la xénophagie sont NDP52 et P62 (Svenning and Johansen,
2013).

1- Recrutement des protéines adaptatrices

$ILQ G-pWXGLHU O:-LPSOLFDWLRQ GHV SURWpPLQHV DGDSW
0:-$G9 QRXV DYRQV UpSpWp OHV FLQpPWLTXHYV Gnk®IHFWLRC
marquant les virus et les adapatateurs NDP52 ( Figure 6 A ) ou P62 ( Figure 6

C). Des études quantitatives ont également été réalisées pour le recrutement

de chacune des protéines adaptatrices ( Figure 6 Bet 6 D ). Une fois de plus,

seuls les virus qui in duisent des dommages membranaires (WT et M1)
LQGXLVHQW OH UHFUXWHPHQW GH FHV SURWpPLQHY DORUYV
le virus contrble (TS1) ( Figure 6 B et 6 D &HFL FRQILUPH TXH O:-pWLC
UXSWXUH GH O-HQGRVRPH GpFOHQFKH OH dd&ptatdceVHPHQW
LPSOLTXpHV GDQV O-DXWRSKDJLH VpOHFWLYH 3RXU FRQ
DGDSWDWULFHV VRQW UHFUXW pH \eat-Ke ¥ighalj >qubl, [GRBVLWLRQ
sur les cargos (AdV, membranes endommagées), nous avons effectué des IF

avec des triples -marquages. Les protéines NDP52 ont un motif de liaison aux

Gal8 et ce systeme de détection des membranes rompues permet de limiter

la réplication de bactéries telles que les Salmonelles (Thurston et al., 2012)

3RXU GHV UDLVRQV WHFKQLTXHV QRXV Q:-DYRQV SDV SX PLC
et la Gal8. En effet, les anticorps dirigés contre NDP52 et Gal8 disponibles

au laboratoire sous tous les deux issus du lapin et ne peuvent donc pas étre

utilisés ensemble. De ce fait, pour marquer les endosomes rompus, nous

avons utilisé des U20S -Gal3-mCherry. Les cellules exprimant la Gal3 -

mCherry ont ainsi été infectées avec du virus sauvage et co -marquées pour

O-$G9 HW 1Fure 7 A ). Les protéines P 62, reconnaissent les Ub lors
G-LQIHFWLRQ E DJekvpaJdt dIQ ZDHL) . Nous avons donc infecté des

8 26 SUpDODEOHPHQW WUDQVIHFWpHY DYHF GHMAPODVPLG
DYHF O-$G9 VDXYPIMUTXpP BR O-$G9 MFgme 7$B ). Ces
H[SpPULHQFHV GH WULSOHV PDUTXDJHV QRXV RQW SHUPL\
colocalisations NDP52 -Galectines -AdV et P62 -Ub-AdV. Ces résultats
VXJIqQUHQW TXH OHV SURWpPpLQHY DGDSWDWULFHV VRQW U
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Figure 7 : Colocalisations entre les virus, les protéines adaptatrices et les
récepteurs moléculaires

(A) Des cellules U20S exprimant la Gal3-mCherry (en violet) sont infectées avec du vecteur
AdV-WT. 30 min aprés O -L QIHIESEIRIEs sont fixées et marquées pour @dV (en rouge)

et NDP52 (en vert). Les fleches blanches indiquent les événement de triples colocalisations .

(B) Des cellules U20S préalablement transfectée avec un plasmide codant la protéine Ub-
mCherry (en violet) sont infectées avec du vecteur AdV-WT. 30 min aprées O-LQIHEWLRQ
cellules sont fixées et marquées pour @dV (en rouge) et p62 (en vert). Les fleches blanches
indiqguent des événements de triples colocalisations .



O0-$G9 JUKFH j OHXUV OLJDD3V BRXYXBHFWLIMW O-8E SRXU 3
&HSHQGDQW FHV REVHUYDWLRQV GHYURQW rWUH FRQILUP
expérimentales afin de mieux caractériser le recrutement de ces protéines

sur les AdV. En effet, NDP52 posséde également un domaine de liaison a

@b. Il est tout a fait probable que NDP52 soit recrutée via son interaction

DYHF GHV 8E 'H SOXV ELHQ TXH SOXVLHXUV SURWPLQHV G
comme étant ubiquitinylées (PVI, penton, Wodrich et al., 2010) , on ne peut

SDV H[FOXUH TXH O-XELTXLW\ODWLRQ UHVSRQVDEOH GX L
NDP52 ait lieu sur des protéines non virales (ex . protéines de la membrane

endosomale).
2 - Conclusion générale du chapitre

Pour résumer, nos résultats indiquent que la rupture endosomale causée

par le facteur lytique PVI déclenche une autophagie sélective dans la cellule

infectée. Les membranes rompues e t les virus sont détectés par les protéines

adaptatrices NDP52 et P62 grace aux récepteurs moléculaires Gal8 et Ub.

/| -DXWRSKDJLH HVW LQGXLWH UDSLGHPHQW ORUV GH O-H
FHOOXOHYV | PLQXWHYVY DSUqV O-DGGLWLRQ). GX YLU
Néanmoins nous avons observé que le mutant M1, défectueux pour
O-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO LQGXLW XQH UHORFDOLVD\
significativement plus importante que le virus sauvage ( Figure 5 C ). Par

conséquent, nous avons voulu vérifier si ce mut ant est un substrat de
O-DXWRSKDJLH FH TXL SRXUUDLW H[SOLTXHU SRXUTXRL
LQIHFWLHX[ TXH OH YLUXV VDXYDJH &HFL IHUD O-REMHW

résultats.
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Chapitre 2 : Un AdV dont le motif PPxY de la PVI est
muté est sujet a | D GpJUDGDWLRQ SDU O-DXWR

Le mutant M1 est environ 20 fois moins infectieux que le virus sauvage

(Figure 1 'RGULFK HW DO &H GpIDXW G-LQIHFWLRVLWpDP
V-H[SOLTXHU SDU OH IDLW TXH OD FHOOXOH LQitFWpH HV
PXWDQW PDLV SDV OH YLUXV VDXYDJH &RPPH YX SUpFpGH
une autophagie sélective lors de la rupture des membranes endosomales et

le mutant M1 induit un plus fort recrutement de la protéine LC3.

/| DXWRSKDJLH VpOHFWLYH phagi@ @érmeat el dégeaddrp @&
SDWKRJgQHYV LQYDVLIV JUKFH j O-DFWLRQ GHV SURWPpPLQHYV
et livrent les pathogénes a la dégradation lysosomale (Gomes and Dikic,

2014) .

A- /H YLUXV PXWDQW GplHFWLI SRXU O-pFKDSSHPI
VHPEOH rWUH XQ VXEVWUDW GH O-DXWRSKDJLH

1- $QDO\WVH GH O:DVVR F Labtd/ phadgesomel sulcellules vivantes

'DQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV DYRQV YRXOX YLVXDOLVHL
(WT et M1) avec les autophagosomes. Pour ce faire, nous avons utilisé une

lignée cellulaire exprimant la protéine LC3 -GFP et des virus liés de faco n

covalente a des fluorochromes. Des cellules U20S -LC3-GFP ont donc été
LQIHFWpHY DYHF GHV YLUXV :7 HW 0-555RtQbsxIéep¥nj O-$OH]
GLUHFW JUKFH j XQ PLFURVFRSH FRQIRFDO pTXLSp G-XQ Gl
XQH DFTXLVLWLRQ G-L PdeJHureS8 X Mous @2®hs observé une

association soudaine des virus (WT et M1) avec LC3 entre 10 et 15 min apres
O-DGGLWLRQ GHV YLUXV ¥i§ue BKAV). EesOB0CHINSs se

produisent souvent a la périphérie cellulaire suggérant que LC3 est re crutée

GH PDQLgJUH SUpFRFH SHQGDQW O-HQWUpH GX YLUXV GDC
SUHPLqQUHV PLQXWHY GH O:-LQIHFWLRQ OH UHFUXWHPHQW
VH SURGXLUH GH IDoRQ VLRLD BHW K RBRUML:GCepEndant,

XQH KHXUH DSUgWw wud siR E3Ncellales, la majorité des virus

-101-



Figure 8 : Association de Q\dV avec les autophagosomes in vivo

Des cellules U20S exprimant la protéine LC3-GFP sont infectées avec des vecteurs (WT ou
M1) couplés a O -$OBPED (A) Acquisition G -L P D &mtémps réel montrant le recrutement de
LC3 (en vert) sur la particule virale (en rouge) lors de O -H Q WuUyrks dans la cellule . Les
deux images du panneau supérieur montrent O -HQ WW pitds dans la cellule a 45 sec
G - L QW H Ul¥Dflechds \blanches indiquent le virus non associé a LC3 (a gauche) puis qui
deviennent positif pour LC3 (a droite) . Les images du panneau inférieur montrent un
grossissement du recrutement de LC3 sur la particule virale. (B) Acquisiton G:-LPDXHYV
temps réel de U20S-LC3-GFP infectées avec le vecteur AdV-WT (image du haut) ou AdV-M1
(image du bas) 1 heure aprées O -LQIHHR®¥sLIRQes indiquent O:-DFFXP X Q® \®HRQT
au MTOC (images du haut) et la séquestration du mutant M1 dans un autophagosome
(images du bas)



sauvages est accumulée a la périphérie nucléaire et peu de virus sont

associés aux protéines LC3 ( Figure 8 B ). Ceci suggére que le virus sauvage

V-HVW GLVVRFLp GHV SURWPpPLQHV /& HW Butpphg8sSp | OD G|
Au contraire, pour le virus mutant M1, aprés le méme laps de temps, peu de

virus sont accumulés a la périphérie nucléaire. De plus, de nombreuses
SDUWLFXOHYVY YLUDOHYVY VRQW REVHUYpHVY GDQV OH F\WRSO
structures circula ires positives pour LC3, qui sont certainement des

autophagosomes clots ( Figure 8 B ). Ces observations suggerent que
FRQWUDLUHPHQW DX YLUXV VDXYDJH OH PXWDQW 0 Q-HV\
aux Vveésicules autophagigues et est potentiellement un substrat de
O-DXWRSKDJLH

2- $QDO\WH GH O:DVVR F LabtdphdgasoMeslsdr ellules fixées

Dans un deuxieme temps et afin de confirmer les observations précédentes,

QRXV DYRQV IDLW XQH pWXGH TXDQWLWDWLYH GH O-DVVHF
protéines LC3. Des cel lules U20S ont été infectées avec les AdV  -WT et AdV -

0 HW XQH FLQPWLTXH G-LQIHFWLRQ D pWp UpDOLVpH VXLY
le paragraphe C -1 du matériel et méthodes, = Schéma 35 ). Apres fixation des

cellules infectées aux temps voulus, une IF a été réalisée en utilisant des

anticorps anti -AdV pour marquer le virus et anti -LC3 pour la protéine LC3

endogéne (Figure 9 A ). Les pourcentages de virus associés aux protéines

LC3 ont été calculés pour chacun des virus ( Figure 9 A ). Les résultats

indiquent qu e le mutant M1 (courbe rouge) est significativement plus associé

aux autophagosomes que le virus sauvage (courbe noire) durant les deux

SUHPLQUHV KHXUHYV GHiyu@ -9 HFawWex&rle, 1h post infection

moins de 20% des virus sauvages sont associ  és aux protéines LC3 contre

plus de 40% pour le virus mutant M1 ( Figure 9 A ).
3-Conclusion

/| -HQVHPEOH GH FHVY UpVXOWDWY GpPRQWUH TXH O-pWDSH
est une étape clef des phases précoces du cycle des AdV. Le virus mutant M1
défectif pour ce tte étape est séquestré dans des structures positives au
PDUTXDJH /& 8QH KHXUH DSUqV O-HQWUpH GHV YLUXV GD
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Figure 9 : Quantification de O-DVVRF LdeMWIirésQ avec les autophagosomes
sur cellules fixées .

Des cellules U20S sont infectées avec les vecteurs AdV-WT (courbe noire) ou AdV-M1
(courbe rouge) selon le protocole décrit dans le paragraphe C- 1- (Schéma 34) du matériel
et méthodes . (A) Les cellules sont fixées a différents temps aprés O -L Q | H EtWhaRuges
pour @dV (en rouge) et pour LC3 (en vert). Les images représentées ici sont les
acquisitions obtenues en microscopie confocale 30 min aprés O-LQWH U Q BOWVD. \(BL R Q
Le pourcentage de virus colocalisant avec LC3 est quantifi€ . Pour chaque condition un
minimum de 10 cellules est analysé. Les points utlisés pour tracer les courbes
représentent la moyenne et les barres G -H U U epréssntent O - p Ftppe Wstatistique : *: p
"0.05, * :p "0.01.



O - $®WI est accumulé proche de MTOC, la plupart des AdV -0 Q-RQW SDV
encore rejoint la périphérie nucléaire. En effet, les virus mutants sont dans

le cytoplasme, associés aux protéines LC3 qui décorent la membrane

autophagosomale. Ceci suggere que le motif PPxY et probablement le
UHFUXWHPHQW GH OD 1HGG VRQW LPSOLTXpV GDQV O:-pF
GpJUDGDWLRQ S$8gie. DéddMamME Bos résultats ne permettent pas
G:-DIILUPHU TXH OHV YLUXV PXWDQWYV VRQW UpHOOHPHQW C(

B- Les virus ayant un motif PPxY muté sont dégradés par

autophagie

Nous avons ensuite voulu savoir si la séquestration du vir us dans les
autophagosomes conduisait a sa dégradation par autophagie. Afin de savoir

si le mutant M1 est dégradé par autophagie, nous avons inhibé cette voie

JUKFH j SOXVLHXUV DSSURFKHV HW PHVXUp O:-LPSDFW G
O'LQIHFWLRVLWI &MN. YLUXV

1-/'-LQLWLDWLRQ GH OD IRUPDWLRQ GHVY DXWRSKDJRVRPHYV |
mutant M1 et est essentielle a sa dégradation

/IH SUHPLHU LQKLELWHXU TXH QRXV DYRQV XWLOLVp HVW
O-DFWLYLWp GHV 3, . GH FODVVH , BAMfajsantWait®@ @HV TXH OI
complexe Beclinl) et par conséquent inhibe la production de PI3P essentielle

a la biogenése des autophagosomes ( Schéma 13 du chapitre 2 de

O-L QW UR G(WE \&tLaR,Q2010) 7RXW G-DERUG QRXV DYRQV YpUL
WUDLWHPHQW DYHF GX 0% HPSrFKH ELHQ OD IRBRRUPDWLRC
dans notre modele cellulaire. Pour ce faire, nous avons traité des cellules

U20S préalablement transfectées avec un plasmide codant une protéine

contenant un domaine PX fusionné a la GFP (noté PX -GFP). Le domaine PX

est un motif de liaison au PI3P (Axe et al., 2008) . Fusio nné a la GFP, il sert

de sonde pour visualiser les membranes enrichies en PI3P. Nous pouvons

REVHUYHU TX-HQ DEVHQFH GH -06FPAdinvenswhRidrquageHV 3;
ponctiforme proche du noyau (qui correspond certainement au RE) ( Figure

10 A). Enrevanch H HQ SUpVHQFH GH 0% OD ORFDOLVDWLRQ C
*33 GHYLHQW GLIIXVH GDQV OH F\WWRSODVPH FH TXL V.
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Figure 10 : Les phases de O-LQLW B WLRBRXXW R S &obtJ éddentielles pour dégrader QAdV- M1
(A) Des cellules U20S exprimant la sonde PX-GFP (un marqueur in vivo des phospholipides de type PI3P) sont
traitées avec du 3 -0 $puis fixées et observées en microscopie confocale. (B) Des cellules U20S prétraitées avec
du DMF (condition contréle, barres noires) ou avec du 3 -0 $(barres rouges) sont transduites avec les vecteurs
WT ou M1. Le pourcentage de cellules exprimant la GFP est déterminé et normalisé par rapport a la condition
contrdle . Statistique : ns: > 0.05, ** : p "0.001. (C) Des cellules U20S, tranfectées avec un plasmide codant la
sonde PX-GFP, sont infectées pendant 1h avec les vecteurs WT ou M1. Aprés fixation @dV (en rouge) est
marqué par IF. (D) Le pourcentage de virus colocalisant avec le signal PX (en vert) est quantifié pour chaque
virus (WT en noir et M1 en rouge). Pour chaque condition, 10 cellules sont analysées, les moyennes sont
représentées sous forme G- -KLVWRJ@GDI®Pddrres G -HU U keprésentent O - p FDpg WStatistique : ** : p "
0.001. (E) Des cellules U20S sont infectées avec les vecteurs WT ou M1, fixées 1h aprés O - L Q | H &t\harBu@es
pour @dV et la Beclin 1. Les images représentées ici sont les acquisitions obtenues en microscopie confocale .
(F) Les extraits membranaires de cellules U20S infectées sont analysés 1 et 2h aprées O-LQIHPp®W LRC
westernblot en utilisant des anticorps anti Beclin 1. Comme contrdle de charge, la membrane sur laquelle ont
été transférées les protéines est colorée avec du rouge Ponceau



plateformes PI3P ( Figure 10 A 3RXU WHVWHU O-LPSDFW GH O-L
O-DXWRSKDJLH VXU O:-LQIHFWLRVLWp GHV vetieusv QRXV
adénoviraux (WT et M1) qui portent dans leur génome le gene de la GFP.

/[ H[SUHVVLRQ GH OD *)3 GDQV OHV FHOOXOHV WUDQVGX
WpPRLIJQH GH O-HIILFDFLWp G-HQWUpH GX YLUXV GDQV OD
sont pré -traitées avec du 0% SXLV WUDQVGXLWHY DYHF OHV YHFW
RX PXWDQWV /-H[SUHVVLRQ GH OD *)3 HVW PHVXUpH SDU F
apres. Les résultats sont normalisées par rapport au contrble DMF (solvant

GX 0% HW VRQW UHSUpVHQWpPV SRXADuFK DOFEXYQ L&HV Y LU X
UpVXOWDWY LQGLTXHQW TXH OH WUDLWHPHQW DYHF GX -C
GX YLUXV :7 PDLV DXJPHQWH VSpFLILTXHPHQW HW VLJQLILI
du virus M1 ( Figure 10 B (Q HITHW GDQV OHV FHOOXOHV WUDLWRQPI
mutant M1 est environ 5 fois plus infectieux que dans les cellules non

traitées.

Nous avons ensuite voulu comparer la co -localisation des virus et des
SODWHIRUPHYV 3, 3 JpQpUpHY SDU OHV 3, . ORUV GH O:-LQG
Pour ce faire, nous avons infecté d  es cellules exprimant les protéines PX  -GFP

DYHF OHV GHX[ W\SHV GH YLUXV 8QH KHXUH DSUqV O:-LQIH
afin de marquer le virus ( Figure 10 C ) et le pourcentage de virus co -

localisant avec le marquage GFP est calculé (  Figure 10 D ). Cette étude

guantitative révéle que les virus mutants co -localisent plus que les virus

sauvages avec les « amas » de PI3P, et donc probablement avec les sites de

biogenése des autophagosomes ( Figure 10D ).

Les protéines responsables de la formation des PI3P font partie du complexe

Beclinl. Ce complexe est transloqué sur la membrane du RE lors de
O-LQGXFWLRQ GH (oeljxétrab RM3). HNous avons voulu savoir si,

nous pouvions observer une translocatio n de la Beclinl en présence des

deux virus. Des cellules U20S sont infectées avec les deux virus et une IF

est réalisée afin de marquer le virus et la Beclinl ( Figure 10 E). Les images
REWHQXHV HQ PLFURVFRSLH FRQIRFDOH LQGLTXHQW TXH
relocalisaiton de la Beclinl. En effet  , la Beclinl a un marquage relativement

GLIIXV GDQV OHV FHOOXOHV QRQ LQIHFWpHV /[/-LQIHFWL
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Figure 11 : /-LQKLELWIJeR Q) :-DXWR S K auginéhte spécifiguement
Onfectiosité  du virus

(A) Des cellules U20S sont prétraitées avec 50 uM de la CQ pendant 3h, fixées, marquées
pour LC3 et observées en microscopie confocale . (B) Les cellules prétraitées avec du DMSO
(condition contrdle, barres noires) ou de la CQ (barres rouges) sont transduites avec les
vecteurs WT ou M1. Le pourcentage de cellules exprimant la GFP est déterminé et
normalisé par rapport a la condition controle . (C) Des cellules U20S SH-CTRL ou déplétées
pour ATG5 (SH-ATG5) sont incubées pendant 5h dans de O -+ % fig€es, marquées pour
LC3 et observées en microscopie confocale. (D) Le niveau G- -H[SUH VY L8R8 dans les
lignées SH-CTRL et SH-ATG5 est vérifié par westernblot . (E) Les lignées SH-CTRL
(condition contrble, barre noire) et SH-ATG5 (barre rouge) sont transduites avec les
vecteurs WT ou M1. Le pourcentage de cellules exprimant la GFP est déterminé et
normalisé par rapport a la condition contréle . Statistique : ns: > 0.05, *: p " 0.01, *** :
p "0.0001.



marquage plus intense a proximité du noyau et ceci de maniére plus

importante en présence du mutant M 1 (Figure 10 E ). Afin de confirmer
O-DVVRFLDWLRQ GH OD %YHFOLQ DYHF OHV PHPEUDQHV HW
GLIIpUHQFH GDQV OD WUDQVORFDWLRQ PHPEUDQDLUH GH C
du virus sauvage ou mutant, nous avons réalisé un fractionne ment
membranaire (cf matériel et méthodes) des cellules U20S infectées avec

0:-$G9 RX 0O-$@9 K RX K SL /-DQDO\VH SDU :% GHV |
solubles et membranaires avec un anticorps anti -%HFOLQ UpYgOH TX-}
présence du virus mutant, la Beclinl est e nrichie dans la fraction

membranaires et ce, de facon plus importante avec le virus M1 que le virus

sauvage (Figure 10 F ).

