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Résumé  : �/�¶�D�G�p�Q�R�Y�L�U�X�V�����$�G�9�����H�V�W���X�Q���Y�L�U�X�V���Q�R�Q���H�Q�Y�H�O�R�S�S�p���j���$�'�1���G�R�X�E�O�H���E�U�L�Q���T�X�L���H�Q�W�U�H���G�D�Q�V��
�O�D���F�H�O�O�X�O�H���S�D�U���H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H�����'�D�Q�V���O�¶�H�Q�G�R�V�R�P�H���X�Q���G�p�V�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���S�D�U�W�L�H�O���G�H���O�D���F�D�S�V�L�G�H���S�H�U�P�H�W��
�O�D���O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q���G�¶�X�Q�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���L�Q�W�H�U�Q�H���G�H���O�D capside, la protéine VI (PVI). Cette protéine code 
�X�Q�H���K�p�O�L�F�H���D�P�S�K�L�S�D�W�K�L�T�X�H���T�X�L���Y�D���S�H�U�P�H�W�W�U�H���O�D���U�X�S�W�X�U�H���G�H���O�¶�H�Q�G�R�V�R�P�H�����'�H�V���W�U�D�Y�D�X�[���D�Q�W�p�U�L�H�X�U�V��
du laboratoire ont montré que le transport des particules virales vers le noyau nécessite la 
présence du motif co�Q�V�H�U�Y�p���3�3�[�<���G�D�Q�V���O�D���3�9�,���T�X�L���S�H�U�P�H�W���O�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�¶�X�E�L�T�X�L�W�L�Q�H�V��
ligases de la famille des Nedd4 (telles que Nedd4.1 et Nedd4.2). Il a précédemment été 
�P�R�Q�W�U�p���T�X�H���O�D���U�X�S�W�X�U�H���G�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�H�V���L�Q�G�X�L�W�H���O�R�U�V���G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V���E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H�V���D�F�W�L�Y�D�L�W��
�O�¶�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���D�I�L�Q���G�¶�pliminer le pathogène intracellulaire via une dégradation lysosomale. Nos 
�U�p�V�X�O�W�D�W�V���G�p�P�R�Q�W�U�H�Q�W���T�X�H���O�¶�$�G�9���L�Q�G�X�L�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���O�¶�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���O�R�U�V���G�H���V�R�Q���H�Q�W�U�p�H���G�D�Q�V���O�D��
�F�H�O�O�X�O�H�����/�¶�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���$�G�9���P�X�W�D�Q�W�V���Q�R�X�V���D���S�H�U�P�L�V���G�H���G�p�P�R�Q�W�U�H�U���T�X�H���O�D���U�X�S�W�X�U�H���G�H��
l�¶�H�Q�G�R�V�R�P�H���p�W�D�L�W���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�H���O�¶�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�¶�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����'�H���S�O�X�V���Q�R�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V���P�R�Q�W�U�H�Q�W��
�T�X�H���O�H���Y�L�U�X�V���V�D�X�Y�D�J�H���H�V�W���F�D�S�D�E�O�H���G�¶�p�Y�L�W�H�U���V�D���G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���H�Q���F�R�Q�W�U�{�O�D�Q�W���O�¶�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���J�U�k�F�H���D�X��
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 
�V�K�R�Z���W�K�D�W���$�G�Y���D�O�V�R���L�Q�G�X�F�H���D�X�W�R�S�K�D�J�\���X�S�R�Q���H�Q�W�U�\�����8�V�L�Q�J���D���V�H�W���R�I���P�X�W�D�Q�W���$�G�9�¶�V���D�W�W�H�Q�X�D�W�H�G���D�W��
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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PV : Poliovirus  

RDG : Arginnine -glycine -aspartate  

RE : Reticulum Endoplasmique  

Reb : Rab escort protein  

RI : Respiratory Illness agent  

RIG-I : 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  : Tax1 Binding Protein 1  

TBK1  : Tank Binding Kinase1  

TBS : TRAF6 binding site  

TMV : Tobacco Mosaic Virus  

TLR :  Toll Like Receptor  

TNF-�Â : Tumor Necrosis Factor  

TRAF6 : TNF receptor associated factor 6  

TRIM21 : Trimartite Motive protein 21  



- 12 - 
 

TLR : Toll Like Receptor  

TP : Terminal Protein  

T3SS : type III secretion systems   

Ub : Ubiquitine  

UBA  : Ubiquitin associated domain  

�8���2�6�������F�H�O�O�X�O�H���G�·�R�V�W�p�R�V�D�U�F�R�P�H���K�X�P�D�L�Q�V�� 

ULK1 : uncoordinated -51 like kinase 1  

UPS : Ubiquitin -Proteasome -System  

VHC : Virus de �O�·�+�p�S�D�W�L�W�H���& 

�9�,�+�������9�L�U�X�V���G�H���O�·immunodéficience  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 s 

���·�0�$������3-méthyladénine  

 
 
 
 
 

 



- 13 - 
 

Tables des illustrations  
 

Schémas  

�6�F�K�p�P�D�����������6�W�U�X�F�W�X�U�H���G�H���O�·�$�G�p�Q�R�Y�L�U�X�V 

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  �G�H���O�·�$�G�9�� 

�6�F�K�p�P�D�����������/�H�V���P�X�W�D�Q�W�V���G�H���O�·�$�G�9�� 

�6�F�K�p�P�D�����������(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V���J�q�Q�H�V���Y�L�U�D�X�[���H�W���S�K�D�V�H���W�D�U�G�L�Y�H���G�X���F�\�F�O�H���Y�L�U�D�O���G�H���O�·�$�G�9�� 

�6�F�K�p�P�D�����������'�p�W�H�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�$�G�9 �S�H�Q�G�D�Q�W���O�H�V���S�K�D�V�H�V���S�U�p�F�R�F�H�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q 

Schéma 8 : Rupture de la membrane endosomaleet échappement  endosomal  

�6�F�K�p�P�D�����������/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�U�P�H�W���G�H���G�p�J�U�D�G�H�U���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���W�\�S�H�V���G�H���F�D�U�J�R�V 

�6�F�K�p�P�D�������������/�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���W�\�S�H�V���G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

�6�F�K�p�P�D�������������$�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���Y�R�L�H���P�7�2�5���S�D�U���O�H���Q�L�Y�H�D�X���L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���G�·�(�$�$ 

�6�F�K�p�P�D�������������5�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�D�U���O�D���Y�R�L�H���P�7OR  

�6�F�K�p�P�D�������������/�H�V���p�W�D�S�H�V���G�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� 

Schéma 14 : Les systèmes de conjugaison nécessaires à la lipidation de LC3  

�6�F�K�p�P�D�������������/�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���W�\�S�H�V���G�H���Y�p�V�L�F�X�O�H�V���L�P�S�O�L�T�X�p�H�V���G�D�Q�V���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

Schéma 16 : Transport des auto phagosomes vers la périphérie nucléaire  

Schéma 17 : Formation des autophagosomes depuis la membrane du RE  

�6�F�K�p�P�D�������������/�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V���S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W���O�D���V�p�O�H�F�W�L�Y�L�W�p���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

Schéma 19 : Domaines des protéines adaptatrices impliqués dans la xén ophagie  

Schéma 20 : Détection de la salmonelle par les protéines adaptatrices  

�6�F�K�p�P�D�������������9�X�H���G�·�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H�V���I�D�F�W�H�X�U�V���L�P�S�O�L�T�X�p�V���G�D�Q�V���O�D���G�p�W�H�F�W�L�R�Q���G�H��Salmonella  

�6�F�K�p�P�D�������������$�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�D�U���O�H�V���3�5�5 

Schéma 23 : La phagocytose associée aux prot éines LC3 (LAP)  

�6�F�K�p�P�D�������������,�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�D�Q�V���O�D���S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q���D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H 



- 14 - 
 

Schéma 25 : La réponse interféron de type I  

Schéma 26 : Contre -�P�H�V�X�U�H�V���Y�L�U�D�O�H�V���S�R�X�U���L�Q�K�L�E�H�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

�6�F�K�p�P�D�������������'�p�W�R�X�U�Q�H�P�H�Q�W���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���D�X���S�U�R�I�L�W���G�X���Y�L�U�X�V 

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 différent �V���W�\�S�H�V���G�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� 

�6�F�K�p�P�D�������������/�D���U�p�D�F�W�L�R�Q���G�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� 

Schéma 34 : Domaines de la protéine NEDD4.2  

�6�F�K�p�P�D�������������5�H�S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���F�L�Q�p�W�L�T�X�H���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q 

Schéma 36 : Répartition du marquage LC3 autour du MTOC  

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

�6�F�K�p�P�D�������������6�L�J�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���U�H�O�L�D�Q�W���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9�����O�D���U�X�S�W�X�U�H���G�H���O�D���P�H�P�E�U�D�Q�H��
�H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H���H�W���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� 

�6�F�K�p�P�D�������������/�H���P�R�W�L�I���3�3�[�<���S�H�U�P�H�W���j���O�·�$�G�9���G�H���O�L�P�L�W�H�U���O�D���S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q���D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H���H�Q��
�F�R�Q�W�U�{�O�D�Q�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 

Schéma 40 : La �3�9�,���L�Q�W�H�U�D�J�L�W���D�Y�H�F���O�D���1�H�G�G���������S�R�X�U���O�·�H�P�S�r�F�K�H�U���G�H���U�p�J�X�O�H�U��
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� 

�6�F�K�p�P�D�������������/�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���/�&�����S�H�U�P�H�W���j���O�·�$�G�9���G�H���V�·�p�F�K�D�S�S�H�U���G�H���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H��
�U�R�P�S�X���H�W���G�·�r�W�U�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�p���Y�H�U�V���O�H���0�7�2�&���� 

�)�L�J�X�U�H�������������0�R�G�q�O�H���S�U�R�S�R�V�p���S�R�X�U���O�H���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�X�U�D�Qt les phases 
�G�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9�� 

Tableaux  

Tableau 1 : �/�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���W�\�S�H�V���G�·�$�G�9���K�X�P�D�L�Q�V�����O�H�X�U�V���W�U�R�S�L�V�P�H�V���H�W���O�H�V���S�D�W�K�R�O�R�J�L�H�V��
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 l es ADNc 
correspondants aux gènes  �G�H���O�D���*�$�3�'�+���H�W���G�H���O�·�,�)�1�Ã  



- 15 - 
 

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�����������5�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���O�D���*�D�O�����S�H�Q�G�D�Q�W���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9�� 

�)�L�J�X�U�H�����������,�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9�� 

�)�L�J�X�U�H�����������5�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�� 

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

�)�L�J�X�U�H�����������$�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�$�G�9���D�Y�H�F���O�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V��in vivo  

�)�L�J�X�U�H�����������4�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H�V���Y�L�U�X�V���D�Y�H�F���O�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���V�X�U��
cellules fixées.  