/| HQVHPEOH GH FHV UpVXOWDWYVY VXJJqUH TXH OH PXWDQ'
SOXV VRXWHQXH OHV pWDSHV G-LQ & %tophagbso@essgie IRUPDW L
le virus sauvage. Il semblerait donc que la présence du motif PPxY chez le

virus sauvage permettrait de limiter les premieres étapes de la biogénése des

autophagosomes. De plus, le mutant semble étre séquestré de maniere

précoce dans d es structures pré -autophagosomales (colocalisation avec les

plateformes PI3P). Cette séquestration pourrait conduire a la dégradation du

virus SXLVTXH VL OHV pWDSHV G:-LQLWLDWLRQ VRQW LQKLE

mutant est largement augmentée.

2- , QLELWLRQ GH O-DXWRSKDJLH DXJPHQWH O-LQIHFWLRVLW

Pour confirmer que le mutant M1 est dégradé par autophagie, nous avons

utilisé deux autres approches pour inhiber cette voie. La premiére consiste a

traiter les cellules avec de la chloroqui ne (CQ). La CQ est un inhibiteur de
O-DFLGLILFDWLRQ GHV O\WRVRPHV HW SDU FRQVPTXHQ
autophagique. Lorsque des U20S sont traitées avec de la CQ et la protéine

LC3 est marquée par IF, une forte accumulation de structures positives pour

LC3 est observée ( Figure 11 A (Q HIIHW HQ SUpVHQFH GH &4 O-
dégradation lysosomale est bloquée et les autophagosomes (décorés de

protéines LC3) sont accumulés dans le cytoplasme. La deuxieme approche

XWLOLVpH SRXU LQKLEHU O D ¥ahdd 8r& Bs) teHulésRaxy deg W H |

lentivirus codant pour des ARN interféerants (SshRNA) dirigés contre la
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séquence codante pour le gégne ATG5 /-H[SUHVVLRQ GH FHV SHWLWYV
LQKLEHU OD V\QWKQqQVH G-$7* 1RXV DYRQV YpULILp SDU
G-$7* pWieri diminuée dans les cellules transduites avec ces lentivirus

(Figure 11 D /ID SURWPLQH $7* HVW HVVHQWLHOOH | O
membranes autophagosomales. Pour valider notre modéle cellulaire, nous

DYRQV YpULILp TX-HQ O-DEVHQFH G s$untopha@QoSom&EtDWLRQ G
bien altérée. Des cellules U20S (transduites avec des lentivirus SH -CTRL ou

SH-ATG5) ont été incubées pendant 5 h dans un milieu dépourvu de
QXWULPHQW +%66 DILQ G-LQGXLUH O-DXWRSKDJLH 6XLW
cellules sont fixé es et la protéine LC3 marquée par IF. Nous observons la
IRUPDWLRQ DERQGDQWH G-DXWRSKDJRVRPHV XQLTXHPHC
contréles (SH -&75/ (Q HIIHW GDQV OHV FHOOXOHVAGIBOpWpHYV
tres peu de structures positives pour LC3 sont observables (Figure 11 C ).

8QH IRLY QRVY PRGqQOHV G-LQKLELWLRQ GH O-DXWRSKDJLH Y
O-LPSDFW GH FHWWH LQKLELWLRQ VXU O:-LQIHFWLRVLWpQp
H[SULPDQW OD *)3 &RPPH SRXU OH 0% OHPYwWeOILIWHPHQW
B) ou par des SH-ATG5 (Figure 11E~ DXJPHQWH VSpPFLILTXHPHQW O-L(
du mutant M1 sans affecter celle du virus sauvage. En effet, le mutant M1

est deux fois plus infectieux lorsque les cellules sont traitées avec la CQ ou

avec les SH -ATG5. Ceci confirme le fait q ue le mutant M1 est dégradé par

autophagie alors que le virus sauvage contourne cette dégradation.

3RXU FRQFOXUH FHV WURLY DSSURFKHV G-LQKLELWLRQ Gt
SH-$7* RQW SHUPLV GH GpPRQWUHU TX-HQ O-DEVHQFH
fonctionnelle , le mutant M1 est plus infectieux. Ceci suggére que les virus

ayant un défaut de dissociation des endosomes rompus sont dégradés par
DXWRSKDJKLH &HV UpVXOWDWY LQGLTXHQW TXH O:-pFKDSS
pWDSH FOHI GX F\OH YLUDO GHVOBIGPRARUY LYUXKWYPEHXW GT KYH @/ H
FDSWXUpV HW GpJUDGpV SDU OD YRLH GH O-DXWRSKDJLH
suggerent que le motif PPxY de la PVI confére au virus une résistance face a

OD GpJUDGDWLRQ SDU O-DXWRSKDJLH
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C- Role des protéines adaptatrices dans la dégradation du

virus ayant un motif PPxY muté.

Nous avons ensuite voulu vérifier que la dégradation du mutant M1 était

ELHQ GXH j O-DXWRSKDJL kci ¢tpr@® HduiteLpaHia rEptiugeQies

membranes endosomales et le recrutement des protéines a daptatrices. Nous

DYRQV GRQF DQDO\Vp O:-LQIHFWLRVLWp GHV YLUXV GDQV (
les galectines (qui reconnaissent les membranes rompues) ou déplétées pour

les protéines adaptatrices (qui permettent le recrutement des

autophagosomes).

1- Imp lication de la Galectine -8

3RXU DQDO\WHU O:-LPSOLFDWLRQ GH OD *DO GDQV OD Gpld
nous avons utilisé des ARNsi dirigés contre différentes galectines. Des

cellules U20S ont été transfectées avec des siGal3, Gal8, Gal9 et siCTRL

SXLV @eddipS de ces protéines a été contrdlée par WB (  Figure 12 D ).

Comme précédemment décrit, les vecteurs adénoviraux exprimant la GFP

RQW pWp XWLOLVpV SRXU PHVXUHU O:-LQIHFWLRVLWp GHV
*DO Q-D DXFXQ HIIHW VLJQLI oSt Wds! vikiX thuténtd. @t H F W L
sauvages (Figure 12 A et C ). En revanche, la délétion de Gal8 induit une
DXJPHQWDWLRQ VLIJQLILFDWLYH GH O:LFpgueRlB RVeWp GX P
PDQLqQUH LQWpUHVVDQWH HOOH LQGXLW DXVVL XQH OpJqU
du virus sauvage ( Figure 12 B ). Pour résumer, seule la délétion de Gal8 a

XQ HIITHW VpOHFWLI VXU OH PXWDQW GpJUDGp SDU O-DXWI
en faveur de la dégradation par autophagie sélective du mutant défectif pour
O-pFKDSSHPHQW HQ ity BeBI® @ Gdl®a été décrite comme étant
LPSOLTXpH GDQV O-DGUHVVDJH VpPpOHFWLI GH SDWKRJQqQ
O-DXWRSKDJLH (Q FROODERUDWLRQ DYHF O:-pTXLSH GX 'U
Unis) nous avons analysé si la déplétion de Gal8 impactait ef fectivement
O-DGUHVVDJH GX YLUXV DX[ DXWRSKDJRVRPHV HW DX[ O\
HeLa ont été traitées avec les siARN (CTRL et GALS8) puis infectées de

maniére synchrone avec les virus sauvages et mutants. A différents temps

post infection, les cellules s  ont fixées et marquées par IF pour les virus et les

-107-



Figure 12 : La Gal8 permet O-DGUHVMMD hidtant M1 aux vésicules
autophagiques

Des cellules U20S sont traitées avec des siRNA contrdles (barre noire) ou siRNA dirigés
contre différentes galectines (barre rouge). Les cellules déplétées pour la Gal3 (A), Gal8 (B)
et Gal9 (C) sont transduites avec les vecteurs WT ou M1. Le pourcentage de cellules
exprimant la GFP est déterminé et normalisé par rapport a la condition contréle . (D) Le
niveau G- -H[S U H\d&sLd¥f@rentes galectines dans les cellules traitées avec les siRNA est
vérifié par westernblot . Statistique : ns: > 0.05, *:p "0.01, * : p " 0.001. Des cellules
traittes avec des siRNA controles ou des siGal8 sont infectées avec des vecteurs WT
(courbes noires) et M1 (courbes rouges) selon le protocole décrit dans le paragraphe C- 1-
(Schéma 34) du matériel et méthodes . Les cellules sont fixées a différents temps aprés
O -LQIHEWhdRQées pour @dV et pour LC3 ou pour @dV et pour Lamp2. (E) Le
pourcentage de virus colocalisant avec le marqueur LC3 est quantifié a différents temps de
O - L Q| HKR)VILeRQurcentage de virus colocalisant avec le marqueur Lamp 2 est également
quantifi¢ . Pour chaque condition un minimum de 10 cellules est analysé. Les points
utilisés pour tracer les courbes représentent la moyenne et les barres G-HUUHXUV
représentent O - p Ftippe W



autophagosomes (par LC3) ( Figure 12 E ) ou pour les virus et les lysosomes

(par Lampl) ( Figure 12 F 1RXV DYRQV HQVXLWH TXDQWLILp O-D
virus avec ces deux types de vésicules en présence et en absence de Gal8.

Dans les cellules controles (SiCTRL), les virus mutants (courbes rouges

pleines) colocalisent plus fréquemment avec les autophagosomes et les

lysosomes que les virus sauvages (courbes noires pleines) ( Figure 12 E et

F). Eneffet, Lhapré V O-LQWHUQDOLVDWLRQ GHV YLUXV -HQYLURC
M1 sont associés avec des vésicules (autophagosomes et lysosomes) alors

gue seulement 10 a 15% des AdV -WT sont positifs pour LC3 ou Lampl.

'‘DQV OHV FHOOXOHYV GpOpWpHV SRXU *Bedlifferédice®ntre LO Q-\ D
les deux virus (courbes en pointillées, rouge pour le M1 et noire pour le WT).

(Q HIIHW K bDSUqV OH GpEXW GH O:-LQIHFWLRQ HW HQ DE
20% des virus mutants colocalisent avec les marqueurs LC3 ou Lampl

(Figure 12 Ee tF ). Ces données sont quasiment similaires aux pourcentages

REWHQXYVY SRXU OH YLUXV VDXYDJH &HFL LQGLTXH TX-HQ (
M1 est moins adressé aux compartiments vésiculaires. De ce fait, le mutant

HVW PRLQV GpJUDGp SDU O:-DXWRBKMDXHWDHW THED HN[RLV
infectieux. Ces résultats révelent que le recrutement de Gal8 sur les

HQGRVRPHV HQGRPPDJpV SDU O-$G9 HVW QpFHVVDLUH

membranes rompues contenant des virus a la dégradation autophagique.

2 - Implication des pro téines adaptatrices

3RXU DQDO\WHU O:-LPSOLFDWLRQ GHV SURWpPLQHV DGDSWL
GX PXWDQW 0O SDU O-DXWRSKDJLH QRXV DYRQV XWLOLVp
expérimentale. Puisque nos résultats précédent montrent le recrutement des

protéinesP6 HW 1'3 ORUV GH O-LQIHFWLRQ SDU O0-$G9 QRXV
leur implication dans la dégradation du mutant. Nous avons également

DQDO\Vp OH U{OH SRWHQWLHO G-XQH DXWUH SURWPLQH D:
GpJUDGDWLRQ GH EDFWpULHVOSDIN(10d XA, RSIKD J Lé$
SURWPLQHV 3 HW 1'3 RQW pWp GpOpWpHV JUKFH j O-XWL
SURWPLQH 2371 HVW GpOpWpH JUKFH j GHV $51VL /D GLPL
des protéines dans les cellules traitées avec shRNA et siRNA est contrblée

par WB ( Figure 13 D ). Les vecteurs viraux exprimant la GFP sont utilisés
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J)LIXUH $QDO\WH GH O:-LPSOLFDWwddeptatriedsV dabsRWpLQHV
O-DXWRSKDJLH LQGXLWH SDU OH YLUXV

Des cellules U20S déplétées pour différentes protéines adaptatrices (A) NDP52, (B) p62 et

(C) OPTN sont transduites avec les vecteurs WT ou M1. Le pourcentage de cellules

exprimant la GFP est déterminé et normalisé par rapport a la condition contrdle.

6WDWLVWLTXH QV ! S S S
protéines adaptatrices apres la déplétion par si ou sh RNA est analysée par westernblot .

/-HI



SRXU PHVXUHU O-LQIHFWLRVLWp /D GpSOpWLRQ GH 1'3
PDLV VLJQLILFDWLYHPHQW O-LQIHFWLRVEWH UG R - P & WHTFQWL RO\
du WT (Figure 13 A ). Ce résultat est en adéquation avec le fait que la Gal8

est impliquée dans la dégradation du mutant M1 puisque NDP52 recrute les

autophagosomes sur les vésicules rompues grace a son interaction avec la

Gal8. La déple WLRQ GH 0:2371 Q:-D DXFXQ HIIHW VXU O:-LQIHF
(Figure 13 C VXJIpUDQW TXH FHWWH SURWpPLQH Q-HVW SDV
dégradation du mutant M1 par autophagie. Enfin, la déplétion de P62

DXJPHQWH O:LQIHFWLRVLWp GHV GHX]J[ trydéedctiVsuv 2QV DYRL!
mutant ( Figure 13 B ) suggérant que P62 joue un rdle indépendant de
O-DXWRSKDJLH GXUDQW O-HQWUpH GHV $G9 /D SURWpPLQH
impliquée dans divers processus biologiques. Elle peut, par exemple, réguler

OD YRLH 1)E% VBROFHQWHUDFWLRQ DYHF O-XEX{DuxhWLQH Ol
et al., 2008) . Nous avons donc fait des tests pour savoir si P62 était

LPSOLTXpH GDQV O-DFWLYDWLRQ GH OD YRLH 1)E% ORUYV
1)E% HVW XQ IDFWHXU GH WUDQVFULSWLRQ TXL HVW O
LQGXFWHXU GH O-H[SUHYVasodaQpoGrHas 16N @éd pe | lors
G-LQIHFWLRQ VW Ravidall i@ HGoodbourn, 2008) . Nous avons donc

DQDO\Vp OD SURGXFWLRQ G:-$51R FRIODH) WS RAWHBOW)LRQ SDL
dans des lignées cellulaires délétées de P62. Pour ce faire, nous avons extrait

les ARNm to taux de cellules U20S SH -CTRL et U20S SH -P62 4 h aprés
O-LQIHFWLRQ SDU OH YLUXV VDXYDJH RX SDU OHV YLUXV
TXDQWLWpP G:-$51P FR G Dt@8 nefided p& RTOPCR. Les résultats

sont normalisés avec le gene de ménage GAPDH selon | a méthode du 2 -*€t

(cf matériel et méthodes). Le mutant TS1 est utilisé comme contrdle négatif

FDU LO Q:-LQGXLW SDV ODt &R & Al 2003 Q Déns, [es cellules
FROQWU{OHV QRXV SRXYRQV I[CR IGR kbl intclibhJparHeE V

virus WT et M1 ( Figure 14 /IH PXWDQW 76 TXDQW j OXL Q-LQGX
réponseIFN t /RUV GH O:-LQIHFWLR QRBZ M répdr3edN\O IHikdibte

par les virus WT et M1 semble largement diminuée ( Figure 14 ). Ces

résultats sugg eéerent que P62 pourrait potentiellement jouer un rdle dans
O-pWDEOLVVHPHQW G -XQRUYSKRKWVWHLQAIHFWLRQ SDU 0O -$G9
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Figure 14 : Implication de P62 dans la réponse interféron

Des cellules U20S déplétées ou non de p62 sont infectées pendant 4h avec les différents
vecteurs AdV (WT, M1 et TS1). Les ARNm totaux sont extraits et les quantités des ARNmM
spécifiques des génes de la GAPDH et de O -, tkont quantifiées par RT-gPCR. Les valeurs
obtenues ont été normalisées par la méthode du 2-4%€t, détaillée dans le paragraphe H- 5-
du matériel et méthodes .



ces résultats sont préliminaires et il est nécessaire de les reproduire avant de

conclure quant au role de P62 dans la ré ponse immunitaire anti  -AdV.

3- Conclusion générale du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons confirmé sur cellules vivantes et sur cellules

fixées que le mutant M1 est plus associé aux autophagosomes que le virus

VDXYDJH GXUDQW OHV SKDVHuE. e BIQsW pap HifféGeKtesy L

approches expérimentales, nous avons montré que le mutant M1 est un

VXEVWUDW GH O-DXWRSKDJLH DORUV TXH OH YLUXV VDXYI
GpJUDGDWLRQ /-XWLOLVDWLRQ GH VL51% GLULJpV FRQWUH
apHUPLY GH PHWWUH HQ DYDQW TXH VHXOH OD *DO SHU
mutant M1 aux autophagosomes et aux lysosomes. La délétion de différentes

protéines adaptatrices indique que seule NDP52 semble étre impliqguée dans

OD GpJUDGDWLRQ VpOHFW LtypHag@ XertainegnPrit) gi@ceD & sa
OLDLVRQ j *DO ,O HVW WRXW GH PrPH LPSRUWDQW GH QI
PXWDQW 0 Q-HVW SDV FRPSOqQWHPHQW UpWDEOLH HQ O-D
IRQFWLRQQHOOH /-DXWRSKDJLH Q-HVW GRQF FHUWDLQHPI
FHOOXODLUH UHVSRQVDEOH GX GpIDXW G:-LQIHFWLRVLWp G
important de noter que nos résultats indiquent que le mutant M1 induit de

PDQLgQUH SOXV VRXWHQXH OHV SKDVHV G:-LQLWLDWLRQ
autophagosomes. Ceci laisse a penser TXH O-$G9 VHUDLW XQ YLUXV FD
GH OLPLWHU O-LQGXFWLRG@a Gdh nptiD KRR SokrDélltdd sa

dégradation et donc favoriser sa réplication.
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Chapitre3 : /-$G9 FRQWU{OH O-LQGXFWLRQ
O-DXWRSKDJLH SRXU OLPLWHU OD SuepVHQW

'H PDQLqQUH JpQpUDOH DX FRXUV GH O-pYROXWLRQ OHV YLLI
cellule héte. De ce fait, les virus ont mis en place différentes stratégies afin

de contourner les mécanismes de défense mis en place par les cellules

LQIHFWpHV /Rilé¥ d&S DD, |&d cellule détecte les endosomes rompus

par le virus et utilise la machinerie autophagique pour éliminer les

particules virales associées aux vésicules endommageées (les virus mutants

M1). Nos résultats démontrent que le virus sauvage induit O-DXWRSKDJLH PDL"
Q-HVW SDV GpJuDGp SDU FH PpFDQLVPH GH GplHQVH 3L
PPHWWRQV O-K\SRWKqVH TXH O:-$G9 D GpYHORSSp XQH V)
O-DXWRSKDJLH DILQ G:-pYLWHU G-HQ GHYHQLU OH VXEVWUD

A- 1-$G9 FRQWU{OH OD IRUPBMWIRQ G-DXWR

$ILQ GH GpPRQWUHU TXH O0-$G9 DOWqUH OD PDFKLQHULH D
FRPSDUp O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH GDQV-MIHV FHOO
TXL HVW GpJUDGp SDU O-DXWRSKDJLH HW GDQWWIHV FHOC
LQVHQV L Eidphagi€). - D

1-/-$G9 FRQWU{OH O-DXWRSKDJLH GLULJpH FRQWUH OH YLU

Des cellules U20S sont infectées avec les deux types de virus (WT et M1)

SHQGDQW GLIIpUHQWY WHPSV MXVTX:-j K DSUqV O-LQIHF
protéine LC3 est analysée par WB ( Figur e 15 A ). Nos résultats indiquent que

OD OLSLGDWLRQ GH /& D OLHX UDSLGHPHQW -38gin)OH GpEX
et ceci pour le virus sauvage comme pour le virus mutant ( Figure 15 A ).

&HFL FRQILUPH TXH O-DXWRSKDJLH HVW XQH Up8RQVH UD
O-HQWUpH GX YLUXVY GDQV OD FHOOXOH HW TXL VXLW OD P
rupture des membranes endosomales ( Figure 2 B ). Pour le virus sauvage, la
OLSLGDWLRQ GH /& GpFURVW DSUqV OD SUHPLqQUH KHXUH (
niveau basala2h post-LQIHFWLRQ &HFL Q-HVW SDV OH FDV SRXU
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Figure 15 : /-AdV limite la maturation des autophagosomes (1)

Des cellules U20S sont infectées par des vecteurs WT ou M1 puis sont récoltées a
différents temps aprés O -L Q| H KAYLeR ysats cellulaires sont analysés par western blot

en utilisant des anticorps anti-LC3 et anti -GAPDH. (B) Des cellules U20S sont infectées
pendant 1h avec les vecteurs WT ou M1. Aprés fixation, les protéines LC3 et Lamp 2 sont
marquées par immunofluorescence . (C) Le pourcentage des objets LC3 positifs pour le
marquage Lamp 2 est quantifié¢ dans les cellules infectées par @dV-WT (points noirs) et par
@dVv-M1 (points rouges). Chaque point du graphique représente le pourcentage obtenu

pour une cellule. 13 cellules sont analysées par condition, les barres G-HUUHXUYV
représentent O - p Ftippg Watatistique : *** : p " 0.0001 .