�)�L�J�X�U�H�������������/�H�V���S�K�D�V�H�V���G�H���O�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�Dutophagie sont essentielles pour dégrader 
�O�·�$�G�9- M1  

�)�L�J�X�U�H�������������/�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���D�X�J�P�H�Q�W�H���V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�P�H�Q�W���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p���G�X��
virus   

�)�L�J�X�U�H�������������/�D���*�D�O�����S�H�U�P�H�W���O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H���G�X���P�X�W�D�Q�W���0�����D�X�[���Y�p�V�L�F�X�O�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�V 

�)�L�J�X�U�H�������������$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V���G�D�Q�V���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��
induite par le virus  

Figure 14 : Implication de P62 dans la réponse interféron  

�)�L�J�X�U�H�������������/�·�$�G�9���O�L�P�L�W�H���O�D���P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q���G�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�������� 

�)�L�J�X�U�H�������������/�·�$�G�9���O�L�P�L�W�H���O�D���P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q���G�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���������� 

F�L�J�X�U�H�������������$�Q�D�O�\�V�H���G�X���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�D�U���O�·�$�G�9���G�D�Q�V���G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���S�U�L�Y�p�H�V��
de nutriments  

�)�L�J�X�U�H�������������/�·�$�G�9���O�L�P�L�W�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�R�X�U���O�L�P�L�W�H�U���V�D���S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q���D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H 

�)�L�J�X�U�H�������������/�D���1�H�G�G���������H�V�W���L�P�S�O�L�T�X�p�H���G�D�Q�V���O�H���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����O�R�U�V���G�H��
l �·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�D�U���F�D�U�H�Q�F�H���Q�X�W�U�L�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H 

�)�L�J�X�U�H�������������/�D���1�H�G�G���������H�V�W���L�P�S�O�L�T�X�p�H���G�D�Q�V���O�H���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����O�R�U�V���G�H��
�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�� 



- 16 - 
 

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

Figure 22 : Localisation d �H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���L�Q�I�H�F�W�p�H�V���S�D�U���O�·�$�G�9���� 

�)�L�J�X�U�H�������������/�·�$�G�9���H�V�W���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�p���Y�H�U�V���O�H���Q�R�\�D�X���H�Q���D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���/�&�� 

�)�L�J�X�U�H�������������7�U�D�Q�V�S�R�U�W���G�H���O�·�$�G�9���H�Q���D�E�V�H�Q�F�H���G�·�X�Q�H���D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H 

Figure 25 : Echappement endosomal dans les  lignées U2OS SH -ATG5 

�)�L�J�X�U�H�������������,�P�S�R�U�W���G�X���J�p�Q�R�P�H���G�H���O�·�$�G�9���G�D�Q�V���O�H�V���O�L�J�Q�p�H�V���8���2�6���6�+-ATG5 

�)�L�J�X�U�H�������������5�H�O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���P�7�2�5���V�X�U���O�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���O�\�V�R�V�R�P�D�O�H���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��
�S�D�U���O�·�$�G�9�� 

�)�L�J�X�U�H�������������(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���H�W���O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���6�/�&���$�����O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�� 

Figure 29 : TAX1BP1 possède 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  

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 



 

  



- 17 - 
 

 
 
 
 
 
 

 
INTRODUCTION  

 
 
 
 

 
 



 

  



- 18 - 
 

Chapitre 1  : Les Adénovirus  
 

A- Généralités.                                                    

1- Histoire  

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

�H�W�� �D�O���� �j�� �S�D�U�W�L�U�� �G�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�V�� �G�·�D�P�\�J�G�D�O�H�V�� �K�X�P�D�L�Q�V��(Rowe et al., 1953) . La 

�P�L�V�H�� �H�Q�� �F�X�O�W�X�U�H�� �G�H�� �F�H�V�� �W�L�V�V�X�V�� �H�Q�W�U�D�L�Q�D�L�W�� �O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�·�H�I�I�H�W�V�� �F�\�W�R�S�D�W�K�L�T�X�H�V��

�V�X�J�J�p�U�D�Q�W�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�� �D�J�H�Q�W�� �S�D�W�K�R�J�q�Q�H�� �G�·�D�E�R�U�G�� �G�p�Q�R�P�P�p�� �O�·�D�J�H�Q�W�� �$�'��

(Adenoid Degenerating agent). De manière indépendante, en 1954, Hilleman 

�H�W�� �:�H�U�Q�H�U�� �L�V�R�O�H�Q�W�� �O�·�D�J�H�Q�W�� �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �U�H�V�S�L�U�D�W�R�L�U�H�V�� �D�L�J�X�s�V�� �T�X�L��

sévissaient chez les recrues militaires au cours de la seconde guerre 

�P�R�Q�G�L�D�O�H�� �D�O�R�U�V�� �D�S�S�H�O�p�� �O�·�D�J�H�Q�W�� �5�,�� ���5�H�V�Siratory Illness agent) (Hilleman  and 

Werner, 1954) ���� �&�H�� �Q�·�H�V�W�� �T�X�·�H�Q�� ���������� �T�X�H�� �O�H�� �W�H�U�P�H�� �$�G�p�Q�R�Y�L�U�X�V�� �D�S�S�D�U�D�v�W���� �G�X��

grec « adeno  » signifiant glandes, dû à la présence du virus dans les 

amygdales (Enders et al., 1956) . 

2 - Classification  

Les AdV hu mains appartiennent à la famille des Adenoviridae  et au genre 

Mastadenovirus ���� �-�X�V�T�X�·�j�� �S�U�p�V�H�Q�W����plus de 60 t �\�S�H�V�� �G�·�$�G�9�� �R�Q�W�� �p�W�p��

caractérisés,  les Ad V humains sont subdivisés en 7 espèces  (allant de A à G 

avec le groupe B, lui -même divisé en deux sous groupes  : B1 et B2) ( Tableau 

N°1) (Davison et al., 2003) . Cette classification est représentative de 

�G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�V�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�W�L�T�X�H�V�� �G�H�V�� �$�G�9���� �O�H�X�U�� �S�U�R�S�U�L�p�W�p�� �G�·�K�p�P�D�J�J�O�X�W�L�Q�D�W�L�R�Q���� �O�H�X�U��

�S�R�W�H�Q�W�L�H�O�� �R�Q�F�R�J�p�Q�L�T�X�H�� �F�K�H�]�� �O�H�V�� �U�R�Q�J�H�X�U�V���� �O�·�R�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�H�X�U�� �J�p�Q�R�P�H��

(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 à AdV sont asymptomatiques dans 50 % 

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

nés, ces infections peuvent être sévères voire létales (Kojaoghlanian et al., 

2003) . �/�R�U�V�� �F�H�W�W�H�� �p�W�X�G�H���� �O�H�� �W�\�S�H�� �X�W�L�O�L�V�p�� �H�V�W�� �O�·�$�G�9-������ �� �/�·�$�G�9-5  appartient au 



Tableau  1 : Les  différents  types  �G�·AdV  humains,  leurs  tropismes  et  les  
pathologies  associées  
Les différents  types  �G�·AdV sont  regroupés  au  sein  de 8 espèces (A,B1, B2, C, D,  E, F et 
G). Le tropisme  des AdV varie  en fonction  de �O�·�H�V�S�q�F�H à laquelle  ils  appartiennent  et 
définit  les pathologies  développées  lors  de �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q virale .   
 

Espèce  Type  Tropismes  Pathologies associées  

A 12, 18,31  Tractus gastro -

intestinal  

Infections entériques  

B B1  : 3, 7, 16, 21,50  

B2  : 11, 14, 34, 35,55  

Tractus respiratoire  

Tractus urinaire  

Infections respiratoires  

Infections urinaires  

C 1, 2, 5,6 Tractus respiratoire  Infections respiratoires  

D 8,9,10,13,15,17,19a,19p,2

2-30,32,33,36,37 -39,42 -

49,51,53,54  

Tractus gastro -

intestinal,  

�°�L�O�� 

Infections respiratoires  

Kérato -conjonctivite  

E 4 Tractus respiratoire  Infections respiratoires  

F 41,40  Tractus gastro -

intestinal  

Infections entériques  

G 52  Tractus gastro -

intestinal  

Infections entériques  
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�J�U�R�X�S�H�� �&�� �T�X�L�� �H�V�W�� �O�·�H�V�S�q�F�H�� �O�D�� �S�O�X�V�� �U�H�W�U�R�X�Y�p�H�� �O�R�U�V�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �U�H�V�S�L�U�D�W�R�L�U�H�V�� �H�W��

gastro -intestinales (Berciaud et al., 2012) . De ce fait , �L�O�� �H�V�W�� �O�·�X�Q�� �G�H�V��AdV les 

mieux caractérisés et le s plus étudiés.  

3 - Utilisation des AdV comme vecteurs  

�'�H�� �Q�R�P�E�U�H�X�V�H�V�� �p�W�X�G�H�V�� �R�Q�W�� �p�W�p�� �P�H�Q�p�H�V�� �V�X�U�� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �$�G�9�� �H�Q�� �W�K�p�U�D�S�L�H��

génique car les vecteurs adénoviraux présentent de nombreux avantages. En 

�H�I�I�H�W���� �O�H�X�U�� �O�D�U�J�H�� �W�U�R�S�L�V�P�H�� �S�H�U�P�H�W�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�H�U�� �G�H�� �Q�R�P�E�U�Hux types cellulaires (y 

compris les cellules quiescentes). De plus, il est possible de produire ces 

vecteurs à des titres très élevés et leur génome de grande taille permet le 

transfert de gènes de taille élevée (35 kpb). Un autre avantage des vecteurs 

adé�Q�R�Y�L�U�D�X�[���� �H�V�W�� �T�X�H�� �O�H�� �J�q�Q�H�� �W�U�D�Q�V�I�p�U�p�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �L�Q�W�p�J�U�p�� �G�D�Q�V�� �O�·�$�'�1�� ���$�F�L�G�H��

DésoxyriboNucléqiue) cellulaire mais il peut être maintenu dans la cellule 

sous forme épisomale (Wold and Toth, 2013) , permettant ainsi une 

expression transitoire du transgène. De nombreux essais cliniques ont 

�p�W�X�G�L�p�� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V�� �Y�H�F�W�H�X�U�V���� �&�H�S�H�Q�G�D�Q�W�� �H�Q�� ��������, un patient atteint 

�G�·�X�Q�H�� �P�D�O�D�G�L�H�� �J�p�Q�p�W�L�T�X�H�� �U�D�U�H�� �I�X�W�� �W�U�D�L�W�p�� �D�Y�H�F�� �X�Q�H�� �V�X�U�G�R�V�H�� �G�H�� �Y�H�F�W�H�X�U��

adénoviral. Une forte réponse inflammatoire entraîna le décès du patient. 

Jesse Gelsinger fut le premier mort suite à des essais cliniques de thérapie 

génique. Cet incide �Q�W�� �D�� �P�L�V�� �H�Q�� �p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �X�Q�H�� �O�L�P�L�W�H�� �G�H�� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V��

vecteurs. Chez les individus immunocompétents , �O�·�$�G�9�� �H�V�W���U�H�O�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W���S�H�X��

�S�D�W�K�R�J�q�Q�H���� �X�Q�H�� �I�R�U�W�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �D�Q�W�L�F�R�U�S�V�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�V�H�� �U�D�S�L�G�H�P�H�Q�W�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q����

Chez les individus immunodéprimés (greffées, sidéens ���� �«������ �L�O�V�� �S�U�R�Y�R�T�X�H�Q�W��

une forte réponse inflammatoire qui peut être fatale. Généralement , les 

�S�D�W�L�H�Q�W�V���L�P�P�X�Q�R�G�p�S�U�L�P�p�V���L�Q�I�H�F�W�p�V���S�R�X�U���O�·�$�G�9���V�R�Q�W���W�U�D�L�W�p�V���D�Y�H�F���G�X���&�L�G�R�I�R�Y�L�U����

�X�Q���D�Q�D�O�R�J�X�H���Q�X�F�O�p�R�W�L�G�L�T�X�H�����T�X�L���L�Q�K�L�E�H���O�D���V�\�Q�W�K�q�V�H���G�H���O�·�$�'�1���G�H�V���Y�L�U�X�V���j���$�'�1��

(De Clercq, 1996) . �0�D�O�J�U�p���V�H�V���H�I�I�H�W�V���G�p�O�p�W�q�U�H�V���T�X�D�Q�G���H�O�O�H���Q�·�H�V�W���S�D�V���F�R�Q�W�U�{�O�p�H����

la réponse inflammatoire  �L�Q�G�X�L�W�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9 �V�·�D�Y�q�U�H�� �r�W�U�H��un avantage pour 

�O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �Fes virus  comme vecteur  en vaccination. Effectivement, 

�O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�·�$�G�9�� �U�H�F�R�P�E�L�Q�D�Q�W�V�� �S�H�U�P�H�W�� �G�·�D�P�S�O�L�I�L�H�U�� �O�D�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �L�P�P�X�Q�H��

nécessaire pour induire une protection vis -à-�Y�L�V�� �G�·�X�Q�� �D�Q�W�L�J�q�Q�H��(Tritel et al. , 

2003) . Des essais de vaccination ont notamment été menés contre le VIH -1 

���9�L�U�X�V�� �G�H�� �O�·�,�P�P�X�Q�R�G�p�I�L�F�L�H�Q�F�H�� �+�X�P�D�L�Q�H����(Shiver and Emini, 2004) ���� �/�·�p�W�X�G�H��



A 

B 

Schéma  1 : Structure  de �O�·�$�G�p�Q�R�Y�L�U�X�V 
(A) La capside  de �O�·AdV est constituée  de protéines  majeures,  mineures  et de protéines  
associées  au  génome viral  (protéines  core). �/�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q de ces protéines  forme  une  
capside  en forme  �G�·�L�F�R�V�D�q�G�U�H de 90  nm  de diamètre . Les protéines  fibres  émanent  de 
chacun  des sommets . (B) Les noms  des protéines  reflètent  leurs  profils  de migration  
dans  un  gel �G�·�p�O�H�F�W�U�R�S�K�R�U�q�V�H où  �O�·hexon  (PII) est la protéine  dont  la masse  moléculaire  
est la plus  élevée et où  PIX (invisible  dans  ce gel �G�·�p�O�H�F�W�U�R�S�K�R�U�q�V�H�� est la protéine  dont  la 
masse  moléculaire  est la plus  basse.     
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des AdV a également permis de mieux comprendre certains processus 

cellulaires. Par exemple, les introns ont été décrits pour la première fois 

dans les ARN  (Acide RiboNucléique)  messagers adénoviraux en 1976. Les Pr. 

Phillip Allen Sharp et Richard J. Roberts ont reçu 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 possèdent une capside 

�L�F�R�V�D�p�G�U�L�T�X�H�� �G�·environ  90 nm de diamètre, composée de protéines dites 

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

�O�·�$�G�9���V�R�Q�W���Q�X�P�p�U�R�W�p�H�V���G�H���,���j���;���V�H�O�R�Q���O�H�X�U���P�D�V�V�H���P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H���H�W���O�H�X�U���S�U�R�I�L�O���G�H��

�P�L�J�U�D�W�L�R�Q�� �G�D�Q�V�� �X�Q�� �J�H�O�� �G�·�p�O�H�F�W�U�R�S�K�R�U�q�V�H�� �6�'�6-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis)  (Schéma  1B ). La capside renferme le 

�J�p�Q�R�P�H�� �Y�L�U�D�O���� �X�Q�H�� �P�R�O�p�F�X�O�H�� �G�·�$�'�1�� �G�R�X�E�O�H�� �E�U�L�Q�� �O�L�Q�p�D�L�U�H�� ���G�H 36 kpb) 

complexée à des protéines  virales .  

1 - Organisation générale de la capside  

�'�H�V�� �p�W�X�G�H�V�� �V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H�V�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �R�Q�W�� �S�H�U�P�L�V�� �G�·�R�E�W�H�Q�L�U�� �G�H�V�� �U�H�F�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�R�Q�V��

avoisinant l es 3.5 Å de résolution grâce à 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  ; �F�H�� �U�p�V�H�D�X�� �G�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V��

stabilise la formation de deux types de stru ctures appelées GON (Group Of 

Nine, composé de 9 hexons centraux) et �*�2�6�� ���*�U�R�X�S�� �2�I�� �6�L�[�� �F�R�P�S�R�V�p�� �G�·�X�Q��

penton -base et de 5 hexons péripentonéaux) (Liu et al., 2010). La capside est 

un icosaèdre composé de 20 facettes triangulaires, 30 arrêtes et 12 sommets 

(San Martín, 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 



A 
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Schéma  2 : Organisation  générale  de la  capside  et  du  génome  viral                                     
(A) La capside  est composée  de deux  types  de structures  : les GOS (constitués   de 5 
hexons  péripentonaux  et �G�·�X�Q penton -base) et les GON (constitués  de 9 hexons  
centraux) . �/�·�L�Q�W�p�J�U�L�W�p de ces structures  est maintenue  grâce aux  réseaux  �G�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V 
établis  par  les protéines  mineures . (B) Le génome  de �O�·AdV est constitué  de 5 unités  
transcriptionelles  codant  des gènes précoces  (E1A, E1B,  E2, E3 et E4) et de 5 unités  
transcriptionelles  codant  des gènes tardifs  (L1, L2, L3, L4 et L5).   
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icosaèdrique ���� �/�·�K�H�[�R�Q��(ou protéine II) est la protéine la plus abondante du 

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

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

III) est la deuxième protéine majeure. Elle est présente sous forme 

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

protéine IV) est  la dernière protéine majeure, également sous forme de 

trimères, e lle est associée au penton base, �R�U�L�H�Q�W�p�H�� �Y�H�U�V�� �O�·�H�[�W�p�U�L�H�X�U de la 

particule virale et  elle forme les spicules de la capside ���� �/�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�V��

fibres avec les pentons -bases forment les sommet s de la capside et elles 

�M�R�X�H�Q�W�� �X�Q�� �U�{�O�H�� �F�O�H�I�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �S�K�D�V�H�V�� �G�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9��

(Philipson et al., 1968; Wickham et al., 1993) .  