SXLVTX:]j K-inkeRtidnyV le niveau de LC3 -l est toujours tres élevé
(Figure 15 A ). Ces résultats suggerent donc que le virus sauvage est capable
GH FRQWU{OHU O-DXWRSKDJLHuFmR@WMDLUHPHQW DX YLU

Dans un deuxieme temps, nous avons voulu analyser la maturation des

vésicules autophagiques dans les cellules infectées par les deux types de

YLUXV 'HV FHOOXOHV 8 26 LQFHIHFWEXHDY YIHFHGI1D6GHREE0

IL[pHV K D SUqwn.Qek @QutHgh&gosomes et les lysosomes ont été

marqueés par IF grace aux anticorps anti -LC3 et anti -Lamp2. Les acquisitions

RQW pWp UpDOLVpPHV j O-DLGH G-X Gigire FIUR V. ER®MbERQIRFDO
G-REMHWY SRVLWLIV SRXU /& HW pldmpHdateQswiteRVLWLIV S
quantifiés. Le pourcentage des objets doublement positifs par rapport au

nombre de LC3 positifs totaux est calculé. Ce pourcentage reflete la

proportion des autophagosomes qui ont maturé en autolysosomes. Une

heure post infection, en viron 40% des vésicules présentes dans les cellules
LQIHFWpHYV S\BUsddt- &G autolysosomes contre 60% dans les cellules
LQIHFWpHV SRU(FYyu#GS C ). Ces résultats indiquent que le virus

VDXYDJH VHPEOH rWUH HQ PHVXUH G:-LIDKWRBUVRDRIFRH PPIW
de vérifier ces données, nous avons utilisé un outil communément employé

pour analyser la maturation des vésicules autophagiques . le tandem LC3 -

RFP-*)3 /H SULQFLSH G-XWLOLVDWLRQ GH FHWWH FRQVWU?>
paragraphe E -2 du matériel et méthodes ( Schéma 37 ). Des cellules

exprimant le tandem ont été infectées avec les virus sauvages et mutants

pendant 1 h, puis fixées et observées en microscopie confocale ( Figure 16

A S3RXU FRQWU{OHU TXH QRWUH V\VWqgPud tr@itgn¥VvdéxGH IRQFW
cellules avec de la chloroquine. En présence de chloroquine, la maturation

des autophagosomes est inhibée puisque que les vésicules ne peuvent plus

fusionner avec les lysosomes. Par conséquent, la fluorescence de la GFP

Q-HVW SDV MW@ UH. SGLWp GHV O\WWRVRPHV HW SDU FRQVpT
veésicules marquées sont immatures et donc jaunes (GFP+ RFP+) ( Figure 16

A). La quantification des veésicules matures dans les cellules infectées

confirme nos résultats précédents. En effet, 1 h apr gV O:-LQIHFWLRQ (
SURSRUWLRQ G-DXWRO\WRVRPHVY HVW SOXV LPSRUWDQWH
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Figure 16 : /-AdV limite la maturation des autophagosomes (2)

Des cellules exprimant le tandem LC3-RFP-GFP sont infectées avec les vecteurs WT et M1 ou
sont traitées avec de la CQ. (A) Les cellules sont fixées aprés 1h G L Q | H BM3hRI® traitement
avec la CQ, puis analysées en microscopie confocale. (B) La proportion Gautophagosomes
(RFP+, GFP+) et Gautolysosomes (RFP+, GFP-) est quantifiée pour les cellules infectées par les
vecteurs . Un minimum de 12 cellules est analysé par condition . Statistique :** :p " 0.001. Le
principe du tandem LC3-RFP-GFP est détaillé dans le paragraphe E- 2- (Schéma 36) du
matériel et méthodes . (C) Des cellules prétraitées pendant 4h avec de la CQ sont infectées par
des vecteurs WT ou M1 puis sont récoltées a différents temps apres O L Q |H AM5LIRAS
cellulaires sont analysés par westernblot en utilisant des anticorps anti -LC3 et anti -GAPDH.
Les intensités des bandes LC3-Il et GAPDH sont mesurées par densitométrie en utilisant le
logiciel ImageJ . Les chiffres indiqués représentent le rapport entre O -L QW H&Is bakge LC3-
Il et celle de la bande GAPDH pour chacune des conditions . Ces chiffres sont normalisés par
rapport a la condition non infectée (NI).



par le virus mutant que dans celles infectées par le virus sauvage ( Figure 16

B (QILQ SRXU FRQILUPHU OH IDLW TXH O-$G9 HVW FD¢
maturation d es autophagosomes, une autre approche a été utilisée. Des

FHOOXOHYVY SUpWUDLWpHY DYHF GH OD FKORUR-WIlEQH RQW
0-$Q39 SHQGDQW K /H IOX[ DXWRSKDJLTXH HVW VXLYL DX
comme précédemment en analysant la lipidat ion de LC3 par WB. Le

prétraitement des cellules avec de la chloroquine permet de bloquer le flux
DXWRSKDJLTXH HQ LQKLEDQW O-pWDSH GH GpJUDGDWLRAQ
DFFXPXODWLRQ G-DXWRSKDJRVRPHV 'H FH IDdWst HQ :%
difficilement dis tinguable puisque la majorité des protéines LC3 sont sous la

forme LC3 -Il et sont engagées dans la formation des autophagosomes

(Figure 16 C 6HXOH O:-LQIHFWLARAQ imtitHmme @Qcchid@ation

supplémentaire de la forme LC3 -,, FRPPH O:-LQGLTXHireQRe PHV
densitométrie ( Figure 16 C ). Une fois de plus, ceci confirme que le virus

sauvage contréle la maturation des autophagosomes lors des premiéres

KHXUHYV GH O-LQIHFWLRQ

2-/-$G9 FRQWU{OH O-DXWRSKDJLH SHQGDQW OD SULYDWLRQ

Nous avons ensu ite voulu savoir si le virus est capable de contrbler
O-DXWRSKDJLH GDQV OH FRQWH[WH G- XQH DXWRSKDJLH QfF
FH IDLUH QRXV DYRQV LQGXLW O-DXWRSKDJLH GDQV GH)\
toute une nuit dans un milieu dépourvu de nutriment (HB SS). Ces cellules

sont ensuite infectées avec les virus sauvages et mutants pendant 1 h. Le

QRPEUH G:-DXWRSKDJRVRPHV HVW TXDQWLILp HQ FRPSWD
structures positives pour LC3 sur les cellules fixées ( Figure 17 A ). Le statut

de maturation de s vésicules est également étudié en quantifiant le
SRXUFHQWDJH G-DXWRSKDJRVRPHV SRVLWLINMgE&®IXU OH PDU
B &RPPH O:-LQGLTXH OD TXDQWLILFDWLRQ GX QRPEUH
O-LQFXEDWLRQ GHV FHOOXOHV XQH QXLW GDIQ@ye®EX +%66 LC
HITHW OH QRPEUH G-DXWRSKDJRVRPHV HVW SOXV LPSRL
incubées dans le HBSS ( Figure 17 A , points gris) que dans les cellules

incubées dans du DMEM complet (  Figure 17 A SRLQWYV EHLJHV /-LQIH

des cellules privées de nutrimen t induit une accumulation supplémentaire
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Figure 17 : Analyse du contréle de O-DXWRS kK& JO¥dV dans des cellules
privées de nutriments

Des cellules U20S sont incubées toute une nuit dans de O -+ % pdur indure O-DXWRSKDJLF
(point gris) ou dans du DMEM complet (points beiges). Le jour suivant, les cellules incubées
dans O -+ % &6nt infectées avec des vecteurs WT (points noirs) et M1 (points rouges)
pendant 1h puis sont fixées et marquées pour les marqueurs LC3 et Lamp 2. (A) Le nombre
total G -RE Mdsiify pour LC3 par cellule est quantifi€¢ pour chaque condition . (B) Le
pourcentage des objets LC3 positifs pour le marquage Lamp 2 est également quantifi€ pour
chaque condition . Chaque point des graphiques représente les moyennes obtenues pour un
minimum de 15 cellules par condition, les barres G -HU U Heftddéntent O -p F BpewW
Statistigue :ns:>0.05,*:p "0.05,* :p 70.01, ** :p "0.001.



G-DXWRSKDJRRAGRrE HY A SRLQWYV QRLUV -B/RXUpodts$ G 9
URXJHV SRXW0 O-$&3PFL FRQILUPH TXH O:-LQIHFWLRQ SDU
SURYRTXH XQH LQGXFWLRQ GH O:-DXWRSKDJLH HQ SOXV C
@bsence de nutriment. Il est intéressant de noter que ce résultat refléte la

SUpVHQFH GH GHX[ W\SHV G-DXWRSKDJLH VpOHFWLYH GLUL
YLUXV HW O-DXWRSKDJLH QRQ VPpOHFWLYH LQGXLWH VXLW
(Q UHYDQFKH eGQluDs@tdtQleVimaturation des veésicules indique que

VHXOH O:-LQIHFWLRQ SDU OH YLUXV VDXYDJH DOWqUH OD
(Figure 17 B SRLQWV QRLUV (Q HIIHW O-WO Idiinivde RQ SDU
VLIQLILFDWLYHPHQW OD SURSRUWLRQ n@&nD 2WW@G\VRVRPH)\
mutant M1 ( Figure 17 B , points rouges).

JLQDOHPHQW O-HQVHPEOH GH QRV UpVXOWDWY GpPRQV
O-DXWRSKDJLH VDQV DOWpUHU OHV pWDSHV G-LQGXFWI

maturation des autophagosomes.

B-/-$G9 OLPLWH OD SU anigéqiqvedD WLR Q

3OXVLHXUV pWXGHV RQW PRQWUp TXH O-DXWRSKDJLH SD
antigénique lors de diverses infections virales (English et al., 2009b) . En

effet, les autophagosomes peuvent fusionner avec des compartim ents

vésiculaires contenant des molécules du CMH -1l.  Par conséquent,
O-DXWRSKDJLH SHXW SURPRXYRLU OD SUpVHQWDWLRQ DQW
molécules du CMH -Il des antigénes viraux (Paludan et al., 2005, Schéma

24) 'H SOXV XQH pWXGH UpFHQWH D PLV HQ DYDQW O:LPSC
GDQV OD SUpPpVHQWDWLRQ G-DQWLJgQHV LQFRU&KRIDPY GDQ\
et al., 2016) (Q FROODERUDWLRQ DYHF O:-pTXLSH GX 'U :LHWK
8QLV QRXV DYRQV YRXOX WHVWHU VL OH FRQWU{OH GH
0-$G9 GH OLPLWHU VD SUpVHQWDWLRQ DQWLJpQLTXH
collaboration, nous avons pu compare r la présentation antigénique du virus

sauvage et du virus mutant M1 dans un modele in vivo et un modele in vitro .

1- Analyse de la présentation antigénique in vivo

Pour analyser la présentation antigénique in vivo, nos collaborateurs ont

infecté des sour is Black 6 (avec des quantités égales de particules virales)
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Figure 18 : /[-AdV limite O -D XW R S KpgaudrL Hlimiter sa présentation
antigénique

(A) Des souris sont infectées avec 1019 particules virales des vecteurs WT et M1 ou,
comme contrble du PBS1X, leur est administré . Dix jours aprés O -L Q| H Fed/&oRr3 sont
sacrifiées et les splénocytes murins sont isolés. Les splénocytes isolés sont ensuite
stimulés avec des capsides virales purifiées ou avec de la GFP purifiée . (B) La réponse
IFN Aest mesurée par ELISPOT. (C) Des clones de cellules T CD4+ capables de reconnaitre
un épitope conservé de la protéine Hexon du virus sont mis en co-culture avec des
cellules présentatrices G -D QW L frgr@ddites avec les vecteurs WT ou M1. (D) 24 heures
plus tard, la sécrétion G -,) Best quantifiée par ELISA.



VRLW DYHWTQg®@®e-:7 VRLW DY HWL @rdbige9-M1). En guise de

contrble un autre groupe de souris a subi une injection de PBS (groupe -

3%6 'L[ MRXUV DSUqgV O-:LQIHFW LERQsacrihid¢ey eWRXUJLYV RQ
splénocytes isolés ( Figure 18 A ). Les splénocytes ont ensuite été stimulés

DYHF GHV FDSVLGHV S XHjureLI8HY ).GPobiGeantrole, les cellules

RQW pJDOHPHQW pWp LQFXEpHVY DYHF GH OD *)3ASXUWLILpH
reflete la réactivité des cellules suite a leur incubation avec les capsides) est

mesurée par ELISPOT (Enzyme Liked Immuno SPOT). Le niveau de sécr étion

G-,)A HVW UHODWLI DX QLYHDX GH O-DFWLYDWLRIQ GHV V¢
vivo lors de la présentation antigénique des virus. Les résultats obtenus

indiquent que les cellules issues du groupe -0 VpFUQWHQW S@xXwvxa-,)1
celles du groupe -WT (Figure 18 B &HFL VXJJgUH TXH ORUV GH O-
O -$@®M a été plus efficacement reconnu par le systéme immunitaire de la

VRXULV TXHWDet@&8ac mieux présenté aux cellules effectrices. Par
FRQVPTXHQW O-DFWLYDWLRQ GHV VSO p&dams\ & ehdreHVW SO X
G -XQH LQIHFWL R-QI1SI®Wna0iefe@®ressante, les résultats obtenus

VXLWH j O-LQFXEDWLRQ GHV VSOpQRF\WHY DYHF GH OD *)3
issues du groupe -:7 VPFUqQWHQW S@XWVXE8-QHV FHOOXOMNY GX JUR
(en présenc e de GFP) (Figure 18 B ). Puisque la GFP est codée par le génome

des vecteurs viraux utilisés pour infecter les souris, ceci confirme le défaut

G- -LQIHFW UYL & pnutant M1. En effet, la production de GFP dans les

animaux infectés semble étre plus imp RUWDQWH D-YHF O-$G9

2- Analyse de la présentation antigénique in vitro

Pour analyser la présentation antigénique in vitro, nos collaborateurs ont

utilisé des cellules T CD4+ répondant a un épitope conservé de la protéine

virale hexon. Ces clones ont été mis en co -culture avec des cellules
SUpVHQWDWULFHYVY G-DQWLJgQHYV $3& SUpDODEOHPHQW
guantités égales de vecteur WT ou M1 (  Figure 18 C /| -DFWLYDWLRQ GHV FH
T a été mesurée par ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) anti -

IFN-A /HV UpVXOWDWY REWHQXV FRQILUPHQW HXMW G XWpF
LPSRUWDQWH ORUVTXH OHV $3& VRQW SUpDODBWHPHQW
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(Figure 18 D ). Ceci suggeére une fois de plus que la présentation antigénique

du virus mutant est plus efficace que c elle du virus sauvage.

3- Conclusion générale du chapitre

S3RXU UpVXPHU QRV UpVXOWDWY LQGLTXHQW TXH O-$G9 F
IRUPDWLRQ G:-DXWRO\WRVRPHV TXL HVW XQH pWDSH L
dégradation des substrats séquestrés par les vésicules a utophagiques. Grace

j O-XWLOLVDWLRQ GX PXWDQW 0 TXL HVW XQ VXEVWUDW G
GpPRQWUp TXH OH FRQWU{OH GH O-DXWRSKDJLH SHUPHWYV
présentation antigénique. Ces résultats illustrent la fabuleuse capacité

G - D G D 8r'wiesWilus face aux mécanismes de défense mis en place par leur

FHOOXOH K{WH /H FRQWU{OH GH O-DXWRSKDJLH LPSOLTXH
dans la protéine de capside PVI. En effet, le mutant M1 (ou le PPXY est muté)

Q-HVW SOXV FDSDEOH udphagiR € & ddvieht thé@e Ik substrat.

Dans le chapitre suivant, nous étudions le réle du motif PPxY dans le
FRQWU{OH GH O-DXWRSKDJLH
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Chapitre 4 : La Nedd4.2 régule la formation
G-DXWRO\WRVRPH ORUV GH O:-LQIHFWLRQ

Les résultats an térieurs du laboratoire ont montré que le motif PPXY joue
SULPRUGLDO ORUV GHV SKDVHWodsiche) al, 1 2p10) G IEn @ffe},G 9
FRPPH GpFULW GDQV O-LQWURGXFWLRQ GH FH PDQXVFULW
OH UHFUXWHPHQW G-XELTXLWLQHYV OLJDVHV ( GH OD IDPL
OLJDVHV O:-LQWHUDFWLRQ DYHF OD 1HGGtante 8aHe®@ OH rWUH
OH ." GH 1HGG FRQGXLW j XQH GLPLQXWLRQ GH O:-LQIHF
résultats démontrent que le mutant M1, incapable de recruter la Nedd4.2,

est dégradé par autophagie alors que le virus sauvage est capable de la

contrbler. Puisque la GLIIpUHQFH PDMHXUH: 7H @ W UB-NIG<1ES
recrutement de la Nedd4.2, nous avons donc voulu savoir si cette protéine
SDUWLFLSDLW DX FRQWU{OH GH O-DXWRSKDJLH ORUV GH O

A- /ID 1HGG FRQWU{OH O-DXWRSKDJLH SHQGDQW

nutr itionnelle

Dans un premier temps, nous avons étudié le role de la Nedd4.2 lors de

O -LQGXFWLRQ G- XQH DXWRSKDJLH LQGXLWH SDU XQH FDUH
faire, nous avons déplété des cellules U20S de la protéine Nedd4.2 par des
siRNA dirigés contre FHWWH SURWpPLQH /H QLYHDX G-H[SUHVVLRQ
le traitement avec les siCTRL ou les siNedd4.2 est analysé par WB ( Figure
19 A BRXU LQGXLUH O-DXWRSKDJLH QRXYV -8C0TRIQat LQFXEDp
U20S-siNedd4.2 durant une nuit dans un milieu dépourvu de nutriment

+%66 6XLWH j FHWWH LQFXEDWLRQ O-REVHUYDWLRQ GF
nous a permis de constater un changement morphologique des cellules

VLIHGG DSUqV OH WUDLWH PRigQ&V 19S B U). BEn +ee6 6la
comparaison des cellules sSiCTRL et des cellules siNedd4.2 incubées dans du
milieu DMEM complet, montre une morphologie tout a fait similaire. En

UHYDQFKH VL O-RQ FRPSDUH FHV PrPHV FHOOXOHV LQFXE

morphologie des cellules est différente. Les cellules siNedd4.2 ont un e forme
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Figure 19 : La Nedd4.2 est impliquée dans le contrle de O:-DXWRSK bkl He
O-LQGXFIORDXWRS EdD garehce nutritionnelle

Des cellules U20S ont été traitées avec des siRNA dirigés contre la protéine Nedd4.2. (A) /-H[SUHVVL
de Nedd4.2 dans les cellules siCTRL et si Nedd4.2 est vérifiée par westernblot . Ces mémes cellules
sont incubées toute une nuit dans de O -+ % pdur induire O -DXWR Slkeb ddlltdes sont, G - X Qit,
(B) analysées en microscopie optique en contraste de phase et, G -D X Wald,H(C) fixées puis marquées
pour Lamp2 (en violet) et pour LC3 (en vert). Les images représentées ici sont les acquisitions
obtenues en microscopie confocale. (D) Le nombre G -R E Mp&kMifd/ pour le marquage LC3 par cellule
est quantifie, (E) ainsi que le pourcentage des objets LC3 positifs pour le marquage Lamp 2. 15 cellules
sont analysées par condition, les barres G -H U U keprésentent O - p Ftpd Wbtatistique : ns: > 0.05, *:
p "0.05,* :p ”0.01, *** :p ”0.0001



beaucoup plus longitudinale alors que les cellules siCTRL ont une forme

beaucoup plus étalée ( Figure 19 B &HWWH REVHUYDWLRQ VXJJq!
condition de stress (stress auquel la cellule répond en induisant
O-DXWRSKDJLH OHV FHO O XdiH2/seCcpigompam mféfertntentl H

GHVY FHOOXOHV FRQWU{OHV 1RXV DYRQV HQVXLWH pWXGL
GH O-DXWRSKDJLH HQ DEVHQFH GH 1HGG 3RXU FH IDLU
GDQV GH O:-+%66 OHV FHOOXOHV VL&75/ HW VL1IHGG
protéines LC3 et Lamp2 ont été marquées par IF ( Figure 19 C ). Des

acquisitions en microscopie confocale ont été réalisées et comme
SUpFpGHPPHQW OD TXDQWLWp G-DXWRSKDJRVRPHYV DLQVL
été quantifiées. Concernant la quantité des autopha gosomes, nous

observons une nette augmentation en absence de Nedd4.2 (points bleus)

DSUQqV O-LQGXFWLRQ GH O -DRigid® BKID JLEh effelp pdur les
FHOOXOHV VL&75/ LQFXEpHV GDQV OH O-+%66 OD PR
G-DXWRSKRJRVRPHV HVWeésules(parLcelRl®alors Yue, dans les

cellules siNedd4.2, elle avoisine les 90 veésicules par cellule (soit trois fois

plus, Figure 19 D ). Néanmoins, il est également tres clair que le niveau

EDVDO G-DXWRSKDJRVRPHV '0(0 HVW pJDOHPHIQ® DXJPHQ
siNedd4.2 (Figure 19 D ). Ces résultats soulignent trés clairement
O-LPSOLFDWLRQ GH 1HGG GDQV OD UpJXODWLRQ GH
maturation des vésicules autophagiques, nos résultats indiquent que
O-DFFXPXODWLRQ G:-DXWRO\VRVRP Y céllved/ siNgd@L2L WH G
(Figure 19 E (Q HIITHW GXUDQW O-LQGXFWLRQ GH O-DXWR!
Nedd4.2 semble empécher la fusion autophagosome -lysosome. Les images

obtenues en microscopie confocale semblent indiquer que les

autophagosomes (signal vert ) et les lysosomes (signal violet) colocalisent

PRLQV HQ O:DEVHQ FHFigure 19H3G 5 Nos quantifications confortent

FHV REVHUYDWLRQV SXLVTX-HOOHV LQGLTXHQW TXH GDQ
condition de stress, environ 80% des vésicules autophagique s sont des
autolysosomes alors que dans les cellules siNedd4.2 ce pourcentage est

diminué a 60% ( Figure 19 E ). Nedd4.2 semble donc étre impliquée dans la

régulation de la formation des autolysosomes. Ceci pourrait expliquer les

résultats obtenus lors de la guantification des autophagosomes (  Figure 19
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Maturation des autophagosomes

% LC3 positif pour Lamp2

JLIXUH /ID 1HGG HVW LPSOLTXpH GDQV OH FRQWU{OH GH
O-LQIHFWLmRQVSDU O-

Des cellules U20S siCTRL et siNedd4.2 sont infectées avec des vecteurs WT puis sont
récoltées a différents temps aprées O L QIHKRAY L&Qysats cellulaires sont analysés par
westernblot en utilisant des anticorps anti -LC3 et anti-GAPDH. 1h apres O-LQIHFE¥WLRQ
cellules sont fixées et marquées pour LC3 et Lamp 2. (B) Le nombre G - R E NvosMifsv/ pour le
marquage LC3 par cellule est quantifié¢, (C) la taille de chaque objet positif pour LC3 est
également analysée. Un minimum de 10 cellules est analysé par condition, les barres

G -HUU efrgséntent O -p F eW(D) Les images représentées ici sont les acquisitions
obtenues en microscopie confocale. (E) Le pourcentage des objets LC3 positifs pour le
marquage Lamp2 est également quantifié . 15 cellules sont analysées par condition, les
barres G -HUU présontent O - p Ftippd Wbtatistique : ns: > 0.05,*:p "0.05,* :p "0.01.