3 - Les protéines mineure s           

Les protéine s mineures (IIIa, XIII, IX et VI) permettent de consolider la 

�V�W�U�X�F�W�X�U�H���G�H���O�D���F�D�S�V�L�G�H���H�W���G�·�D�V�V�X�U�H�U���V�R�Q���p�W�D�Q�F�K�p�L�W�p. Par exemple, l a protéine 

IIIa 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 à 

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

Martín, 2012) . La protéine VI (PVI) �V�H���W�U�R�X�Y�H���j���O�·�L�Q�W�p�U�L�H�X�U���G�H���O�D���F�D�S�V�L�G�H�����0�r�P�H��

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 à la 

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

protéines mineures  joue nt  également des rô les clefs du rant le cycle viral, 

�Q�R�W�D�P�P�H�Q�W���G�D�Q�V���O�H�V���p�W�D�S�H�V���G�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���H�W���G�H���G�p�V�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���G�H���O�D���F�D�S�V�L�G�H 

(Ma and Hearing, 2011).  La PVI quant à elle,  est une protéine 

multifonctionnelle  impliquée dans plusieurs étapes du cycle viral (le rôle 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 µ) et TP (pour Terminal Protein) sont quant à elles 

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

viral et la capside , elle  �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�·�L�P�S�R�U�W�� �G�X�� �J�p�Q�R�P�H��

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

�S�U�R�W�p�L�Q�H���D�V�V�R�F�L�p�H���j���O�·�$�'�1���O�D���S�O�X�V���D�E�R�Q�G�D�Q�W�H�����H�Q�W�U�H�����������H�W�����������F�R�S�L�H�V�� ; de ce 
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�I�D�L�W���� �H�O�O�H�� �S�H�X�W�� �r�W�U�H�� �X�W�L�O�L�V�p�H�� �G�D�Q�V�� �G�H�V�� �W�H�F�K�Q�L�T�X�H�V�� �G�·�L�P�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H�� �S�R�X�U��

�Y�L�V�X�D�O�L�V�H�U���O�H���J�p�Q�R�P�H���G�H���O�·�$�G�9���G�D�Q�V���O�H���Q�R�\au des  cellules infectées (Komatsu 

et al., 2015) . Cette protéine est également connue pour être impliquée dan s 

�O�·�L�P�S�R�U�W�� �G�X�� �J�p�Q�R�P�H�� �Y�L�U�D�O�� �D�X�� �W�U�D�Y�H�U�V�� �O�H�V�� �S�R�U�H�V�� �Q�X�F�O�p�D�L�U�H�V (Wodrich et al., 

2006) . �/�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �7�3�� �V�R�Q�W�� �O�L�p�H�V�� �G�H�� �I�D�o�R�Q�� �F�R�Y�D�O�H�Q�W�H�� �D�X�[�� �H�[�W�U�p�P�L�W�p�V�� ���·�� �G�X��

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  impliquées principalement dans les 

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

AVP (adenovirus protease) qui joue un rôle 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, IIIa, V, VI, VII et VIII, Mangel and 

San Martín, 2014) �����/�·�$�9�3���H�V�W���D�F�W�L�Y�H���G�D�Q�V���O�H�V���S�K�D�V�H�V���W�D�U�G�L�Y�H�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���H�W��

permet grâce à ces clivages la production de particules infectieuses.  

Le �J�p�Q�R�P�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �H�V�W�� �R�U�J�D�Q�L�V�p�� �H�Q�� �S�O�X�V�L�H�X�U�V�� �X�Q�L�W�p�V�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�V�� �T�X�L��

sont exprimées de manière précoce ou tardive durant le cycle viral ( Schéma 

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

�G�H�� �O�·�$�'�1�� �Y�L�U�D�O�� �D�O�R�U�V�� �T�X�H�� �O�H�V�� �Jènes tardifs (L pour «  late  ») sont exprimés 

après. Il y a 5 unités de transcription  pour des gènes précoces  (E1A, E1B, 

E2, E3 et E4) qui sont les premiers à être transcrits. Ces gènes codent pour 

des protéines non structurales majoritairement impliquées d �D�Q�V�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q��

de la transcription des gènes viraux (Nevins, 1981, 1987) . Il y a également 5 

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

gènes codent pour les protéine �V���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H�V���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�V���j���O�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H���H�W���O�D��

formation de la capside. Des séquences ITR (Inverted Terminal Repeats) 

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

�¹���H�V�W���O�D���V�p�T�X�H�Q�F�H���G�·�H�Ppaquetage du génome et permet son encapsidation.   
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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 l est divisé en trois 

grandes parties ( Sché ma 3 ) ���� �O�H�V���S�K�D�V�H�V���S�U�p�F�R�F�H�V�����G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�X���Y�L�U�X�V���G�D�Q�V��

�O�D���F�H�O�O�X�O�H���M�X�V�T�X�·�D�X���U�H�O�D�U�J�D�J�H���G�H���V�R�Q���J�p�Q�R�P�H���G�D�Q�V���O�H���Q�R�\�D�X�������O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V��

gènes viraux et les phases tardives  (de la synthèse des protéines virales 

�M�X�V�T�X�·�j�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �Q�R�X�Y�H�D�X�[�� �Y�L�U�L�R�Q�V������Pour c ette étude,  seules les 

phases précoces du cycle virale sont étudiées.  