D (Q HIIHW VL OD IRUPDWLRQ GHV DXWRO\WRVRPHV Q
dégradation des autophagosomes est inhibée et, par conséquent, les

DXWRSKDJRVRPHV VRQW DFFXPXOpV GDQV OD FHODXOH $L
HPSrFKH OD IRUPDWLRQ G:-DXWRO\WRVRPHV HW SDU FR!
G-DXWRSKDJRVRPHV HVW DXJPHQWPH SXLVTX-LOV QH
JLQDOHPHQW O-HQVHPEOH GH FHV UpVXOWDWY GpPRQWUH
un réle physiologique dans la régulation GH O-DXWRSKDJLH LQGXLWH SD
nutritionnelle et notamment dans les étapes de formation des

autolysosomes.

B- /D 1HGG FRQWU{OH O-DXWRSKDJLH SHQGDQW
O0-$G9

Dans un deuxiéme temps nous avons testé si la Nedd4.2 était aussi
impliquée d DQV OH FRQWU{OH GH O-DXWRSKDJLH GDQV OH FLC
0-$G9

1-Effet sur la maturation des vésicules

'HV FHOOXOHV 8 26 VL&75/ HW VL1IHGG RQWwwpwipa LQIHFW
conversion de LC3 -1 en LC3 -1l a été analysée par WB durant les 3 prem ieres

KHXUHYV GH O - EiQurel OVAL R Qes résultats indiquent que la lipidation
de LC3-II est plus importante et prolongée dans les cellules siNedd4.2. Le

QLYHDX EDVDO GH O:DXWR S K BahlirfectéeR €3tGlusVimpoant |

HQ O :DEVHQddt.Zsddmihe observé précédemment ( Figure 20 A ). Ce
résultat suggere que la Nedd4.2 participe également au contréle de
O-DXWRSKDJLH SHQGDQW O:-LQIHFWLRQ SDU O:-$G9 1RXV |
cellules U20S siCTRL et siNedd4.2 avec du virus sauvage et fix € les cellules

K SRVW LQIHFWLRQ $ILQ G-DQDO\VHU O-HIIHW GH OD Gp
O-DXWRSKDJLH OHV DXWRSKDJRVRPHV RQW pWp PDUTXpV |
anti-LC3 (Figure 20D ) 1RXV DYRQV TXDQWLILp OH QRPEUH G:-DX!'
dans les cellules infectées ( Figure 20 B ). Comme précédemment, nous avons
FRQVWDWp TXH O-DEVHQFH GH 1HGG LQGXLW XQH DFFX
autophagiques dans les cellules siNedd4.2. De maniere intéressante, nous

avons également noté que le marquage anti  -LC3 obtenu d ans les cellules
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siNedd 4.2 révélait des structures plus grosses que celle obtenues dans les

cellules siCTRL ( Figure 2 0 D). Nous avons donc quantifié la taille des

structures individuelles positives pour LC3 dans les cellules siCTRL et

siNedd4.2 ( Figure 20 C ). Les quantifications confirment que la taille

moyenne des objets obtenus aprés le marquage LC3 est significativement

SOXV LPSRUWDQWH HQ O-:DEYV RiQurEH0GH & D ).INé&h@oins,

ce résultat ne nous permet pas de conclure quant a la nature des objets

positifs pour LC3 observés. En effet, cette expérience ne discrimine pas les

autophagosomes clos des membranes naissantes décorées de LC3

(phagophore). En revanche, la plupart de ces structures sont négatives pour

IDPS VXJIJpUDQW TX:-LO QH V:-DJLW SDVs @GsDtiftsV RO\VRVF
SUpFpGHQWY GpPRQWUHQW TXH O:-LQIHFWLRQ SDU OH °
IRUPDWLRQ G:-DXWRO\WRVRPH ,0V GpPRQWUHQW pJDOHPF
1HGG LQGXLW OH PrPH SKpQRW\SH IRUPDWLRQ G:-DXWRC
conséquent, nous avons ensuite testé si le controle de la maturation des
DXWRSKDJRVRPHYVY HQ DXWRO\VRVRPHV SDU O-$G9 pWDLW
Pour ce faire, nous avons infecté des cellules déplétées de Nedd4.2 et des

cellules controles avec les virus sauvage et mutant puis analysé la

maturation des vésicules autophagiques en co -marquant LC3/Lamp2 1h

aprés infection. Les quantifications des colocalisations LC3 -Lamp?2
GpPRQWUHQW TXH OD SURSRUWLRQ G-DXWRO\VWRVRPHV HV
infectées par le virus sauvage ( Figure 20 E , par tie de gauche, points noirs)

comparée aux cellules non infectées ( Figure 20 E , partie de gauche, points

JULV &HFL Q-HVW SDV OH FDV GDQV OHV FHOOXOHV LQI
(Figure 20 E , partie de gauche, points rouges). Ces résultats sont similair es

a ceux précédemment obtenus. Au contraire, dans les cellules siNedd4.2 le

statut de maturation des vésicules autophagiques est le méme pour toutes

les cellules (non infectées, infectées par le WT et infectées par le M1) ( Figure

20 E , partie de droite). (Q HIIHW O:-LQIHFWLRQ GHV FHOOXOHV VL1]
VDXYDJH Q-LQGXLW SOXV GH UpGXFWLRQ GH OD SURSRUW
UpVXOWDW VRXOLJQH OH U{OH GH 1HGG GDQV OH FRQV
0-$G69 (Q HIIHW LO VHPEOHUDLWH TXHYV O3BV GCGH QONHQWKE

Nedd4.2 -PVI (via le motif PPxY) détourne la ligase au profit du virus. Il est
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fort probable que cette interaction empéche la Nedd4.2 de jouer son réle

SK\WWVLRORJLTXH GDQV OD UpJXODWLR @sa@terabubdéfAUR SKDJLH H

de formation des autolysosomes.

2 -Effet sur le transport des vésicules

Plusieurs études suggerent que la maturation des autophagosomes apres

O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH V-DFFRPSDJQH G-XQH PLJ

le MTOC ou les lysosomes sont regroupés afin de fusionner avec ces derniers
(Kimura et al., 2008; Korolchuk and Rubinsztein, 2011) . Puisque la formation des
autolysosomes semble étre régulé e par la Nedd4.2, no us avons ensuite
investigué la distribution des vésicules autophagiques en absence de la
ligase. Des cellules siCTRL et siNedd4.2 sont infectées avec le virus sauvage
pendant 1h puis fixées. Les protéines LC3 et la péricentrine sont
respectivement marquées pour visualiser les autophagosomes et le MTOC
(Figure 21 A ). Dans les cellules sICTRL infectées nous observons
O-DFFXPXODWLRQ GHV DXWRKDJRVRP Rigured XIWAR X WDeG X
maniére intéressante dans les cellules siNedd4.2 infectées le marquage LC3
perd sa localisation autour du MTOC mais présente une distribution
périnuclaire ( Figure 21 A ). Nous avons quantifié cette distribution en
calculant la répartition des structures positives pour LC3 dans trois cercles

de diametres différents ayant tous pour centre le marquage péricentrine
(MTOC). La méthode de quantification utilisée est détaillée et illustrée
(Schéma 36 ) dans le paragraphe C -5 du matériel et méthodes. Nos résultats

indiquent que la répartition cytoplasmique des autophagosome s est

072&

VLIQLILFDWLYHPHQW DOWpUpH SDU Fgu2RVBI Q.FEHetey OD 1HG

dans les cellules siCTRL, plus de 40% des autophagosomes sont situés a
moins de 10 pum du MTOC alors que dans les cellules siNedd4.2, plus de
40% des autophagosomes sont a  plus de 20 um du MTOC ( Figure 21 B ). I
VHPEOHUDLW GRQF TXH O-DEVHQFH GH OD 1HGG
autophagosomes orienté vers le MTOC. Ces résultats laissent a penser que la
Nedd4.2 régule la formation des autolysosomes en controlant le tra fic des

vésicules autophagiques.
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Figure 21 : Analyse du transport des autophagosomes en absence de Nedd4.2

Des cellules U20S siCTRL et siNedd 4.2 sont infectées avec des vecteurs WT pendant 1h.
Aprés fixation les cellules sont marquées pour LC3 (vert) et pour la péricentrine (rouge).
(A) Les images représentées ici sont les acquisitions obtenues en microscopie confocale .
(B) La répartition des objets positifs pour le marquage LC3 autour du marquage

péricentrine est quantifiée dans les cellules siCTRL (barres aux bords noirs) et dans les
cellules siNedd 4.2 (barres aux bords bleus). La méthode de quantification utilisée est
détaillée dans le paragraphe C- 5- du matériel et méthodes (Schéma 35). Un minimum de
12 cellules est analysé par condition, les barres G -H U U Heptddéntent O -p F BypewW
Statistique :ns:>0.05,* :p "0.01.



3- Conclusion générale du chapitre

/| HQVHPEOH GH FHV UpVXOWDWYV GpPRQWUH TXH OD OLJD
UpJXODWLRQ GH OD IRUPDWLRQ GHVY DXWRO\WRVRPHV ORU
VHPEOHUDLW TXH O:LQW Hratéire Wd. ¢agsidd QW &t Ha KeDd4S
SHUPHWWH DX YLUXV G:-pYLWHU VD GpJUDGDWLRQ SDU O-C
ligase de jouer son réle dans la maturation des vésicules autophagiques. En

HITHW HQ O-DEVHQFH GH FHWWH OLJDVH OlkitarlaJ XV Q-HV
formation des autolysosomes. De maniere intéressante, nous avons constaté

TXH OH WUDILF GHV YpVLFXOHV DXWRSKDJLTXHV YHUV
fonctionnel dans les cellules déplétées de Nedd4.2. Ce trafic est
LQGLVSHQVDEOH SRXU O DlysBsorRed. e ReQfaiGnduX pénsons

TXH O-LQWHUDHAWGKQ 3BPSrFKH OD OLJDVH G-H[HUFHU
SK\WVLRORJLTXH HW SDU FRQVpPpTXHQW OLPLWH OD IRUPDW

altérant le trafic des autophagosomes.
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Chapitre 5 : ROlepro -viral GH O-DXWRSKDJLH SHQG
O-HQWUpH GHV $G9

Notre laboratoire a précédemment montré que la ligase Nedd4.2 est

LPSOLTXpH GDQV O-DFFXPXODWLRQ GHV SDUWLFXOHV YLU
GH O-HQWUpH GHV $G9 :RGULFK HW DO (Q2HIIHW C
LQGXLW XQ GpIDXW G-DFFXPXODWLRQ GHV YLUXV DX 072&
le chapitre précédent, nos résultats indiqguent que le transport des

autophagosomes vers le MTOC est également altéré par la délétion de

Nedd4.2 ( Figure 21 ). De ce fait, nous avons voul u savoir si le mouvement

des autophagosomes vers le noyau pouvait contribuer au transport

cytoplasmique des AdV.
A- PSOLFDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH GDQV OH WUDQ"

1-Transport des autophagosomes dans les cellules infectées

Dans un prem LHU WHPSV QRXV DYRQV pWXGLp O-HIILFDFLW|
DXWRSKDJRVRPHVY ORUV GH O:-LQIHFWLRQ YLUDOH 1RXYV
transport vers le MTOC nécessitait le recrutement de la Nedd4.2 par le virus

sauvage ou si seule la présence de la ligase suffi sait. Pour ce faire nous

DYRQV LQIHFWp SHQGDQW K G HNT @loatéa BW interagit $\@®

OD 1HGG RX DYGBF OGREB® OD 39, PXWpH Q:-LQWHUDJLW
Nedd4.2). Aprés fixation des cellules, la péricentrine ainsi que les

autophagosome s ont été marqués par des anticorps anti -péricentrine et anti -

LC3 (Figure 22 A). La distribution des autophagosomes (positifs pour LC3)

autour du MTOC (marqué grace a la péricentrine) est ensuite analysée

comme précédemment décrit ( Figure 22 B). Dans les ¢ ellules infectées par le

virus sauvage, environ 40% des autophagosomes sont a moins de 10 um du

MTOC alors que dans les cellules infectées avec le virus mutant la majorité

des autophagosomes est a plus de 20 um du MTOC ( Figure 22 B). Ces

résultats indiquen t que le transport des structures autophagosomales vers le

QR\DX HVW SOXV HIILFDFH ORUV GH O:-LQIHFWLRQ SDU OH

mouvement orienté vers le MTOC est un phénoméne commun au transport
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Figure 22 : Localisation des autophagosomes dans les cellules infectées par
QAdV .

Des cellules U20S sont infectées avec des vecteurs WT ou M1 pendant 1h. Aprés fixation
les cellules sont marquées pour LC3 (rouge) et pour la péricentrine (vert). (A) Les images
représentées ici sont les acquisitions obtenues en microscopie confocale . (B) La répartition
des objets positifs pour le marquage LC3 autour du marquage péricentrine est quantifiée
dans les cellules infectées par @dV-WT (barres aux bords noirs) et dans les cellules
infectées par @dV-M1 (barres aux bords rouges). La méthode de quantification utilisée est
détaillée dans le paragraphe C- 5- du matériel et méthodes (Schéma 35). Un minimum de
12 cellules est analysé par condition, les barres G -HUU Heptésentent O -p F BypeW
Statistique : ns:>0.05,* :p "0.05,* :p "0.01.



des virus et au transport des autophagosomes, nous n ous sommes
GHPDQGpPV VL FHV GHX[ W\SHVY GH WUDQVSRUW Q:-pWDLHQW

2- Mouvement des virus dans des cellules LC3 -GFP

$ILQ G-DQDO\WHU VL OH WUDQVSRUW GHV YLUXV HW FHOX
couplés, nous avons infecté des cellules U20S-LC3-GFP avec des virus

fluorescents. Nous avons pu suivre le mouvement des virus et des
DXWRSKDJRVRPHVY IOXRUHVFHQWY HQ WHPSVY UpHO j O-DLGFt
PTXLSp G-XQ GLVTRK#urd) RIY.[Svédel a ce systeme, nous avons pu

observer que TXHOTXHV VHFRQGHY DSUqV O-HQWUpH GX YLUX
particule virale devient positive pour LC3. Le mouvement du virus depuis la

périphérie cellulaire jusqu'a la périphérie nucléaire est ensuite associé au

marquage LC3 suggérant que les deux str  uctures peuvent se déplacer

ensemble pour atteindre le noyau ( Figure 23). Il est tout de méme

intéressant de noter que les structures positives pour LC3 qui se meuvent en
DVVRFLDWLRQ DYHF OH YLUXV Q-RQW SDV O:-DVSHFW GH
responsables de la dégradation du mutant M1 précédemment observées

(Figure 8 B ). En effet, elles sont de petite taille, approximativement aussi

SHWLWH TX-XQH SDUWIigaX @8l) dohtthPe@héht aux grosses
VWUXFWXUHY HQ IRUPH G-DQQHDX R BV paUl¥y ptant IRUV GH O
(Figure 8 B ). Nos données ne nous permettent pas de conclure quant a la

nature (phagophore, autophagosome ou autolysosome) des structures

positives pour LC3 capables de se mouvoir en association avec le virus.

Cependant, nous avons vou lu vérifier si la machinerie autophagique jouait

ELHQ XQ U{OH GDQV OH WUDQVSRUW GX YLUXV MXVTX:-DX 0°

3- TUDQVSRUW GH YLUXV HQ O-DEVHQFH G:-XQH DXWRSKD
3RXU DQDO\VHU O-LPSOLFDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH GDQV (
avons pWXGLp O-DFFXPXODWLRQ GHV SDUWLFXOHV YLUDOH\
G-XQH DXWRSKDJLH IRQFWLRQQHOOH -CFRY) 8t @68 RR®WU{OHV
délétées du complexe de conjugaison ATG5 -ATG12 (SH -ATG5) sont infectées

de maniére synchrone avec des virus sauvage e t mutant. Quarante cing

PLQXWHYVY DSUqV O-LQWHUQDOLVDWLRQ GHV YLUXV OHV

péricentrine et les virus sont marqués par IF ( Figure 24 A ). La distribution
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Figure 23 : /-AdV est transporté vers le noyau en association avec la protéine

LC3

Des cellules U20S exprimant la protéine LC3-GFP sont infectées avec des vecteurs WT
couplés a O -$OBHD Les cellules infectées ont été observées en temps réel grace a un
microscope confocal équipé G - X @sque rotatif . Les trois images du panneau supérieur
montrent O -H Q \UUyirts dans la cellule, le recrutement de LC3 sur le virus et le trafic
intracellulaire  de la particule virale vers le noyau associée au marquage LC3. Les images
du panneau inférieur montrent un grossissement de O-DVVRFH® M p&tigule virale
avec le marquage LC3 lors de son transport M XV T XndpaXi .



des virus autour du MTOC est quantifiée suivant le méme protocole que

precédemment (Figure 24 B). Cette quantification reflete le transport

cytoplasmique du virus depuis le site de rupture des endosomes a la
SPpULSKpULH FHOOXODLUH Rigxe X D). Dand &es cellules

contréles, 45 min post infection, environ 45% des AdV -WT sont a moins de

10 um du MTOC alors que seulement 25% des AdV -M1 sont a cette méme

distance du MTOC ( Figure 24 B). Ces résultats confirment les travaux

antérieurs du laboratoire démontrant que le motif PPxY de la PVI permet un

transport efficace des virus vers le noyau (Wodrich et al., 2010). Dans les

cellules SH -ATG5, le transport du virus sauvage est significativement altérée

puisque 45 min post infection, seuls 25% des virus sont a 10 um du MTOC

(contre 45% dans les cellules contrbéles) (  Figure 24 B). Le transp ort du
PXWDQW 0 Q-HVW QL DXJPHQWpP QL GLPLQ-APGH DGV OHV F
résultats indiguent que, pour étre transporté de maniére efficace vers le

QR\DX O:-$G9 QpFHVVLWH XQH DXWRSKDJLH IRQFWLRQQHOC
HITHW HQ O-:DEVHQépHagie -ErtlennBIlé le virus sauvage a un

phénotype similaire a celui du virus mutant. Les particules virales

présentent une distribution qui semble aléatoire dans le cytoplasme au lieu

G- XQH DFFXPXODWLRQ GHV YLUXV DX 072& 3DU WOD VXLW
savoir si les étapes qui précédent et succedent le transport du virus étaient

DXVVL DIITHFWpHYVY SDU O-DEVHQFH GH O-DXWRSKDJLH

B- PSOLFDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH GDQV OHV pW

virus

1- $QDO\WH GH O-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO

DDQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV DYRQV DQDO\Vp O-LP
G-DXWRSKDJLH VXU O-pWDSH TXL SUpFgGH OH WUDQVSRU
VDYRLU O-pWDSH G:-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO 3RXU FH ID
la dissociation entre le virus et la PVI de S AdV-WT et AdV -M1 dans les

cellules SH -CTRL et SH -ATG5 (Figure 25 C). Comme décrit précédemment,

ORUVTXH O-RQ TXDQWLILH OHV FRORFDOLVDWLRQV $G9 39
VLIQDX[ UHIOqQWH O-pWDSH G-pFKDSSHPH@QM/3KRQARY RPDO G
U20S-SH-CTRL et U20S -SH-ATGS5 ont été infectées avec les deux types de
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Figure 24 : Transport de QAdV en absence G - X Qabtophagie fonctionnelle

Des cellules U20S shCTRL et shATG5 sont infectées avec des vecteurs WT ou M1 pendant
1h. Aprées fixation les cellules sont marquées pour @dV (rouge) et pour la péricentrine
(vert). (A) Les images représentées ici sont les acquisitons obtenues en microscopie
confocale . (B) La répartition des objets positifs pour le marquage AdV autour du marquage
péricentrine est quantifiée dans les cellules infectées par @dV-WT (barres aux bords
noirs) et dans les cellules infectées par @dV-M1 (barres aux bords rouges). La méthode de
guantification  utilisée est détaillée dans le paragraphe C- 5- du matériel et méthodes
(Schéma 35). Un minimum de 12 cellules est analysé par condition, les barres G-HUUHXUV
représentent O - p Ftippd Wstatistique : ns: > 0.05, ** : p " 0.01. (C) Figure représentant les
étapes G -H QW& g&#lV dans la cellule . Le carré rouge indique O -p Wan8ysée lors de
cette expérience : le transport du virus vers le MTOC.



virus selon le protocole décrit dans la partie C -1 du matériel et méthodes.

$X[ GLIIpUHQWYV WHPSV GH OD FLQPWLTXH G-LQIHFWLRQ
marqués par IF ( Figure 25 A) et les colo calisations entre les deux signaux

sont quantifiées ( Figure 25 B ). Dans les cellules SH -CTRL les virus mutants

(courbe rouge pleine) colocalisent davantage avec la PVI que le virus sauvage

(courbe noire pleine) ( Figure 25 B &HFL UHIOqQWH OH femedtXW G:-pF
endosomal du virus mutant précédemment évoqué. Dans les cellules SH -

$7* O-DVVRFLDWLRQ GX YLUXV VDXYDJH DYHF OD 39, FRX
ne suit plus la méme cinétique que dans les cellules SH -CTRL. En effet,

O -$3®JI colocalise beaucoup pil XV DYHF OD 39, HQ DEVHQFH G-$7°
exemple, 30 min post infection 45% des virus sauvages sont associés avec la

PVI dans les U20S -SH-ATG5 contre seulement 20% dans les U20S  -SH-

CTRL (Figure 25 B). En revanche, la cinétiqgue de colocalisation AdV+PVI du

virus mutant (courbe rouge en pointillés) reste inchangée dans les lignées

SH-$7* &HV UpVXOWDWY VXIJIIJqQUHQW TXH O-DXWRSKDJLH H'
0-$G9 V-pFKDSSH GHV HQGRVRPHV URPSXV (IIHFWLYHPHQ
autophagie fonctionnelle, le virus sau vage semble présenter comme le virus

0 XQ GpIDXW G-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO

2- Analyse de la libération du génome dans le noyau

'‘DQV XQ GHX[LgPH WHPSV QRXV DYRQV YRXOX VDYRLU VL C
DITHFWH DXVVL O-pWDSH VEREW GRIW DIHUWWD®D OLEpUDWI
YLUDO GDQV OH QR\DX 3RXU FH IDLUH QRXV DYRQV FRPS
libération du génome viral dans le noyau des cellules SH -CTRL et des

cellules SH -ATG5 (Figure 26 C). Cette étape peut étre étudiée par le suivi de
O-DSSDULWLRQ GX VLJQDO GH OD 39,, GDQV OH QR\DX .R
effet, la PVII est une protéine virale associée au génome du virus. Le

marquage de cette protéine par IF est un moyen de détecter les génomes

viraux libérés dans le noyau d  es cellules infectées (Komatsu et al., 2015). Les

cellules SH -CTRL et SH -ATG5 sont infectées avec les deux virus (WT et M1)

pendant 1 h ou 2 h puis fixées afin de marquer le virus et la PVII par IF

(Figure 26 A). Le nombre de spots positifs pour la PVII da ns le noyau est

guantifié pour chaque condition. Les résultats sont normalisés par rapport
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Dissociation PVVAdV

PVI Q)O)(S)
AdV O

Figure 25 : Echappement endosomal dans les lignées U20S SH-ATG5

Des cellules U20S shCTRL et shATG5 sont infectées avec des vecteurs WT ou M1 selon le
protocole décrit dans le paragraphe C- 1- (Schéma 34) du matériel et méthodes . Les
cellules sont fixées a différents temps apres O -L QI H&WarBu@es pour @dV (en rouge) et
pour la PVI (en vert). (A) Les images représentées ici sont les acquisitions obtenues en
microscopie confocale, les cercles blancs représentent le contour du noyau. (B) Le
pourcentage de virus colocalisant avec la PVI est quantifi€¢ pour les cellules inféctées par
@dV-WT (courbes noires) et par @dV-ML1 (courbes rouges) et ceci pour les cellules shCTRL
(courbes pleines) et pour les cellules shATG5 (courbes en pointillées) . Pour chaque
condition un minimum de 10 cellules est analysé. Les points utlisés pour tracer les
courbes représentent la moyenne et les barres G -HU U Hepidséntent O -pF BhrewW (C)
Figure représentant les étapes G- -H QW& patlV dans la cellule . Le carré rouge indique
O - p Waba@yidée lors de cette expérience : O -p FK D S S idriRiebQnvél .



au nombre de virus présents dans les cellules infectées ( Figure 26 B). Pour

OH YLUXV VDXYDJH UHSUpVHQWp HQ QRLU OHV UpVXOWLEL
G - D X W R S KobDcliaridelle, 1 heure post infection (hpi) la libération du

génome viral est retardée. En effet, le nombre de PVII est quasiment deux

fois plus petit dans les cellules SH -ATG5 que dans les cellules SH -CTRL

(Figure 26 B a ). Néanmoins, ce délai est complet ement compensé a 2 hpi

puisque le nombre de PVII dans le noyau est cette fois -Ci, plus important

dans les cellules SH -ATG5 (Figure 26 B b ). Ces résultats confirment que
O-DXWRSKDJLH HVW H[SORLWpH SDU 0O:-$G9 SRXU UHMRLQC

semblerat TXH O-DEVHQFH G:-DXWRSKDJLH SHXW pJDOHPHQW
G-DXWUHV PpFDQLVPHV GH WUDQVSRUWY XWLOLVpV SDU OF
UHSUpVHQWpP HQ URXJH OHV UpVXOWNWst sBit@QIlBUPHQW T
GpJUDGDWLRQ SDU O-DXWRSWDIW | (QKIBIU HN\MFiglre K28 L

B c et d ) une quantité plus importante de PVII dans le noyau est détectée

dans les cellules SH -$7* &HV GRQQpPHV FRQILUPHQW TX-HQ O-DEF

autophagie fonctionnelle, les virions mutants survivent mieux aux étapes

d-HQWUpH GX YLUXV GDQV OD FHOOXOH 3DU FRQVpPTXHQW

libérés dans le noyau des cellules infectées est plus importante.

3- Conclusion générale du chapitre

/| -HQVHPEOH GH FHV UpVXOWDWY D UpYpOp FRPPHQW O-$G
autoph DJLTXH ORUV GH VHV SKDVHV G-HQWU p\h leoMMHPEOHUL
PPxY de la PVI etdonc via OH UHFUXWHPHQW GH OD 1(" O-$G9 H
de contrdler le trafic des autophagosomes a son propre profit ( Figure 22).De

plus, nous avons pu observer le mouvement de virus associés a des

structures positives pour la protéine LC3 ( Figure 23), suggérant ainsi que le

virus contrbéle le trafic de structures associées avec LC3 (telles que les
PHPEUDQHY DXWRSKDJRVRPDOHWIrAHLYUB®QWIRIUDKELMXVT)>
072& *UkKkFH j O-XWLOLVDWLRQ G-XQH OLJQpH FHOOXODLUH
(essentiel pour la lipidation de LC3 et donc pour la formation des

autophagosomes), nous avons pu confirmer que le transport du virus est

DIIHFWp HQ O-DEVHQFH G- Xr@tiennele W Ri§ukeD 24 )H Eh Reffet,
O-DFFXPXODWLRQ GHV SDUWLFXOHY YLUDOHYV DX 072& HV\
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PVII dans
le noyau

PVII

ADN viral

Figure 26 : Import du génome de AdV dans les lignées U20S SH-ATG5

Des cellules U20S shCTRL et shATG5 sont infectées avec des vecteurs WT ou M1 pendant
1 et 2h. Apres fixation les cellules sont marquées pour AdV (rouge) et pour la protéine
virale associée au génome PVII (vert). (A) Les images représentées ici sont les acquisitions
obtenues en microscopie confocale, les cercles blancs représentent le contour du noyau .
(B) Le nombre G :-R E MbSWf¥ pour le marquage PVII par noyau est quantifié pour les
cellules infectées par @dV-WT (points noirs) et par @dV-M1 (points rouges) et ceci pour
les cellules shCTRL (points remplis) et les cellules shATG5 (points non remplis) . Chaque
point des graphiques représente les moyennes obtenues pour un minimum de 15 cellules
par condition, les barres G -HU U Hprébentent O - p Ftippe Watatistique : ** : p " 0.01, **** :
p " 0.001. (C) Figure représentant les étapes G- -H QW& g&t#lvV dans la cellule . Le carré
rouge indigue O -p Wdn&yidée lors de cette expérience : la libération du génome dans le
noyau .



lignées SH-$7* /-DQDO\WH GH O:-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO G

OLJQpH D UpYpOp TXH O-DEVHQFH G-XQH DXWRSKDJLH
égalem HQW O-pWDSH G -pFKDSSH Figuen25) R BffétRiPeBt@out

j IDLW SUREDEOH TXH OH UHFUXWHPHQW GH GLIIpUHQWYV
SXLVVH SDUWLFLSHU j O-H{[WUDFWLRQ GH OD SDUWLFXOH
(QILQ O-DQDO\VH GH OD» JpIQRRHDVHR Q@ -$G9 GDQV OH QR\
FHOOXOHYVY HQ O-DEVHQFH G-DXWRSKDJLH QRXV D SHUPLYV
K\SRWKgVHV 3UHPLqQUHPHQW OH WUDQVSRUW GH O:-$G9
O-DEVHQFH G-DXWRSKDJLH SXLVTXH OD OLEpUDWLRQ GX
transp ort du virus, est également impactée (diminuée dans les cellules SH -
ATG5, Figure 26). Deuxiemement, le mutant M1 est bien dégradé par
DXWRSKDJLH SXLVTX:-LO \ D SOXV GH JpQRPHV OLEpUpV (
O-DXWRSKDJLH HVW QR @iglie Q26 )V ER €fetHD IO kirus mutant

HVW PRLQV GpJUDGp GXUDQW OHV SKDVHV G-HQWUpH LO
de génomes dans le noyau de la cellule infectée.
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Chapitre 1  : La rupture des membranes active
O-DXWRISKIWPOHFWLYH ORUV GH O-LQIHFW

/ - Dtophagie sélective est un des mécan ismes de défense cellulaire
intrinseques, qui vise entre autres choses, les pathogenes invasifs . Les
bactéries capables de rompre la membrane des vésicules dans lesquelles
elles sont confinées, sont parmi les ex emples les mieux étudiés de
pathogéne s indui V D Qa\tophagie sélective . /-D G UHV V xdstbaGtéties a la
dégradation par autophagie sélective met en jeu la coopération de différentes
SURWpPLQHV DGDSWDWU LéBatty quaikeV pritéjness lddaptatrices
(NDP52, p62, OPTN, TAX1BP1) ont été décrites comme étant responsables de

la séquestration des bactéries dans les autophagosomes (Castrejon -Jiménez
et al., 2015; Tumbarello et al., 2015) . Ces adaptateurs permettent de

recruter la machinerie autophagique sur la bactérie afin de la dégrader.

A- Recrutement de la machinerie autophagique sur les
PHPEUDQHY URPSXHV SDU O-$G9

1- Implication  des « eat -me signal »

/IHV EDFWpULHV QH VRQW SDV OHV VHXOV DJHQWYV SDWKRJc
PHPEUDQHY FHOOXODLUHVY FHOD SHXW DXVVL rWUH OH FD\
soit, la cellule infectée est en mesure de déceler les domma ges membranaire s

causés par les pathogénes invasifs. En effet , les protéines intraluminales

anormalement exposées lors de la rupture des membranes sont reconnues

par d es protéines cytosoliques appartenant a la famille des galectines (Baum

et al., 2014; Paz et al.,, 2010) . Thurston et ses collegues ont montré que

parmi toutes les galectines recrutées sur les membranes rompues, seule la

Gal8 peut restreindre la prolifération de Salmonella. (Q HIITHW O-LQWHUDFWL
Gal8 avec lapr RWpLQH DGDSWDWULFH 1'3 SHUPHW G-DGUHVYV
rompues contenant le pathogéne a la dégradation par autophagie (Thurston

et al., 2012) . Aprés le recrutement initial de NDP52 via Gal8, des événements
G-XELTXLW\ODWLRQ GH OD EDFWpULH SHUPHWWHQW GH LU
1'3 DLQVL TXH G-DXWUHV SURWpLQHY DGDSWDWULFHV 3
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éliminer les membranes rompues et le pathogéne invasif (Svenning and

Johansen, 2013) . Quand nous avons commenceé ce travalil, il était difficile de

savoir si ces systeme s étaient spécifique s D X[ EDF W p UL H Yermeattaient. O V
également de lutter contre des vius FDSDEOHV G:-LQGXLUH GHV GR

membranaires .

Nos résultats démontrent que les cellules peuvent répondre par le méme

PpFDQLVPH ORUV G:-LQIHFWLRQV YLUDOHV &HFL FRQVWLYV
virus non enveloppé qui induit une autophagie sélective suite a la

reconnaissance des dommages membranaires. Nous avons démontré que la
OLEpUDWLRQ GX IDFWHXU O\WIQWHpBIGHORUYGG8HL @GKXKLW
association transitoire des virus avec les différents «eat-me signal » (Gal8 et

Ub), certaines protéines adaptatrices (p62, NDP52) et le marqueur

autophagosomal LC3. En utilisant le virus mutant TS1 (incapable de libérer

saPVIl eW GH O\VHU O),hhQu& &8hR puH montré le fait que la rupture
HQGRVRPDOH HVW O:-pYpPQHPHQW TXL LQLVCediskgeve¢WH UpSFK
qgue la cellule répond d'une maniere similaire contre les dommages

membranaires provoqués par différents types d ‘agents pathogenes.

La Gal8 : Le recrutement de la machinerie autophagique sur les membranes

rompues est initié par la Gal8. Le virus sauvage échappe rapidement des

endosomes romp us et est accumulé pres du MTOC. Au contraire, un virus

muté pour le motif P PxY de la PVI (AdV-M1l), reste associé aux vésicules

rompues (positives pour le marquage PVI ou Gal3/8/9) et devient un

substrat de la dégradation par autophagie. Ce résultat suggére que le motif

PPxY constitue un déterminant moléculaire qui permet au virus sauvage de

subvertir la réponse cellulaire antivirale. La dégradation du mutant M1

semble étre conduite par le systéme de détection Gal8 -NDP52 précédemment

décrit &HFL FRQILUPH TXH OH UHFUXWHPHQW GH O-DXWRS
NDP52 constitue une voie de  signalisation conservée pour la détection et la

dégradation de pathogenes causant des dommages membranaires.

Cependant , la déplétion des protéines Gal8 et NDP52 est moins efficace que
O-LQKLELWLRQ JOREDOH GH O:-DXWRSKDJLH SRXU SURWC¢g
dpJUDGDWLRQ &HFL VXJJgqUH TX:-LO H[LVWH GHV YRLHV DGC
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pour UHFUXWHU OD PDFKLQHULH GH OGDXQWRGHKDBDB UMH GH X §

infection virale.

/-8E En plus du recrutement de s galectines sur les membrane s
endommagée s, Q@biqui tylation a également été décrit e comme un signal

reliant les dommages membranaires a la dégradation autophagique. En effet,

| - XELTXLW\ODWLRQ GH EDFWpULHVY SHUPHW OH UHF U X
adaptatrices de la xénophagie grace a leurs domaines de liaisons a O-8E

(UBA) (Svenning and Johansen, 2013) . Il est fort probable que ce systeme

VRLW pJDOHPHQW LPSOLTXp GDQV OD GpWHFWLRQ GH O-$%
GDQV OH F\WRVRO DSUqV OD UXSWXUH GH O-HQGRVRPH 1]
,) GHV pYpQHPHQWY GH FRORFDOLVDWLRQ HQWUés O-$3G9 |
SURWpPpLQHY GH FDSVLGH RX GHV SURWpPLQHYVY FHOOXDOLUH
XELTXLW\OpHVY DSUqV OD UXSWXUH GH O-HQGRVRPH ,0 H
O-XELTXLW\ODWLRQ GH OD FDSVLGH RX GH SURWDpPLQHV H
Gal8, permet le recrutemen t de la machinerie autophagique sur le virus

grace aux protéines adaptatrices.

2- Implication  des protéines adaptatrices

Les protéines adaptatrices  permettent de relier les « eat-me signal » (Gal8 et
Ub) a la machinerie autophagique. Les quatre protéines a daptatrices
(NDP52, p62, OPTN, TAX1BP1 ) de la xénophagie ont été décrit es pour étre
impliqués dans la reconnaissance de bactéries ubiquitylées. N ous avons

trouvé des similitudes mais aussi des différences dans le cas des AdV.

p62 : La protéine p62 a  été décrite comme un acteur majeur de la
[PQRSKDJLH ORUYVs Gadidpi¢rhE & etRApale s (Orvedahl et al., 2010;

Zheng et al., 2009) . Nos résultats ont également  montré le recrutement de la

protéine adaptatrice p62 suite a la rupture de la membrane endosomale lors

GH O-HQWUpH GHV $GCGHQEW VHFBEAMW HWUH GpSHQGDQW GH C
nous avons pu observer de nombreuses triples colocalisations AdV+Ub+p62.

En revanche , nous ne pouvons pas savoir si les Ub sont localisées sur la

capside ou sur des protéines des vésicules rompues. Nos résultats in diquent

TXH OD GpOpWLRQ GH S DITHFWH O MIQéH&Wadey LWp GH'
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suggérant que son UHFUXWHPHQW Q-HVW SDV VHXOHPHQW |
O-DXWRSKDJLH (Q RXWUH QRV UpVXOWDMIues Ugu@ LPLQDL
S SRXUUDLW rWUH QpFH bligserhéntdedaRrsponse IBNWDBA ORUV GH
O-LQIHFWLRQ SDU O:-$G9 0D toldme podwndgay xClkeyue VvV

la protéine p62 soit impliguée dans le recrutement de la machinerie
DXWRSKDJLTXH ORUV GH O:-LQIHFWLRQ SDU O-$G9

OPTN: /-2371 D pJDnO Et® Hbentifite comme étant une protéine
DGDSWDWULFH PDMHXUH LPSOLTXpH GDQV O-DGUHVVDJH G
sélective. En effet, invivo O-DEVHQFH GH O0-2371 DXJPHQWH OD SUR
Salmonella . La restriction exercée par OPTN sur la bact érie est dépendante

GHV GRPDLQHV 8%% HW /,5 SXLVTXH OHV SURWPLQHV PXWg
domaines ne sont plus capables de contrdler la prolifération de la bactérie

(wild et al., 2011) .Danslecadrede O-LQIHFWLRQ SDU O-3$3G9 OD GpSOyg
Q-DXJPHQWH SDV O:-LQIHFWLRVLWp GX YLUXV PXWDQW O
VPOHFWLYH 'H SOXV QRXV Q-DYRQV SDV GpWHFWp OH UHI
VLWH GH UXSWXUH GHV HQGRVRPHV ORUV dasé¢quentHQWUpH
0:-2371 QH VHPEOH SDV MRXHU XdansUg @edrutsroenfdeUsG L D O
PDFKLQHULH DXWRSKDJLTXH ORUV GH O-LQIHFWLRQ SDU O-

TAX1BP1 : La protéine TAX1BP1l a été récemment décrite comme étant

également impliqué e GDQV O-pOLPLQDWLR artéfip © phFamaphaiec H E

En effet , sa délétion entraine une accumulation des bactéries positives pour

O-8E GpPRQWUDQW TXH 7%; %3 SDUWLFLSH DXs/vL |j O
Typhimurium par xénophagie (Tumbarello et al., 2015) /|- LPSOLFDWLRQ GH FF
SURWpLQH DGDSWDWULFH Q:-D SDV pWp DGUHVVpH GDQV |
LQWpUHVVDQW G-DQDO\WHU VRQ UHFUXWHPHQW ORUV GH C
SRXYRQV SDV QRQ SOXV H[FOXUH O HhflapramiceQéntor&s H SUR W
inconnues et leur (s) implication (s) dans le recrutement de la machinerie

autophagique.

NDP52 : La protéine NDP52 peut également détecter les bactéries

ubiquitylées grace a son de domaine UBA (Thurston et al., 2009) . Ainsi, il est

DXVVL SRVVLEOH TX-HQ SOXV GH VRQ UHFUXWHPHEDW VXU (
la *DO ORUV GH O-HQWUpH GHV $G9 vih'30n iM&acdn UHFU XW p
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avec les groupements Ub présents sur le site de rupture des membranes. De

SOXV SXLVTXH 1'3 OLH SUpIpUHQWLHO(@H Mithiphgv €® - LVRIRUP
al., 2012) il serait également intéressant de savoir si les autophasosomes

UHFUXWpV ORUV GH O:-LQIHFWLRYENID3C.0O-$G9 VRQW HQULFK

B- QGXFWLRQ GH O -DXPRBERKWUYH WRUV GH O-LQ
virale

Les mécanisme s moléculaire s responsables du recrutement de la machinerie
DXWRSKDJLTXH ORUV G:-LQIHFWLRQV EDFWpULHQQHV V
FDUDFWpULVpV (Q HIIHW OD GpWHFWLRQ GH O:-DJHQW S|
adap tatrices permet le recrutement de la membrane autophagosomale sur le

microorganisme a dégrader. Cependant, les événements responsables de
O-LQGXFWLRQ GH O:-DXWRSKDJLH UHVWHQW HQFRUH PDC
FRQFHUQH O:-LQIHFWLRQ SDU (hé$ds Sontsovisageabks) V K\SRW

/H VHQVHXU G-$'t M$6URWpPLQH F*$6 GpWHFWH O-$'1 Y
G-LQIHFWLRQ SDU GHV YLUXV j $'1, O®R UV pG\p G-hRUHWWILRHK
0O-+69 O-LQWHUDFWLRQ HQWUH F*$6 HW OD %HFOLQ SDUW

auto phagie dirigée contre le virus (Liang et al., 2014) . En effet, en

interagissant avec la Beclinl , cGAS permet la dissociation de la protéine

58%,&21 GX FRPSOH[H %HFOLQ (Q O-DEVHQFH G6H O-LQ
%HFOLQ O-DFWLYLWp 3, . GX FRPSOH[H %HFOL@ HVW L
O-LQLWLDWLRQ GH OD SURGXFW(LRYy e abX20R)SKDARVRPHV
pJDOHPHQW pWp PRQWUpP TXH F*$6 GpWHFWH OH JpQRPH Y
AdV (Liang et al.,, 2014) . Il est donc tout a fait probable que cette protéine

participeaussi O-DFWLYDWLRQ GHOAWXGERIKBDWUpPpH GHV $G9

Affection de la quantité intracellulaire en acide S aminés : La rupture des

membranes peut affecter le métabolisme i ntracellulaire C ette affection peut

rwWUH SHUoXH SDU OD FHOOXOH HW LQGXLdWHcaOrsDWRSKDJL
O -HQW USgdahnoBdHa , la rupture de la SCV induit une diminution de la

concentration intracellulaire en acides aminés essentiels (EAA). Cette
SHUWXUEDWLRQ V-DFFRPSDJQH G- XQH LQDFWLYDWLRQ GH ¢
O-LQGXFWLRQ GH JrdsdiwaeR IKDJ1H . On peut suivre la
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Figure 27 : Relocalisation de mTOR sur la membrane Ilysosomale lors de
O L QIHFparL 8AQV

Des cellules U20S sont, soit infectées avec les vecteurs AdV-WT (point noirs) ou AdV-M1
(points rouges) pendant 2h, soit incubées avec 20 pM de Torin 1 pendant 2h30 (points gris
clairs), soit incubées avec du DMEM contenant la méme quantit¢ de DMSO que dans les
cellules traitées avec la Torin 1 pendant 2h30 (points gris foncés). (A) Les cellules sont fixées
et marquées pour mTOR (en violet) et pour Lamp2 (en vert). Les images représentées ici
sont les acquisitions obtenues en microscopie confocale . (B) Le pourcentage G - R E Ndosids/
pour le marquage mMTOR colocalisant avec Lamp 2 est quantifi€ . Pour chaque condition un
minimum de 10 cellules est analysé. Les barres G -HUU Heptésentent O -p F Bypew
Statistique :**:p "0.01, *** :p "0.001.



localisation de mTOR dans les cellules et celle -Ci témoigne de son état
G-DFWLYDWLRQ (Q HIIHW esD ROJMSEXs$lir RS 2ndembranes
O\WRVRPDOHV OD YRLH P725 HVW DFWLYpH HW O:-DXWR:!
revanche, lorsque mTOR est relocalisé dans le cytoplasme, la voie mTOR est