1 - Phases précoces                                           

Entrée du virus dans la cellule  : Les récepteurs se trouvant à la surface des 

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

La plupart des espèce s utilise  la molécule CAR (Coxsackievirus and 

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

al., 1998) . �&�H�U�W�D�L�Q�V�� �W�\�S�H�V�� �G�·�$�G�9�� �X�W�L�O�L�V�H�Q�W�� �G�H�V�� �Uécepteur s différents,  par 

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

encore certains sulfates  �G�·hépara ne (Marvin and Wiethoff, 2012) . 

�/�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�D�� �I�L�E�U�H�� �G�H�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �H�W�� �&�$�5�� �S�H�U�P�H�W�� �O�·�Dttachement du 

virus à la cellule (Roelvink et al., 1999)  ainsi que le détachement de la fibre, 

�F�R�Q�G�X�L�V�D�Q�W�� �j�� �O�·�H�[�S�R�V�L�W�Lon du motif RDG (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 

�G�p�F�O�H�Q�F�K�H�U�� �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�� �Y�L�U�D�O�H��(Wickham et al., 1993) . En 

effet, l �D���O�L�D�L�V�R�Q���D�X�[���L�Q�W�p�J�U�L�Q�H�V���L�Q�G�X�L�W���O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�X���Y�L�U�X�V���S�D�U���H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H��

dépendante de la clathrine ( Schéma 4 ). �&�H�U�W�D�L�Q�H�V�� �H�V�S�q�F�H�V�� �G�·�$�G�9�� �X�W�L�O�L�V�H�Q�W��

�G�H�V���Y�R�L�H�V���G�·�H�Q�W�U�p�H���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�V�����S�D�U���H�[�H�P�S�O�H��les AdV appartenant aux groupes 

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

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

�W�\�S�H�� �G�·�L�Q�W�p�J�U�L�Q�H�V�� �X�W�L�O�L�V�p�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9�� �Y�D�U�L�H�� �D�X�V�V�L�� �H�Q�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �H�V�S�q�F�H�V�� 

(Wolfrum and Greber, 2013) .  

Désassemblage de la capside  �H�W�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H : Un e fois dans 

�O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���� �O�D�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�� �Y�L�U�D�O�H��est partiellement désassemblée. En effet, les 
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Schéma  3 : Les  différentes  étapes  du  cycle  viral  
Le cycle  viral  de �O�·AdV est composé  de trois  étapes  : (i) la phase  précoce  allant  de �O�·�H�Q�W�U�p�H 
de la particule  virale  dans  la cellule  �M�X�V�T�X�·�j la libération  du  génome  viral  dans  le noyau  ;  
(ii)  �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q des gènes viraux  ; (iii)  la phase  tardive  allant  de la production  des 
protéines  virales  �M�X�V�T�X�·�j la libération  de nouveaux  virions . Un  cycle  viral  complet  dure  
approximativement  entre  20  et 24h in  vitro  (dans  le modèle  cellulaire  utilisé  pour  cette  
étude) .   



Schéma  4 : Phase  précoce  du  cycle  viral  de �O�·AdV  
�/�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q de la capside  avec les récepteurs  CAR puis  les co-récepteurs  intégrines  
entraine  une  endocytose  de la capside  dépendante  de la clathrine . Une  fois  dans  
�O�·endosome , un  désassemblage  partiel  de la capside  permet  la libération  de la protéine  
VI. La PVI se lie  à la membrane  endosomale  et induit  sa rupture . Le virus  échappe  
ensuite  à la vésicule  rompue  puis  est transporté  le long  des microtubules  �M�X�V�T�X�·�D�X 
MTOC. La capside  est alors  transloquée  aux  NPC où  aura  lieu  un  désassemblage  
additionnel  de la capside  permettant  la libération  du  génome  viral  dans  le noyau .    
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fibres se détachent de la capside et les pentons bases sont également 

dissociés (Greber et al., 1993) �����D�L�Q�V�L���O�D���F�D�S�V�L�G�H���Q�·�H�V�W���S�O�X�V���W�R�W�D�O�H�P�H�Q�W���I�H�U�P�p�H����

�&�H�� �G�p�V�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �S�D�U�W�L�H�O�� �S�H�U�P�H�W�� �G�H�� �O�L�E�p�U�H�U�� �G�D�Q�V�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �X�Q�H des 

protéine s interne s de la capside, la PVI  (Schéma 4 ). La partie N -terminale de  

�O�D���3�9�,���S�U�p�V�H�Q�W�H���X�Q�H���K�p�O�L�F�H���D�P�S�K�L�S�D�W�K�L�T�X�H���T�X�L���Y�D���V�·�L�Q�V�p�U�H�U���G�D�Q�V���O�D���P�H�P�E�U�D�Q�H��

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 

�O�L�S�R�V�R�P�H�V�� �V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H�� �O�·�K�p�O�L�F�H�� �D�P�S�K�L�S�D�W�K�L�T�X�H�� �Q�·�H�V�W���S�D�V�� �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�D��

�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �S�R�U�H�V�� �P�D�L�V�� �T�X�·�H�O�O�H�� �H�Q�W�U�D�v�Q�H�� �X�Q�H�� �U�p�R�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �G�R�X�E�O�H��

feuillet lipidique suite à la déformatio n de la membrane  (Maier et al., 2010)  

(Maier et al., 2010) .  