LQDFWLYH HW O:-DXWRSK$hidnt H V)\WNoDg- &vdny @ahrblyse la

localisa WLRQ GH P725 SDU ,) ORUV GH O-HQWUpH GH O:-$G9 GI
en utilisant un marquage Lamp -2 pour identifier les lysosomes (  Figure 27

A). La localisation de mTOR a été analysée en quantifiant les colocalisations

MTOR+Lamp2. Comme contrdle positif, nous avons traité les cellules avec

un inhibiteur de mTOR  : la torine 1 ( Figure 27 B ). Dans les cellules traitées

avec la torine 1, la majorité des signaux mTOR est cytoplasmiqgue (MTOR

inactif) alors que, dans les cellules non traitées, la majorité des sig naux

MTOR colocalise avec le marquage Lamp2 (mTOR actif) ( Figure 27 B 6L O-RQ
compare la localisation de mTOR dans les cellules infectées par le virus

sauvage ou par le virus mutant, on observe une différence significative

(Figure 27 B ). mTOR semble étre plus actif dans les cellules infectées avec le

virus sauvage (localisation lysosomale de mTOR, autophagie inhibée) que

dans les cellules infectées par le virus mutant (localisation cytoplasmique de

MTOR, autophagie activée) ( Figure 27 B ). Ce résultat, bie n que préliminaire,
FRWQFLGH DYHF QRV UpVXOWDWY SUpFpGHQWY PRQWUDQYV
DFWLYpH ORUV GH O:-LQIHFWLRQ SDU OH PXWDQW O 3R
pouvons pas démontrer que cette relocalisation de mTOR dans les cellules

infectées par le mu tant M1 est liée a une perturbation du niveau
LOWUDFHOOXODLUH G-DFLGHV DPLQpV &HSHQGDQW SXLYV
entre la rupture des membranes, la concentration intracellulaire en acides

DPLQpPV OD YRLH P725 HW O-LQGXFWLRQ in&Etion® -DXWR SK
bactériennes (Tattoli et al., 2012) , il est tout a fait envisageable que cette

signalisaton VRLW DXVVL LPSOLTXpH ORUV GH O-HQWUpH GHV $

'H SOXV ORUV G-XQH pWXGH GH SURWPpPRPLTXH UpDOLVy
O-pTXLSH GX 'U ODUWLQ YRQ %HUJHQ /HLS]LJ $OOHPDJ
FRQVWDWHU TXH O-H[SUHVVLRQ GX WUDQVSRUWWWXU G:-DFL
rWUH PRGXOpH ORUV GH O:-LQIHFWLRQ SDU O-$G9 (Q HIIHW

-135-



JLIXUH ([ SUHVVLRQ HW ORFDOLVDWLRQ GH 6/& $ARUV GH
(A) Analyse de O-H|[S UHMVILRIAS par spectrométrie de masse (méthode SILAC : Stable
isotope labeling with amino acids in cell culture) dans des cellules U20S, 1 et 3 h apres
infection par des virus AdV-WT ou AdV-ML1. (B) Des cellules U20S sont infectées avec les
vecteurs WT ou M1, fixées 1h apres O -L Q| H&Warg®@es pour @dV (en rouge) et SLC1A5

(en vert). Les images représentées ici sont les acquisitions obtenues en microscopie
confocale .



par le virus sauvage, la quantité de SLC1A5 est réduite de moitié 1 h aprés
O-LQIHFWLRQ (Q UHYDQFKH K DSUqV O-LQIHFWLRQ OD T
étre régulée p ositivement ( Figure 28 A ). De maniére intéressante, avec le

mutant M1, la quantité de SLC1A5 est également régulée négativement

SHQGDQW OD SUHPLqQUH KHXUH PDLV j O:-LQYHUVH GX YLUX
semble pas induire une ré -augmentation de la quanti  té de SLC1A5 3 h apres

O L QI H FWueR2@ A 1RXV DYRQV UpDOLVpPp GHV ,) SRXU YRLU \
corrélation entre les résultats de protéomique et la localisation de SLC1A5

dans les cellules infectées. Dans les cellules non infectées, SLC1A5 semble

avoir une localisation membranaire ( Figure 28 B /IRUVTXH O-RQ LQIHFWI
cellules avec du virus sauvage ou mutant, la localisation membranaire de

SLC1A5 semble disparaitre ( Figure 28 B ). En effet, le marquage SLC1A5

suggere que la protéine a été internal isée et relocalisée pres du noyau

(Figure 28 B ,O HVW IRUW SUREDEOH TXH O:-LQWHUQDOI
V.-DFFRPSDJQH G-XQH GpJUDGDWLRQ GH OD SURWpPLQH SDU
pourrait expliquer la diminution de la quantité de protéines observée lors de

O-pWXGH GH SURWPpPRPLTXH 8QH pWXGH XWLOLVDQW XOQ
GpPRQWUp TX-HQ O-DEVHQFH G-LQWHUQDOLVDWLRQ GH JC
intracellulaire est diminué, la voie mTOR est inactivée et par conséquent,
O-DXWRSKDJLH HWklin @Ga.L\2089) . Il est donc également
HQYLVDJHDEOH UXBODVDWARQ GH 6/& $ GXUDQW O-LQIHF!
SHUWXUEH OH QLYHDX G:-($%$ LQWUDFHOOXODLUHV HW VRL
GH O-DXWRSKDJLH SDU OH YLUXYV

Affection de la concentration calcique intracellulaire . Enfin, il existe une
autre perturbation PPWDEROLTXH OLpH j OD SHUWH G:-LQWpJULWp

effet, il a été constaté que la rupture de la membrane endosomale lors de

O-HQWUpH GHV $G9 V-DFFRPSDJQH G-XQH DXJPHQWDWLR
calcique intracellulaire (Luisoni et al.,, 2015) . Il a été montré que les
YDULDWLRQV GH OD FRQFHQWUDWLRQ FDOFLTXH SHXYHQW
GH O:-DXWR(®ficteder et al., 2011) . En effet, la chélation du Ca 2*
intracellulaire inhibe le recrutement des protéines WIPI -1 sur les membranes
DXWRSKDJVRVRPDOHY 3DU YRLH GH FRQVpPTXHQFH O-DEF
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Schéma 38 : Signalisation reliant O -HQ W& itV , la rupture de la membrane

endosomale et O-LOQGXFWIORDXWRSKDJLH

Les dommages membranaires induits par @dV sont détectés par O - DEGHI8-NDP52. Ceci
permet O -D G UH\4¥ Dal Wésicule rompue (contenant le virus) a la dégradation par
O - D XW R SlkaDekcbmhhaissance de groupements Ub sur le site de la rupture de @ndosome
par les protéines p62 et TAX1BP1l pourrait également participer au recrutement de la
machinerie autophagique . Cependant, il semblerait que la protéine p62 pourrait aussi
participer & O-DFWL ¥Dl&V téRoQse IFN-t. Le senseur G -$'1lviral cGAS est capable de
détecter le génome de O-$'1Il se pourrait que cette détection soit impliquée dans
O LQGXFHLBM@XWRSKBJIHH O-HQWSE p@&dV. La rupture de la membrane
endosomale induite par @dV entraine des perturbations métaboliques . En effet la
concentration calcique (Ca?*) ainsi que la concentration en acides aminés essentiels (EAA)
sont perturbées lors de la rupture endosomale . Ces perturbations métaboliques pourraient

également participer a O L Q G X#HWAL-MX W R SErdarnt HO - L Q | H&dAhDbWR&e .



LC3-Il sur cette méme membrane est également affectée ce q ui perturbe la
formation des autophagosomes  (Pfisterer et al.,, 2011) . Lors de la rupture de
OD PHPEUDQH HQGRYVRP D®DdéteStidoudeO - @Ggnentation de  Caz*
intracellulaire  pourrait aussi SDUWLFLSHU j] OOL@GWR®YKRBRI)LH

C- Conclusion générale du chapitre

Finalement, cette étude apporte la premiére évidence que la détection des

PHPEUDQHVY URPSXHV ORUV GH O:-LQIHFWLRQ YLUDOH SHU
machinerie autophagique afin de dégrader le virus. Nos résultats indiquent

TXH O-D[HNPP32est HQ SDUWLH UHVSRQVDEOH GH O-DGUHVVLE
rompues contenant les virus a la voie de dégradation par autophagie

sélective (Schéma 38 &EHSHQGDQW LO VHPEOHUDLW TXH G:-DXWL
LPSOLTXpV GDQV O:LQGXFWLRQ GH O-DXWR&KIBsILH VXL
membranes. En effet, le recrutement de p62 pourrait également étre

LPSOLTXp GDQV FHWWH VLIQDOLVDWLRQ ELHQ TX:-LO SXLV
O-pWDEOLVVHPHQW G-XQH UpSRQVH DA WchémMaUBBOMH GH W
/-LPSOLFDWLRQ G-DXW U H \atrised RtellgsLdué VAXQEPD SV des

facteurs encore inconnus  Schéma 38 ) est également envisageable.

Enfin, de nombreuses hypotheses restent a étre vérifiées afin de réellement
FDUDFWpULVHU OD VLIQDOLVDWLRQ UHOLDQW O-HQWUpH
membran H HQGRVRPDOH HW O:-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH
OH U{OH GH VHQVHXUV G- $'Schémhd B®) oda*score des

perturbations du métabolisme intracellulaire (EAA, Ca 2+ Schéma 38)

pourraient tout a fait étre impligué s GDQV O-LQGHMFOVDRQ/ BESKDJLH
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Chapitre2 : /-$G9 FRQWU{OH O-DXWRSKDJLH
détournant la Nedd4.2 de son réle physiologique

,O D ODUJHPHQW pWp UplpUHQFp TXH OHV YLUXV SRXYDLH
O-DXWRSKDJLH SRXU OLPLWHU OHXU GpuielgeSmortibesQ (Q HIIFE
YLUDOHY SHXYHQW LQWHUIpUHU DYHF OHV YRLHV GH VLJQL
et ceci a été observé pour des virus appartenant a différentes familles

(Jackson, 2015) 'H SOXV DX FRXUV GH OfLQIHFWLRQ YLUDOH
fournir a ux molécules de CMH -,, GHV SHSWLGHV YLUDX[ DILQ G-:LC
FHOOXOHY GH O:-LPPXQLWp DGDSWDWLYH SRXU OXWWHU F
(Schéma 24 , Paludan et al., 2005) $LQVL O -DXWHR SKeDdiliéd H
classique des stratégies virales pour contourner les défenses mises en place

par les cellules infectées.

A- /-$G9 LQKLEH OD IRUPDWLR@es$ giaceVdiraotY R V
PPxY

1RXV DYRQV GpPRQWUp TXH O-DEVHQFH GX PRWLI 33[< 1
Géchappement endosomal (mutant M1) et entrainait une dégradation de la

particule virale par autophagie sélective. Pour le virus sauvage, la

dissociation de la particule virale des endosomes rompus devrait suffire pour

éviter sa dégradation par autophagie. N éanmoins, nous avons observé que la

présence du motif PPxY dans la protéine VI empéche la formation efficace
G-DXWRO\WRVRPHV &HW HIIHW Q-HVW SDV OLp DX[ pWDSHYV
GHVY DXWRSKDJRVRPHV SXLVTXH ORUYV -WH nOus. @Qudd&sWLRQ S
SX GpWHFWHU G-XQH SDUW XQ PDUTXDJH SRQFWLIRUPH G
HW G:-DXWUH SDUW OD FReQYEBUIV(eRQB)G Mos&xperiences

de WB ont cependant révélé que la lipidation de la protéine LC3 ne suivait

pas la méme cinétiquer ORUV GH O:-LQIHFWLRQR> 8D WD -GMEIG 9
$ORUV TXH O-DSSDULWLRQ -IIGdst i@iidemirit édectée apres
O-DMRXW GX YLUXV VDXYDJH RX PXWDQW HQWUH HW
F-HVW OH UHWRXU DX QLYHDX EDVDO Ce¥ilsuppgere g ®@ldsrwUH GL
pWDSHV WDUGLYHV GH O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH VI
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du motif PPxY. De plus, en présence de CQ, une lipidation supplémentaire

GH /& Q-HVW GpWHFWpH TX-HQ SUpVHQFH GX YLUXV 0 FRC
de matur ation des autophagosomes sont affectées dans les cellules infectées

SDU OH YLUXV VDXYDJH 1RV UpVXOWDWY G:-LPDJHULH HQ
ORUV GH O:LQIHFWLRQ SDU O HtrurtiresXautophagdé3yomadlH esO HV
formées sont beaucoup moins  développées que dans les cellules infectées par

OH YLUXV 0 (Q HHVH WduiDla $iger8ation de larges structures en

IRUPHV G-DQQHDX[ SRVLWGFPHU¥an$ RguEl |é&irus mutant

VHPEOH rWUH VpTXHVWUp (Q UHYDQFKH ORUV @gd, O-LQIHF
le marquage LC3 -GFP indique la formation de petites structures

ponctiformes dont la taille avoisine celle de la capside. Il est clair que ces
REVHUYDWLRQV GHYURQW G:-rWUH YpULILpHYVY SDU GHV WHF
résolution plus puissante comme la microscopie électronique. Ceci nous

permettrait de vraiment savoir si les structures (positives pour LC3 -GFP)
IRUPpHVY ORUV GH O-HQWUpHKH GIHH OMEEIBat réellement

différentes. Une explication possible a cette observation est que le virus

VDXYDJH LQWHUIqQUH DYHF OHV pWDSHV G-pORQJDWL
autophagosomale et, par conséquent, empéche la fermeture des

autophagosomes. Cette hypothése serait pausible car seuls les
autophagosome s comp letement clos peuvent fusionner avec les lysosomes.

En effet, il a été démontré que le recrutement de protéines (telles que la

Syntaxine 17) impliquées dans la fusion autophagosomes -O\WRVRPHV Q:-D OLH
gue sur les autophagosome clos  (Itakura et al., 2012) . Par conséquent, les
autophagosomes qui ne sont pas complétement fermé ne peuvent pas

fusionner avec les lysosomes po ur induire la dégradation du cargo séquestré.

B- /-$G9FRQWU{OH O-DXWRSKDJLH SRXU OLPLWHU

antigénique

Une des raisons attractive s pour les virus de contréler la formation des

autolysosomes est de limiter la présentation antigénique de pep tides viraux

via les molécules de CMH -, (Q HIIHW FRPPH QRXV O:-DYRQV
SUpFpGHPPHQW O-DXWRSKDJLH HQ GpJUDGDQW OHV SDUW
aux molécules de CMH -1l des antigenes viraux  (Minz, 2012) . Nos résultats
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indiquent que le mo WLI 33[< SHUPHW j O-$G9 GH FRQWU{OHU O
DQWLJpQLTXH ORUV GH O-HQWUpPH GX YLUXV (Q HIIHW HQ
GX 'U & 'LHWKRII QRXV DYRQV SURXYp TXH O-DEVHQFH GX
une présentation antigénique beaucoup plus efficace (Schéma 39 ). Le motif

PPxY est donc un déterminant majeur de la présentation antigénique et ce

avant mé PH O -H[SUH V \gerR«iGux

C-/HUHFUXWHPHQW GH OD 1HGG SHUPHW j O-$G
O-DXWRSKDJLH

/- XQLTXH GLIIpUHQFH Ha&uvsdge et I© tHrus mutahyest la présence

du motif PPxY dans la séquence de la PVI du virus sauvage. Notre laboratoire

a précédemment montré que le motif PPxY interagissait avec les domaines

WW des ligases de la famille des Nedd4  (Wodrich et al., 2010) . Parmi ces

ligases, seul le recrutement de la Nedd4.2 semble jouer un rdle crucial

GXUDQW O-HW®eh XHLVTXH VHXOH O-DEVHQFH GH 1HC
O-LQIHFWLRVLVWWodBcK eY hll) X040) . Le mutant M1, incapable de

recruter la Nedd4.2, est 20 fois moins infectieux que le virus sauvage. I

SUpVHQWH XQ GpIDXW G-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO H
O-DXWRSKDJLH ,0 VHPEOHUDLW GRQF TXH OHvidEFUXWHP
motif PPxY, soit une stratégie virale pour contourner les mécanismes de

défense mis en place par la cellule infectée.

1-Réle GH OD 1HGG GDQV O-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO

1RXV DYRQV FRQILUPp TXH OD PXWDWLRQ GX PRWLI 33[< G
O-HIILFDFLWp GH U X BbvakéJéhdasemalelpaPléd PVI. En revanche,

nos résultats indiquent que cette méme mutation induit un défaut
G-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO (Q HIIHW OH YLUXV PXWD
capable de recruter la Nedd4.2 reste associé aux vésicules endommageées

aprés leu U UXSWXUH /H PpFDQLVPH PROpFXODLUH SHUPHWYV
HQGRVRPDO GH O-$G9 UHVWH HQFRUH QRQ FDUDFWpPULVp &
la Nedd4.2 dans cette étape clef du cycle viral semble évidente. Une

possibilité est que, suite a son recrutement, la Nedd4.2 ubiquityle la PVI (ou
G-DXWUHV SURWpPLQHVY FHOOXODLUHYVY SUpVHQWHV DX QLY
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Schéma 39 : Le motif PPxY permet a Q\dV de limiter la présentation
antigénique en contrélant O-DXWRSKDJLH

Le motif PPxY de la protéine VI (PVI) de @dV limite la dégradation du virus par
O D XW R SK&bdéguemment sa présentation antigénique . En effet, le mutant M1 (pour
lequel le motif PPxY est muté en PGAA) est dégradé par O -D XW R StoBJdqud le virus
sauvage ne O - Ho¥dV Ceci implique que la présentation antigénique du virus mutant M1
est plus efficace que celle du virus sauvage.



membranes). Cette ubiquitylation pourrait servir de signal pour le
UHFUXWHPHQW G-DXWUHV SURWpPpLQHV D\DQW GHV GRPD
$LQVL O - NW&ibrT deLphdbtéines par la Nedd4.2 servirait de plateforme

pour recruter des facteurs qui pourraient extraire la particule virale de la

vésicule rompue. Les capsides pourraient ensuite interagir avec des moteurs

moléculaires pour étre transportées le long des microtubules.

2- 5{OH GH OD 1HGG GDQV OH FRQWU{OH GH O-DXWRSKDJL

'DQV OHV FHOOXOHV GpSOpWpHV GH 1HGG OH YLUXV VD
G-LQWHUIpUHU DYHF OD IRUPDWLRQ GHV DXWRO\VRVRPHYV

PPxY et le recrutementde OD 1HGG MRXHQW XQ U{OH FHQWUDO GL
O0-$G9 IDFH j] OD GpJUDGDWLRQ SDU O-DXWRSKDJLH 5pF|
1HGG GDQV OD UpJXODWLRQ GH O-DXWRSKDJLH ORUV G
en avant. En effet, dans le contexte de cette étude et gr KFH j O-XWLOLVDWLRC(
siRNA, la Nedd4.2 est décrite comme étant un facteur capable de promouvoir

O -D XW R SWang kethl., 2016) . Dans nos mains, la déplétion de la Nedd4.2

DXJPHQWH OH QLYHDX EDVDO G-DXWRSKDJLH HW L C
G-DXWRO\WRVRPHV LQGpSIOQIDPAFWQWQGHLUDOH &HFL VXJ.
1HGG HVW LPSOLTXpH GDQV OD UpJXODWLRQ SK\WLRORJL
contexte infectieux. Détourner la Nedd4.2 de son r6le physiologique pourrait

rWUH OD IRQFWLRQ PDMHXUH GX PRWLI 3B8j& GH OD$B&D, QORU
effet, nous pouvons aisément imaginer que le recrutement de la ligase par la

39, VpTXHVWUH OD 1HGG TXL Q-HVW DORUV SOXV FDSI
SURWPLQHY LPSOLTXpHVY GDQV OD UpJXODWLRQ GH O:-DXWE
(ou les) cible (s) de Nedd4.2 dans ce contexte est (ou sont) encore inconnue(s).

Cependant, plusieurs hypothéses sont envisageables. En effet, nos résultats

VXJIJgUHQW TXH O-$G9 JUKFH j VRQ PRWLI 33[< HW GRQF F
recrutement de Nedd4.2), peu altérer la IRUPDWLRQ G:-DXWRO\WVRVRPH

aussi le recrutement de la Beclinl sur les membranes du RE.

La Beclinl : Il a récemment été démontré que la Nedd4.1 (une autre ligase
de la famille des Nedd4) pouvait ubiquityler et réguler le niveau de la Belcinl
(Platta et al., 2012) qui est, comme précédemment évoque, une protéine

cruciale pour la formation du phagophore (Cao and Klionsky, 2007) . Nos
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résultats suggérent que le virus M1 présente une plus forte association aux

plateformes PI3P que le virus sauvage. De plus, ce résultat coincide avec un

enrichissement des membrane s en Beclinl plus important dans les cellules

LQIHFWpHYV S-MU IOséhtbl@rait donc que le virus sauvage altere

sélectivement la fonction du complexe Beclinl -PI3BK-ATG14 lors des phases
G-HQWUpH GX YLUXV &HSHQGDQW QRXV QH VRéRHYV SDV +
observation au recrutement de la Nedd4.2. La Nedd4.1 interagit également

DYHF OH PRWLI 33[< GH OD 39, (Q UHYDQFKH VD GpSt
O-LQIHFWLRVLWpPp GX YLUXV VDXYDJH FRWdgDdet@IHPHQW | (
2010) . Il est tout a fait probable que le recrutement de la Nedd4.1 par la PVI

GH O0:-$G9 VRLW pJDOHPHQW LPSOLHXpGH;D@\DXWHRSKRQMW
notamment via O-XELTXLW\ODWLRQ GH OD %HFOLQ &HFL SR
H[SOLTXHU QRV REVHUYDWLRQV TXDQW | O-HQULFKLVVF
Beclinl dans les cellules infectées par le mutant M1. En outre, la Beclinl est

une hypothese attract ive car cette protéine est ciblée par de nombreux virus

(Schéma 26 , Minz, 2011 8QH pWXGH D G:-DLOOHXUV PRQWUp THX
(% . GH O0-$3G9 LQWHUDJLW [Pywal ét ab,20%H FCetteQrotéine

Q-HVW SDV SUpVHQWH GDQV OD FDSVLGH GH 0-$G9 (0OOt¢
LPSOLTXpH GDQV OD UpJXODWLRQ GH O-DXWRSKDJLH ORU
YLUXV (Q UHYDQFKH DSUQV O-H[SUalx V4 RQduGithY JqQHYV
G- (% . SDUWLFLSH j O-DFWLYDWLRQ GH O-DXWRSKDJLH JLl
%HFOLQ 'DQV FH FRQWH[WH O-LQGXFWLRQ GH O:-DXWRSK!
SXLVTX-HOOH SHUPHW OD O\WVH GHV FHOOXOHVY LQIHFWPpPHYV

qui favorise la libération des nouveaux virions (Jiang et al., 2008 , 2011) .

TAX1BP1 : La protéine adaptatrice TAX1BP1l posséde deux motifs PPxY

(Figure 29 $XFXQ OLHQ IRQFWLRQQHO Q-HVW pWDEOL SR>
Nedd4.2. En revanche, il a été démontré que ses motifs PPxY pouvaient

interagir avec des domaines WW  (domaines caractéristiques de la fami  lle des

Nedd4, Sudol et al.,, 1995) . En tant que protéine adaptatrice, TAX1BP1

SRXUUDLW MRXHU XQ U{OH LPSRUWDQW GDQV O-DGUHVVD.

autophagique. Il constitue ainsi un candidat particulierement intéressant en
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Figure 29 : TAX 1BP1 possede deux motifs PPxY
Composition en acides aminés de la protéine TAX1BP1. Les lettres surlignées en jaune
sont les lettres conservées «P », «P »et «Y »qui composent les motifs PPxY.

A B

Figure 30 : Recrutement des protéines adaptatrices p62 et NDP52 en absence
de Nedd4.2

Des cellules U20S traitées avec des siRNA dirigés contre la Nedd4.2 ou des siRNA
controles sont infectées pendant 1h avec du vecteur sauvage. Les cellules sont ensuite
fixées et les protéines p62 et NDP52 sont marquées . (A) Le nombre G - R E NdosifsV pour le
marquage p62 et (B) NDP52 est quantifié dans les cellules siCTRL (points noirs) et dans
les cellules siNedd 4.2 (points bleus) avant et aprés O-LQIHFWLRQ



tant que protéine cible d H OD 1HGG GDQV OH FRQWH[WH GH O
0-$G9

NDP52 : Il a récemment été démontré que la protéine adaptatrice NDP52

était impliquée dans la maturation des autophagosomes en autolysosomes

durant la xénophagie (Verlhac et al., 2015) (Q HITHW ORUV GH.O-HQWU
Typhimurium dans la cellule , le moteur moléculaire MYO  -VI est recruté sur

OHV 6&9 JUKFH j 1'3 [ XWLOLVDWLRQ GH FHOOXOHV H[SUL
contre NDP52 puis transfectées avec des plasmides codant une protéine

NDP52 mutante (incapable de recruter MYO -9, D PRQWUp -DEVHH@ BOH GX
recrutement de MYO6 par NDP52, les autophagosomes contenant les

salmonelles restaient immatures (Verlhac et al., 2015) . Nous avons quantifié

OH UHFUXWHPHQW GHV SURWpPLQHVY DGDSWDWULFHV S H\
SDU O0:-$G9 HQ SUpVHQFH RX HQ DEVHQFRgBH3IOPDOLIJDVH 1
manié re intéressante, alors que le recrutement de p62 ne semble pas étre

DILTHFWp SDU O-DEVHQFH GH OD OLJDVH FHOXL GH 1'3 H\
important  Figure 30 ). Il est donc probable que la Nedd4.2 régule le
UHFUXWHPHQW GH 1'3 ORUV$GHY &HOQYWHpK\SRHWHE qgVH HVW (
SOXV SODXVLEOH SXLVTX-HOOH SHUPHWWUDLW GH IDLUH
O-DXWRSKDJLH VpPOHFWLYH HW OD PDWXUDWLRQ GHV YpVLF

ULK1 : Des résultats encore non publiés mais présentés lors de la

conférence (0%2 6HSWHPEUH &KLD ,WDOLH SDU O:-pTXlI
Cecconi (Rome, Italie) ont suggéré que ULK1l pouvait étre une cible
SRWHQWLHOOH GH OD 1HGG (Q HITHW LO VHPEOHUDLW
par Nedd4.2 permette une dégradation de la kinase pa r la voie du

SURWpDVRPH /D GpJUDGDWLRQ G:8/. DXUDLW SRXU FRQ
O-LQGXFWLRQ GH O-DXWRSKDJLH 3RXU OH PRPHQW QRX
GpPRQWUHU OH PrPH PpFDQLVPH GDQV OH FRQWH[WH GH O-

Le trafic vésiculaire : onsait TXH O-XELTXLW\ODWLRQ GH SURWPpPLQH\
pouvait réguler le trafic vésiculaire (Urbé, 2005) . Il est donc tout a fait
SUREDEOH TX:-DX WUDYHUV O-XELTXLW\ODWLRQ OD 1HGG

vésiculaire de la cellule. Le marquage des endosome s précoces (Rab5) ou des
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lysosomes (Lamp2) dans les cellules déplétées pour la Nedd4.2 permet
G-REVHUYHU XQ FKDQJHPHQW GH ORFEgIre8D WERefetGHV YpVL
dans les cellules controle, les vésicules semblent avoir une localisation

cytoplasmi TXH R HOOHV VRQW UHJURXSpPHV G-XQ F{Wp GX QR\
O-DEVHQFH GH 1HGG FHWWH ORFDOLVDWLRQ HVW S
(endosomes précoces et lysosomes) ont une distribution périnucléaire

(Figure 31 ) similaire a celle précédemment observée pour les
DXWRSKDJRVRPHYV ,O VHPEOH GRQF TXH O-DEVHQFH GF
localisation des veésicules et donc trés certainement le trafic vésiculaire en

général. Il a précédemment été montré un lien étroit entre le trafic des

autophagosomes et leur fusio n avec les lysosomes (Kimura et al., 2008) . Une

étude utilisant des shRNA dirigés contre la dynéine (moteur moléculaire en

SDUWLH UHVSRQVDEOH GX WUDILF GHV DXWRSKDJRVRPHYV
du trafic des autophagosomes altere la formation des a utolysosomes. En

HITHW HQ O-DEVHQFH GH G\QpLQH OHV DXWRSKDJRVRPH)
SpULSKpULH FHOOXODLUH HW OD IRUPDWLRQ G-DXWRO\VRYV
(Jahreiss et al., 2008) ,O HVW GRQF pJDOHPHQW HQYLVDJHDEOH
régulation du trafic vésiculaire, la Nedd4.2 contréle indirectement la

format LRQ G :-D XW R O \SEREVHhR #0H )V

D- Conclusion générale du chapitre

Pour résumer, nous avons démontré que la présence du motif PPXY dans la

SURWpPLQH VWUXFWXUDOH 39, SHUPHWWDLW j O0-$G9 G:-p°
O -D XWR S 8dhehhaH39 ). Nous avons égaleme QW SURXYp TX-HQ OLPLWD
GpJUDGDWLRQ SDU O-DXWRSKDJLH O:-$G9 UHVWUHLQW VI
(Schéma 39 8QH pWXGH UpFHQWH GpPRQWUH TXH O-LQFRU
« spécifiques de cancers » dans la fibre de la capside de vecteurs adénoviraux

V MBrait intéressante pour le développement de vaccins anti -cancer. Cette

PrPH pWXGH PRQWUH TXH O:-LQKLELWLRQ GH O-DXWRSKDJL
SUpVHQWDWLRQ DQWLJpQLTXH GH O-DQWLJgQH LQFRUSRU
(Klein et al., 2016) 1RV UpVXOWDWY FRQILUPHQW TXH O-DXWRSK
GDQV OD SUpVHQWDWLRQ DQWLJpQLTXH GH O0-$G9 'H SOX\
PXWDQW 0 FRPPH pWDQW XQ VXEVWUDWeG3thé&naD32WRSKDJL|
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A Rab5 Merge

SICTRL

SINED4.2

B Lamp?2 Merge

SICTRL

SINEDA4.2

Figure 31 : Rab5 et Lamp 2 sont relocalisées dans les cellules dépourvues de
Nedd 4.2

Des cellules U20S traitées avec des siRNA dirigés contre la Nedd4.2 ou des siRNA contréles
sont marqué pour (A)le marqueur endosomal Rab5 ou (B) le marqueur lysosomal Lamp 2.



Schéma 40 : La PVI interagit avec la Nedd4.2 pour O -HP SrF K&l deguler
O-DXWRSKDJLH

La Nedd4.2 semble étre impliguée dans la régulation de la formation des autolysosomes . I

est possible que la Nedd4.2 contrdle la formation de ces vésicules au travers
@biquitylation  de protéines impliquées dans la régulation de O -DXW R S#lRd lgke la

Belcin 1, TAX1BP1, NDP52 ou encore ULK1). Lors de O -H Q déb pdY/, la PVI interagit avec

la Nedd4.2 via son motif PPxY. Cette interaction semble étre nécessaire a la dissociation

entre la particule virale et @ndosome rompu . De plus, nous pensons que O-LQWHWPBIFWLRQ
Nedd4.2 est un moyen de séquestrer la ligase afin de O-HP SrFdeHjauer son réle
physiologiqgue dans la régulation de O D XWR S KdpsgjueH PVI recrute la Nedd4.2, la
formation des autolysosomes est perturbée et la dégradation du virus par O-DXWR $KtDJLH
limitée .



et qui, par conséquent, pourrait constituer un outil potentiel pour améliorer
OHV VWUDWpPJLHY YDFFLQDOHV RX G-DXWUHV DSSURFKHYV \

vecteurs adénoviraux.

Finalement, nos résultats démontrent que la présence du motif PPxY, dans

OD SURWPLQH 9, GH O0-$G9 FRQVWLWXH XQ GpWHUPLQDQW
du cycle de réplication. Il permet au virus de limiter sa dégradation par
O-DXWRSKDJLH JUkKkFH DX UHFUXWHPHQW GH OD OLJDVH 1HC
de cette protéine, OH YLUXV Q-HVW SOXV FDSDEOH GH FRQWU
G-DXWRO\WRVRPHV 1RXV SHQVRQV -Nedtd.Dedt @ Wt uUDFWLRQ 3
PR\HQ SRXU OH YLUXV GH VpTXHVWUHU OD OLJDVH SRXU O-
SK\WLRORJLTXH GDQV OD UpJXODWLEEMGHO O -DeXWRSKD.
PpFDQLVPH PROpFXODLUH SDU OHTXHO OD 1HGG UpJdX
encore inconnu. Cependant, il est fort probable que certaines protéines
LPSOLTXpHV GDQV OD UpJXODWLRQ GH O-DXWRSKDJLH VI
ligase afin de les détour QHU GH OHXUV IRQFWLRQV FUXFLDOHV GD
O-DXWRSKDJLH 3DUPL OHV QRPEUHXVHV SURWpPLQHV HQJ
VLIQDOLVDWLRQ UpJXODQW O:-DXWRSKDJLH FHUWDLQHYV
candidats (Belcinl, TAX1BP1, NDP52, ULK1). Il est également probable que

OD 1HGG SXLVVH UpJXOHU OD IRUPDWLRQ G-DXWRO\VRVR

par exemple, en altérant le trafic vésiculaire ( Schéma 40 ).
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Chapitre 3 / -$ G 6xploite la machinerie
autophagique ORUV GHV SKDVHV SUpFRFHV GH C

De maniere générale , de nombreuses études mettent en avant le réle pro -

YLUDO GH O-DXWRSKDJLH ORUV GH O-LQIHFWLRQ GH YLUXYV
GH GRQQpPHV VRQW GLVSRQLEOHV FRQFHUQDQW O-LPS
O-DXWRSKDJLH SRXU OHV pék.UDE Mus R plupa deH e RtSdes

proposent TXH OHV YLUXV H[SORLWHQW O-DXWRSKDJLH GXUDQ
leur cycle viral. Une activité¢ pro -YLUDOH GH O-DXWRSKDJLH GXUDQV
précoces des infections virales reste peu documentée et mal car actérisée.

/[-$G9 HVW XQ YLUXV QRQ HQYHORSSp TXL VHPEOH GpWHF

autophagique a son profit dés son entrée dans la cellule.
A- Réle pro -viralde O-DXWRSKDJLH

Notre laboratoire a précédemment démontré que O -DFFXPXODWLRQ Gl
particules virales a u MTOC nécessitait la ligase Nedd4.2 et le motif PPxY

(Wodrich et al., 2010) $XMRXUG - -KXL cesUrgrtk, jnous démontrons

gue le systeme de conjugaison de LC3 (composé de la protéine ATG5) est
pJDOHPHQW LPSOLTXp GDQV FHWWH pWDSH FOHI GX F\F
systéme de conjugaison dépendant de ATG5 prévient la dissociation des

particules viia OHV GHV HQGRVRPHV URPSXV GLPLQXH O-DFFXP:
au MTOC et retarde la libération du génome viral dans le noyau. Une
H[ISOLFDWLRQ DWWUDFWLYH SRXU FHV REVHUYDWLRQV VHI
PDFKLQHULH GH WUDQVSRUWY GHYV ils¥ \pRrSSED@répxeRPHY HW
transport. Cependant, les données de microscopie électronique actuelles

YLVDQW j pWXGLHU OH WUDQVSRUW GH 0O-$G9 Q-RQW ML
vésiculaire des particules virales le long des microtubules. De maniére

intéressante, les structures positives pour LC3 associées au mouvement des
SDUWLFXOHYV YLUDOHYV Q-RQW SDV O-DVSHFW GH YpVLFXOH’
GH O-LQIHFWLRQ SDU OH YLUXV VDXYDJH OHV VWUXFWXUH
petite taille et ont une forme ponctifo rme. En outre, avec le virus mutant M1

FHV VWUXFWXUHV VRQW SOXV JURVVHV HW RQW XQH IRUP|I
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Schéma 41 : Le recrutement de LC3 permet a QAdV de V -pFKDS@8#U
@ndosome rompu et G -rWtthkksporté vers le MTOC.

/ AdV doit rompre la membrane endosomale (1) afin G-DW W Hé Q/@Gplddme ou il sera
transporter M XV TXMDQAC grace aux moteurs moléculaires (2) de type dynéine . Nous
pensons que la protéine LC3 peut stabiliser O -L QW H Wapkite LrRo@ur moléculaire et par
conséquent améliorer, certaines étapes du cycle viral de @dV. En effet, en stabilisant cette
interaction, LC3 pourrait participer, G- -X (&t, a O-H[W U DriedhidRi€® de la particule
virale de @ndosome rompu (3) et, G -D X Yatl, Hau transport du virus M XV T XMDOC (4).



séquestré le virus. Ces structures la sont  certainement des autophagosomes

fonctionnels qui vont devenir des autolysosomes afin de dégrader le virus
VpTXHVWUp j O-LQWpULHXU 1RV REVHUYDWLRQV QH SHUP
certitude que le virus sauvage se déplace en association avec un
DXWRSKDJRVRPH MXVTX:-DX QR\DX &HSHQGDQW LO HVW F(
Mmouvoir en association avec des s tructures positives pour LC3 (qui ne sont

pas systématiguement des autophagosomes mais qui peuvent étre des

phagophores par exemple).

B- Role pro -viral de la protéine LC3

Un transport des particules virales dans les autophagosomes semble aller a

O - H Q FERIQdbgme établi sur le transport des AdV . Cependant, il esttout a

fait probable que la protéine LC3 promeuve le recrutement de moteur (s)

moléculaire (s) sur la particule virale piégée dans la vésicule rompue. Ainsi,

FHFL OXL SHUPHWWUDLWO GHHQ @ R\FRKPDE SHHR G DQW TXH OH UH
GH 1HGG LQWHUIqQUHUDLW DYHF OD IRUPDWLRQ G:-DXWF

détection des membranes endommagées (  Schéma 41 ).

Réle de LC3 dans le transport des capsides : 1RV UpVXOWDWY G:-LPDJHL

temps réel suggérent g ue le virus sauvage peut se mouvoir en association

avec des structures positives pour LC3, depuis le site de rupture de la

PHPEUDQH HQGRVRPDOH MXVTX:-DX 072& 'H SOXV OD GpSO
FROQMXJDLVRQ GH /& VK$7* DOWQUH O-DREWNRISADWLRQ Gt
072& ,0 HVW GRQF YUDLVHPEODEOH TXH O-$G9 XWLOLVH
propre transport vers le noyau. Le rbéle de LC3 dans le transport des

autophagosomes a été observés dans plusieurs études. En effet, la protéine

LC3 peut interagir avec  diverses protéines impliquées dans le transport des

autophagosomes. Par exemple, LC3 interagit avec la protéine FYCOL1 ( FYVE

And Coiled -Coil Domain Containing 1, Pankiv et al., 2010 ). La déplétion de

FYCOL1 entraine une accumulation périnucléaire des autoph agosomes. Ceci
UDSSHOOH G:-XQH SDUW QRV UpVXOWDWY REWHQXV HQ (
VRXOLIJQH G-DXWUH SDUW O:LPSOLFDWLRQ GH FHWWH .

vésicules autophagiques (Pankiv and Johansen, 2010; Pankiv et al., 2010)
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/IHV DXWHXUV GH FHV pWXGHYV VXJJqUHGYCOLXYétm&xl&a QWHUDF!
liaison de FYCO1 aux autoph agosomes. Une étude supplémentaire a

démontré que LC3 pouvait interagir avec JIP1, une autre protéine impliquée

dans le transport des autophagosomes (Fu and Holzbaur, 2014) . Cette

interaction promeut la pris e en charge des autophagosomes par le complexe
dynéine/dynactine et permet leur transport rétrograde dans des cellules

neuronales (Fu et al.,, 2014) . Ces deux exemples supportent le fait que la

protéi ne LC3 peut étre impliquée dans la stabilisation des complexes
PROpFXODLUHY SHUPHWWDQW OH WUDQVSRUW GH FDUJ
G-DXWRSKDJRVRPHY /D FDSVLGH GH O:-$G9 SHXW pJDOHP
moteurs moléculaires de type dynéine et kinésine (Bremner et al., 2009;

Strunze et al., 2011) . Le recrutement de LC3 pourrait donc stabiliser ces

interactions et, par conséquent, ameé OLRUHU OH WUDQVSRUW GHV FDSV
MTOC (Schéma 41 ).

5{OH GH /& GDOQV O-pFKDSSH P H@gEWubeQiifntip B de
WV\SH SURSRVH TXH OD IRUPDWLRQ G-DPSKLVRPHV SRXL
O-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO G HZ®ariOCdrii L 20¥3D H Léd U D O H

auteurs propose nt que la fusion des endosomes (contenant le virus) avec les

autophagosomes (formés suite a une privation nutritionnelle) permette la

IRUPDWLRQ G:-DPSKLVRPHV GHVTXHOV OHV YLUXV V:-pFKDS
Nos résultats confirment que la machinerie autoph agique est impliquée dans

OHV pWDSHV G:-pFKDSSHPHQW HQGRVRPDO (Q HIIHW
autophagie fonctionnelle (shATG5), la dissociation des particules virales des

endosomes rompus est moins efficace. Si notre hypothése précédente

concernant le réle p RWHQWLHO GH /& GDQV OD VWDELOLVDWLEF
capside-PRWHXU PROpFXODLUH V-DYpUDLW MXVWH HOOH SRX
O-DFWLRQ EpQpILTXH GH O-DXWRSKDJLH VXU O-pFKDSSHPH
LC3 favorise le transport de la capside sur le s microtubules, nous pouvons

LPDJLQHU TXH FH WUDQVSRUW SHUPHWWH G-H[WUDLUH Py

virale de la vésicule rompue (  Schéma 41l ).

Recrutement de LC3 . 1RV REVHUYDWLRQV QH QRXV SHUPHWWHQ
gue la protéine LC3 est recrutée direc WHPHQW VXU OD FDSVLGH GH O
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probable que le recrutement de LC3 soit lié aux recrutements des protéines

adaptatrices sur le site de rupture des membranes. Cependant, en utilisant

le programme informatique « iLIR» (https://ilir.warwick.ac.uk/index.php ,

nous avons pu constater que les protéines majeures de la capside

possédaient de nombreux motifs assimilables aux domaines LIR (répertoriés

GDQV OD EDVH GH GRQQpHV GX VLWH i@, dprétéhe G-DSUQqV
hexon semble avoir dans sa séquence 9 domaines LIR potentiels, le penton

base 5 et la fibre 1. De maniere intéressante, la PVI semble également avoir 4

domaines LIR potentiels. Ces résultats ne permettent en aucun cas de

conclure sur une quelconque interaction entre la protéine LC3 et la protéine

GH OD FDSVLGH GH O0:-$G9 (Q UHYDQFKH LO VHUDLW LQWp
tous ces « sites potentiels 2 FHUWDLQV V-DYqQUHUDLHQW rWUH GH Yp!
LIR qui pourraient permettre un re crutement direct de LC3 sur la capside.

8Q DXWUH SRLQW TX:-LO VHUDLW LQWpPpUHVVDQW G:-pOXFL
lipidation de LC3. En effet, nous ne savons pas si le recrutement de LC3

pour le transport du virus nécessite la conjugaison de LC3 aux groupe ments

de phosphatidylethanolamine. Cependant, la nécessité du systéeme de

conjugaison ATG5 -$7* ORUV GHV pWDSHV G-HQWUpPH GX YLUXV

que la lipidation de LC3 est également nécessaire pour le transport du virus

vers le MTOC. Enfin il serait éga lement intéressant de savoir si le transport

des particules virales vers le MTOC peut étre associé a tous les orthologues

appartenant a la famille des GABARAP/LC3.

C- Conclusion générale du chapitre

Finalement, QRXV DYRQV GpPRQWUp TX-HQ SOXNraiGH VRQ
O-DXWRSKDJLH SRXYDLW -DXYRDWOW XOR UYOGBHYURWDSHYVY G-HQW
Le virus détourne la machinerie autophagique a son profit, notamment pour

V:pFKDSSHU GHV HQGRVRPHV URPSXV SXLV §SRXWB UHMRL
transport sur les microt XEXOHV [/-$G9 VHPEOH VH GpSODFHU DV
VWUXFWXUHY SRVLWLYHV SRXU /& TXL Q-RQW SDV O
autophagiques. De ce fait, nous ne pensons pas que toute la machinerie

autophagique soit impliquée dans ce phénoméne mais que seule la protéine
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/& MRXH XQ U{OH LPSRUWDQW (Q HIITHW O-K\SRWKgVH OD
UHFUXWHPHQW GH OD SURWpPpLQH /& SHUPHWWH GH VWDEI
capside et les moteurs moléculaires (de type dynéine ou kinésine). Ceci
SHUPHWWUDLW G ibézHe Si&)d¥ |aG/Bkicdle rompue ( Schéma 41 )

HW G-DXWUH SDUW GH SURPRXYRLU VRQ Sthédmal¥ SRUW MXVT
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Conclusion générale

Dans un premier temps, cette étude a permis de montrer que le recrutement

GH O-DXWRSKDJLH VXLW Heg donimaGas \WhenkbvdhaReld est un
PpFDQLVPH GH GplHQVH DQWLPLFURELHQ FRQVHUYp (Q H|
Q-pWDLW GpFULW TXH GDQV OH FRQWH[WH G-LQIHFWLRQ\
GpPRQWUp TX:-LO SHUPHWWDLW pJDOHPHQW GH OXWWHU I
(Schéma 42 ).

Notre travaill a également mis en évidence comment la conservation

JpQpWLTXH G- XQ SHWLW PRWLI SRUWp SDU XQH SURWPLQ
virus de subvertir les mécanismes de défenses intracellulaires lors de leur

entrées danslescellu OHV 'DQV OH FRQWH[WH GH O-$G9 OD SUpV

induit un contréle de la réponse autophagique grace au recrutement de la

OLJDVH 1HGG &H FRQWU{OH GH O-DXWRSKDJLH D XQH
part, il permet de limiter la dégradation du virus par O-DXWRSKDJLH HV
subséquemment sa présentation antigenique ( Schéma 42 "“DXWUH SDUW L

SHUPHW G-DFFpOpUHU OD OLEpUDWLRQ GX JpQRPH GDQ\
LQIHFWpHY HQ SURPRXYDQW O-DFFXPXODWLRQ GH SDUW
(Schéma 42 ). Ceci suggére qu H O -DXWRSKDJLH H[HUFH Xifld DFWLYL
mais égalementpro -YLUDOH ORUV GH OD SKDVH SUpFRFH GH O-LQ

Des études in silico menées dans notre laboratoire ont montré la forte
prévalence de la présence des motifs PPxY dans les prot éines virales (Austin
HW DO QRQ SXEOLp 'H SOXV O-DFFXPXODWLRQ GH SDUYV

est un mécanisme retrouvé dans divers systemes viraux (Brandenburg and
Zhuang, 2007) 'H FH IDLW LO VHPEOHUDLW LQWpPUHVVDQW
recrutement de facteurs cellulaires tels que la Nedd4.2 ( via les motifs PPxY)

GXUDQW O-HQWUpH GHV Yk biKategiE Riad \eanvhXrie pgur
échapper au systeme immunitaire et pour améliorer le transport des virus,

ce qui en ferait une excellente cible thérapeutique.
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A faire en francais



Figure 42 : Modele proposé pour le contrdle de O -D XW R S Hubadil Hes phases
G - H Q Wdd p®idV

[ AdV entre dans la cellule par endocytose (1). Une fois dans @ndosome la particule virale
est partiellement désassemblée afin de relarguer son facteur lytique PVI qui va initier la
rupture de @ndosome (2). /-H[S RV LA prBt€nes intraluminales durant la rupture de la
membrane endosomale est détectée par les galectines . La machinerie autophagique est
recrutée sur @ndosome endommagé grace a O -DGHI8-NDP52 (3). Le recrutement de la
Nedd4.2 via le motif PPxY de la PVI empéche la maturation des autophagosomes par un
meécanisme encore inconnu et facilte O-pFKDSS fibsQrifdl de la particule virale (4).
/-pWD &Hp FKD S S Heénda@dhal semble dépendre de la machinerie autophagique
puisque la déplétion G -$ B* affecte la dissociation du virus des vésicules endomagées
(positives pour le marquage Gal8 et PVI). Le moteur moléculaire dynéine est requis pour le
transport du virus sur les microtubules vers le MTOC. Ce transport semble pouvoir étre
associé a la protéine LC3 (5). Enfin, la libération du génome de @dV dans le noyau de la
cellule a lieu au travers du complexe du pore nucléaire (6). /-p W Dd@Hibération du
génome est retardée dans les cellules déplétées G -$ B* confirmant le role bénéfique de
O -DXWRS&tP dé HO - HQ \Wed pAdV. Si le facteur lytique PVI Q - H pa4 libéré pendant
@ndocytose de la particules virale, @ndosome Q -Hpa®/rompu et le virus est dégradé par
la voie endocytaire (mutant TS1, 6). Si le virus Q:-pFKD $&Hde facon efficace a
@ndosome rompus les capsides sont dégradées par O - D XW R S(kiiaht HM1, 7). Cette
dégradation est limitée en O -DEVHGQFXQ bdutophagie fonctionnelle . Finalement
O - D X W R SaKub Jdotble rble durant les phases précoce du cyle viral de @dV. Dans un
premier temps elle a un réle antiviral S XLV T X per@dD Ha dégradation des virus associés
aux endosomes rompus et dans un deuxieme temps elle a un rdéle proviral SXLVTX-HOOH
permet O -DPpOLRdD&MAPER QG -p FKD S S HRdbSpval et de transport des particules
virales .
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Abstract

Cells employ active measures to restrict infection by pathogens, even prior to
responses from the innate and humoral immune defenses. In this context selective
autophagy is activated upon pathogen induced membrane rupture to sequester and
deliver membrane fragments and their pathogen contents for lysosomal degradation.
Adenoviruses, which breach the endosome upon entry, escape this fate by
penetrating into the cytosol prior to autophagosome sequestration of the ruptured
endosome. We show that a conserved PPxY motif in the viral membrane lytic protein
VI is critical for efficient evasion of autophagic sequestration after endosomal lysis.
Comparing the wildtype with a PPxXY-mutant virus we show that adenoviruses exploit
the autophagic machinery for efficient nuclear genome delivery and control
autophagosome formation via the cellular ubiquitin ligase Nedd4.2 resulting in
reduced antigenic presentation. Our data thus demonstrate that a short PPxY-
peptide motif in the adenoviral capsid permits multi-layered viral control of autophagic

processes during entry.
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Author summary

Cells have developed surveillance systems to detect invading pathogens, e.g.
membrane damage caused upon cell entry. Cells respond to membrane damage by
activating selective autophagy to target pathogens for lysosomal degradation and
pathogen removal. In this manuscript we show that endosome penetrating
adenoviruses also activate an autophagic response upon entry but avoid degradation
by escaping into the cytosol. We show that adenoviruses possess a small virion
encoded PPxY-peptide motif, which they use to divert the autophagic response of the
cell. This motif sequesters the cellular ubiquitin ligase Nedd4.2 resulting in limited
autophagosome formation, which prevents viral degradation and antigenic

presentation and ensures efficient endosomal escape and nuclear transport.
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Introduction

Intracellular pathogens, such as viruses, penetrate the limiting membrane of the cell
to access cellular functions for propagation support. In response, cells try to detect
and eliminate entering viruses through multiple pre-existing defense mechanisms
referred to as restriction factors or intrinsic immunity (1). To establish productive
infections, viruses thus have to divert, limit or control cellular intrinsic immunity.
Adenoviruses (AdV) are amongst the most efficient viruses to enter cells and rapidly
establish lytic infections after nuclear genome delivery. AdV are non-enveloped,
double stranded DNA viruses, which enter cells by receptor-mediated endocytosis
(2,3). Uptake invokes structural changes in the capsid (4), which releases the
membrane lytic internal capsid protein VI (PVI) to breach the endosomal membrane
(5,6). Following membrane rupture, AdVs escape to the cytosol and use microtubule
dependent transport accessing the nucleus via the microtubule organizing center
(MTOC) (7). At the nucleus the capsid binds and disassembles at the nuclear pore
complex followed by genome import into the nucleus (8).

Work employing the hyper stable AdV mutant ts1 (TS1), which fails to release PVI
upon entry, has shown that membrane penetration is an essential step in the
infection process (9,10). A key role in AdV cell entry is played by a highly conserved
PPxY peptide motif (where x can be any amino acid) in PVI, which is exposed upon
PVI release (11). PPxY motifs bind to WW domains commonly found e.g. in the
Nedd4 family of HECT-domain E3 ubiquitin ligases. Mutating the motif to PGAA
removes Nedd4 binding and abolishes PVI ubiquitylation. More significantly,
although mutation of the PPxY motif does not decrease membrane rupture, for

unknown reasons PVI-mutated viruses (M1) have a strong nuclear transport defect
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and fail to localize at the MTOC, resulting in a twenty-fold defect in specific infectivity
compared to WT (11).

Membrane damage, caused by viruses or other pathogens, is perceived as a danger
signal by the cell and recognized through the galectin system. Galectins are beta-
galactoside-binding proteins that contain carbohydrate recognition domains, which
sense and mark membrane damage through the abnormal cytosolic exposure of
intra-lumenal glycans (12). Several galectins including Gal3, Gal9 and Gal8 mark
bacteria induced membrane damage although only Gal8 was shown to restrict
bacterial replication (13,14). Galectin positive membrane fragments can be subject to
degradation via autophagy (14,15). This is achieved e.g. through Gal8 mediated
recruitment of the adapter protein NDP52 towards bacteria containing vacuoles.
NDP52 in turn establishes the link to the autophagic machinery for cargo degradation
exemplifying how the initial sensing via galectins leads to an active antimicrobial

response (14,16).

Autophagy, or selective autophagy when the cargo is sequestered via receptors, is
an evolutionary-conserved cytosolic, lysosome-dependent, degradation process (17).
It is activated by several stimuli to serve as a cellular survival pathway to maintain
homeostasis e.g. by providing the cell with nutrients upon starvation. It is initiated
through formation of an isolated membrane structure, the phagophore, via the
concerted action of several factors belonging to the AuTophaGy-related genes (ATG)
(18,19). After initiation the membrane is elongated and forms a double-membrane
vesicular structure, the autophagosome, which closes around the cargo destined for

degradation.

One of the most widely studied autophagy-related protein is the cytosolic protein LC3

(Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3), which becomes lipidated and
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incorporated into the elongated membrane upon autophagy induction. The
autophagosome formation and maturation into autolysosomes process is still not fully
understood but may involve LC3 mediated transport from the site of origin towards
the perinuclear region by using a retrograde, microtubule dependent and dynein-
dynactin motor complex mediated transport. This active transport facilitates efficient

fusion of closed autophagosomes with perinuclear lysosomes (20 222).

Selective autophagy is part of the intrinsic immune response to attenuate intracellular
pathogen infections via lysosomal degradation (23). Next to galectins, selective
autophagy involves additional marker molecules such as ubiquitin and further
adapter molecules (24). Bacterial strategies to overcome selective autophagy are
currently ill-defined and subject to intensive research. Moreover it is not clear if the
system also protects against membrane damaging viruses. We recently
demonstrated that Gal3 also marks membrane damage caused by AdV and
observed that AdV traffics in Gal3 positive membranes prior to endosomal escape
(5,25) although a role in selective autophagy was not addressed. Still, several studies
have reported that autophagy can promote or restrict viral infections including AdV
(26 £8). Autophagy also indirectly restricts viral infection by increasing viral peptide
presentation on MHC-II molecules to mount an adaptive immune response as
recently shown for AdV (27) and other viruses (29,30). Accordingly several viruses

have developed efficient strategies to temper with the autophagic machinery (31).

Within this study we use AdV to show that selective autophagy also targets
endosomolytic viruses. Moreover we show that AdV escape from and limit the
autophagic response through a conserved PPxY peptide motif encoded in the
membrane lytic capsid protein VI. We show that this is achieved by restricting the

formation of autolysosomes via a mechanism involving the cellular ubiquitin ligase
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Nedd4.2 resulting in reduced antigenic presentation. Furthermore we provide
evidence that AdV hijacks the autophagic response to achieve efficient endosomal
escape and accelerated nuclear transport and genome delivery showing a

multilayered viral control of the autophagic machinery during virus entry.
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Results

Microtubules and a conserved PPxY motif in capsid protein VI are required for

AdV efficient endosomal escape.

We showed that viruses with the PPxY-motif (WT) in capsid protein VI mutated to
PGAA (M1) have reduced viral infectivity and altered nuclear transport (11). To verify
the phenotype we infected cells with WT and M1 adenoviral vector and quantified the
transduction levels at different multiplicities of infection (MOI). The results confirmed
the M1 phenotype in a variety of cell types suggesting a virion-associated
mechanism (Figures 1 A, B, S1). We then asked if the defect was linked to the role of
protein VI in membrane penetration. We infected cells for different times with WT and
M1 and used Gal3 as a marker for AdV induced membrane damage. The results
showed that both viruses efficiently induce Gal3 puncta (Figure 1 C). We quantified
both the number of Gal3 puncta per cell as a measure of membrane rupture and the
colocalization of virus particles with Gal3 as a measure for endosomal escape. We
observed no apparent difference in the kinetics of membrane lysis between WT and
M1 (Figurel D). In contrast, the M1 colocalized with Gal3 puncta to a much larger
extend than WT (Figure 1 E), suggesting a post-lysis endosomal escape defect.
Previous in vivo imaging of AdV endosomal escape suggested a propelled and
microtubule dependent escape mechanism (5,25) and both dynein and microtubule
transport have been implicated in AdV entry (32,33). To confirm that AdV utilize
dynein to escape from ruptured endosomes we used Ciliobrevin D (CilioD), a
reversible chemical inhibitor of the dynein AAA+ ATPase motor to inhibit dynein
activity during viral transduction (Figure S1). At non-toxic CilioD concentrations we

observed decreased GFP transgene expression compared to vehicle control treated
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cells (Figure S1 B). Time course infection experiments with fluorescently labeled WT
revealed no change in the initial number of Gal3 puncta upon CilioD treatment.
However, Gal3 puncta increased over time (Figure S1 C) and the WT remained
associated with Gal3 (Figure S1 D) in drug-treated cells suggesting involvement of
dynein in virus escape and membrane damage removal but not in the initial lysis.
Sequestration of the WT after CilioD treatment also prevented efficient virus
translocation to the perinuclear area (Figure S1 E) consistent with previous
observations made for the M1 virus (11). Taken together, these data show that the
PVI PPxY-motif and dynein are critical for efficient escape from ruptured endosomes

and subsequent transport to the nucleus.

Figurel: AdV endosomal escape is PPxY dependent

HeLa cells (A) or U20S cells (B) were infected with varying amounts of adenoviral
vector particles expressing GFP (WT in black, M1 in red) and the percentage of GFP
positive cells was determined 24hpi by FACS analysis. (C) U20S cells expressing
Gal3-mCherry (red signal) were infected with WT or M1 viruses and fixed at 30
minutes post infection and stained for AdV (green signal). Note that colocalization
(yellow signal) indicates membrane rupture. (D) U20S cells were infected with
fluorescent viruses fixed at different time points and stained for endogenous GAL3.
At indicated time points Gal3 positive signals where quantified. The total number of
Gal3 puncta is indicated. (E). Colocalization between Gal3 and AdV signals was
quantified and is displayed as percentage colocalization of total. **: P<0.005 and

errors bars are standard error. (See also Figure S1).
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Adenovirus induces selective autophagy upon endosomal membrane
penetration

'H QH[W DVNHG dinmilag Go9 fvasive bacteria, would activate selective
autophagy upon membrane rupture. To address this question we used three different
$ G 9 flVbased on genotype HAdV-C5, which share receptor-mediated endocytosis
but differ upon endosomal sorting. Next to WT and M1 we infected cells with the
hyperstable ts1 mutant virus (TS1), which does not release PVI and does not lyse the
endosome upon uptake. We then performed an infection time course (shown in
Figure 2A) and quantified appearance of Gal8 puncta instead of Gal3 to mark
membrane damage (Figures 2B and S2 A). We used Gal8 because of the functional
role of Gal8 in selective autophagy (14). Gal8 puncta formation occurred in WT and
M1 but not TS1 infected cells (Figure 2B). To show that AdV induced membrane
damage activates autophagy we next stained for LC3 and quantified LC3 puncta
reminiscent of autophagosome formation (34). We observed LC3 puncta formation
for WT and M1 but not for TS1 supporting that membrane damage was required to
initiate autophagy (Figure 2 C and D). LC3 puncta formation occurred rapidly within
15-30 min after virus uptake resembling PVI release kinetics (10). We confirmed the
results in a different cell type (Figure S2 B) and by showing the membrane damage-
dependent accumulation of phophatidyl-ethanolamin (PE) conjugated LC3-Il by
western blot (Figure 2 E). We then asked if AdV induced autophagy was selective
and mediated by adapter proteins. We repeated the time course experiment and
analyzed recruitment of autophagy adapter p62, NDP52 and optineurin.
Accumulation of p62 and NDP52 puncta was dependent on virus induced membrane
damage (Figure 2F S2C and S2E). In contrast optineurin, was not detected under our

conditions. Co-stain for cellular marker molecules and viruses showed large overlap



223 in colocalization suggesting functional links (Figures S2 C and E). E.g. several
224  viruses positive for either p62 or NDP52 also stained for galectins or ubiquitin
225 respectively suggesting a similar mechanism of recruitment as shown for invasive
226 bacteria (Figures S2 D and F).

227

228 Figure2: AdV induced membrane dam age causes selective autophagy

229 (A) Schematic representation of the experimental setup for quantitative immune
230 I OXRUHVFHQFH DQDO\VLV &HOOV JURZQ RQ FRYHUVOLSV
231 followed by inoculum removal after 30min. Coverslips were collected and fixed at
232 indicated time points for quantitative immunofluorescene analysis as detailed in Sl.
233 (B). U20S cells were infected with WT (black line), M1 (red line) or TS1 viruses (gray
234 line) as outlined in (A). At each time points cells were fixed and stained for Gal8.
235 Shown is the absolute number of Gal8 puncta per cell. Error bars indicate cell-to-cell
236 variations (n>10 cells; NS : no significant; * : P<0.05; ** : P<0.01; *** : P<0.005 and
237 errors bars are standard deviation). (C) Representative confocal images of cells
238 infected with different AdV showing virus induced autophagy. Conditions are
239 indicated to the left of each row. Cells were fixed at 30 minutes post infection and
240 stained with anti-AdV (first column, red signal) and anti-LC3 (first and second
241 columns, green signal). (D) Experiment as in (B) stained with anti-LC3 depicting
242 autophagy induction. (E) Infected U20S cells were analyzed by western blot at 30
243 min (T30) and 60 min (T60) post infection using LC3 and GAPDH specific antibodies.
244  As a positive control cells were treated with 50uM of CQ during 3hours. The ratio of
245 LCS3II/GAPDH normalized to the non-infected condition was determined and is given

246 Dbelow the panel. (F) Experiment as in (B) stained with anti-p62 (left panel) and anti-
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NDP52 (right panel) antibodies depicting the absolute number of puncta. (see also

Figure S2)

In summary our analysis suggested that PVI release from entering viral particles
caused membrane damage to which the cell responds with selective autophagy.
Interestingly we observed a higher levels and more prolonged accumulation of LC3
puncta for the escape defective mutant M1 vs. WT (Figure 2 D). We hypothesized
that M1 virions maybe degraded by autophagy, which could explain their strongly

reduced infectivity.

AdV with mutated PPxY motif in capsid protein VI are subject to autophagic
degradation

To determine if M1 viruses are degraded via autophagy we first visualized AdV
association with LC3 in living cells. We infected cells stably expressing LC3-GFP (35)
with Alexa594 fluorophore coupled WT and M1 virions and imaged the cells using
spinning disk confocal microscopy. We observed that within ~15-30 min several cell
associated viruses turned LC3 positive, mostly occurring at the cellular periphery
(Figure 3A, MovieS1). At >1hpi most WT viruses showed no more association with
LC3 and accumulated in the vicinity of the nucleus (Figure 3B and 3C, top). In
contrast, M1 viruses lacked nuclear accumulation and were often found inside large
LC3 positive structures reminiscent of closed autophagosomes (Figure 3B and 3C,
bottom). This difference in dynamic LC3 association between WT and M1 viruses

was confirmed using quantitative time resolved fluorescence analysis (Figure 3D).

Figure 3: The PPxY-mutant M1 associates with autophagosomes
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(A) Live-cell imaging showing LC3 acquisition of WT upon entry. Stable expressing
U20S-LC3-GFP cells were infected with Alexa594 coupled WT and imaged using
spinning-disk confocal microscopy. The top two images show individual frames
separated by ~45 seconds from movie S1. The arrow points to an LC3 negative virus
(left panel) becoming LC3-positive (right panel). The bottom panel shows a higher
magnification and frame resolution of the same event. (See also Movie S1). (B) The
panel shows single frames of cells infected as in (A) either with WT (top) or M1 virus
(bottom) at 1 hpi. The arrow at the top panel points to the microtubule organizing
center where WT viruses accumulate (shown at higher magnification to the right).
The arrows at the bottom panel point to autophagosomes engulfing mutant M1
viruses (shown at higher magnification to the right). (C) Representative confocal
images of cells at 1hpi infected with WT (top row) and M1 (bottom row) and stained
for AdV (red signal) and LC3 (green signal). Virus association with LC3 appears as
yellow signal (see detail). (D) Experiment as in (C). The percentage of each AdV
colocalizing with LC3 was quantified over time and is given as percentage of total

virus. Error bars indicate cell to cell variation (n>10 cells ; * : P<0.05; ** : P<0.01).

To investigate a potential autophagic degradation for the M1 virus we treated cells
with 3-methyladenin (3-MA), which blocks autophagosome formation via the
inhibition of class Ill PI3K (34). Pretreated and vehicle control cells were transduced
with WT or M1 viral vector expressing GFP and relative transduction levels were
determined using fluorescence activated cell sorting (FACS). 3-MA treatment did not
affect WT virus infectivity but significantly increased M1 virus infectivity (Figure 4A).
In addition we found that the M1 virus located per se more than the WT virus with

Pi3P positive compartments from which autophagosome formation originates (Figure
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