Echappement endosomal  et transport cytoplasmique :  Pour atteindre le 

cytoplasme, l �H�� �Y�L�U�X�V�� �G�R�L�W�� �H�Q�V�X�L�W�H�� �V�·�p�F�K�D�S�S�H�U�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �U�R�P�S�X��(Schéma 

4, Maier et al., 2012; Martinez et al., 2013) . Le trafic vésiculaire du virus 

�G�D�Q�V���O�D���F�H�O�O�X�O�H���Y�D�U�L�H���D�X�V�V�L���H�Q���I�R�Q�F�W�L�R�Q���G�X���J�U�R�X�S�H���G�·�$�G�9�����(�Q���H�I�I�H�W�����O�H�V���Y�L�U�X�V���G�X��

groupe C échappent au trafic vésiculaire au �V�W�D�G�H�� �G�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �S�U�p�F�R�F�H�V��

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 barrière au travers 

�O�D�T�X�H�O�O�H�� �O�·�$�G�9�� �Q�H�� �S�H�X�W�� �S�D�V�� �V�L�P�S�O�H�P�H�Q�W�� �G�L�I�I�X�V�H�U�� �M�X�V�T�X�·�D�X�� �Q�R�\�D�X���� �3�R�X�U�� �r�W�U�H��

�W�U�D�Q�V�S�R�U�W�p�� �M�X�V�T�X�·�j�� �O�D�� �S�p�U�L�S�K�p�U�L�H�� �Q�X�F�O�p�D�L�U�H���� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �L�Q�W�H�U�D�J�L�W�� �D�Y�H�F�� �G�H�V��

moteurs moléculaires qui permettent au virus de transiter le long de 

microtu �E�X�O�H�V�� �M�X�V�T�X�·�D�X�� �0�7�2�&��(MicroTubule Organizing Center, Schéma 4 , 

Bailey et al., 2003) �����(�Q���H�I�I�H�W�����L�O���D���p�W�p���P�R�Q�W�U�p���T�X�H���O�·�K�H�[�R�Q���L�Q�W�H�U�D�J�L�W���G�L�U�H�F�W�H�P�H�Q�W��

avec la dynéine (Bremner et al., 2009) . Cette interaction permet de lier la 

�F�D�S�V�L�G�H���D�X�[���P�L�F�U�R�W�X�E�X�O�H�V���H�W���G�·�L�Q�G�X�L�U�H���V�R�Q���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���M�X�V�T�X�·�D�X���0�7�2�&��(Kelkar 

et al., 2004; Leopold et al., 2000) . Des travaux antérieurs du laboratoire ont  

�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�D�� �3�9�,�� �M�R�X�H�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �X�Q�� �U�{�O�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�� �O�·�$�G�9����

Wodrich et al.  �R�Q�W�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�p�� �X�Q�� �P�R�W�L�I�� �3�3�[�<�� ���R�•�� �[�� �S�H�X�W�� �r�W�U�H�� �Q�·�L�P�S�R�U�W�H�� �T�X�H�O��

acide aminé) dans la séquence de la PVI (Wodrich et al., 2010) . Ce motif 

per �P�H�W�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�·�X�E�L�T�X�L�W�L�Q�H ligases E3 appartenant à la 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�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�D���1�H�G�G���������H�V�W���O�D���S�O�X�V���L�P�S�R�U�W�D�Q�W�H ; en effet, la déplétion de 

cette protéine altère le transport du virus et di minue son infectivité (Wodrich 

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

ubiquitylation reste encore indéterminé. Cependant, il pourrait être 

�Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�� �D�X�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �I�D�F�W�H�X�U�V�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V�� �L�P�S�O�L�T�X�p�V�� �G�D�Q�V�� �O�H��

transpo rt du virus. Effectivement, lorsque le motif PPxY est muté, 

�O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �M�X�V�T�X�·�D�X�� �0�7�2�&�� �H�V�W�� �D�I�I�H�F�W�p�H�� ���:�R�G�U�L�F�K�� �H�W�� �D�O������ ��������������

En effet, le mutant M1 dont le motif PPxY est muté en PGAA présente un 

�G�p�I�D�X�W�� �X�Q�� �G�p�I�D�X�W�� �G�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �D�X�� �0�7�2�&�� ��Schéma  5). Cette mutation 

�Q�·�D�O�W�q�U�H�� �S�D�V�� �O�·�L�Q�W�p�J�U�L�W�p�� �G�H�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �P�D�L�V�� �H�O�O�H�� �G�L�P�L�Q�X�H�� �O�D�U�J�H�P�H�Q�W���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�Y�L�W�p��

�G�X���Y�L�U�X�V�����:�R�G�U�L�F�K���H�W���D�O������ �������������� �&�H���P�X�W�D�Q�W���Q�·�H�V�W���S�O�X�V���F�D�S�D�E�O�H���G�H���U�H�F�U�X�W�H�U���O�D��

ligase Nedd4.2 et il est 20 fois moins infectieux que le virus sauvage. 

�/�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �D�I�I�H�F�W�p�H�� �S�D�U��

�F�H�W�W�H�� �P�X�W�D�W�L�R�Q�� �P�D�L�V�� �F�H�� �V�R�Q�W�� �O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�� �H�W�� �G�H��

�W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �M�X�V�T�X�·�D�X�� �0�7�2�&�� �T�X�L�� �V�R�Q�W�� �D�I�I�H�F�W�p�H�V�� ��Schéma 5 ) (Wodrich et al., 

2010).  

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

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

�H�Q�F�R�U�H���P�D�O���F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�V���P�D�L�V���T�X�L���V�H�P�E�O�H�Q�W���L�P�S�O�L�T�X�H�U���O�D���P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H���G�·�L�P�S�R�U�W��

nucléaire et le facteur CRM1 ( chromosome region maintenance 1)  (Strunze et 

al., 2005) . Une fois amarrée au NPC grâce à des interactions hexons -

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

capside est complètement désassemblée.  Le génome est par la suite 

transloqué dans le noyau ( Schéma 4 ������ �J�U�k�F�H�� �j�� �G�H�V�� �U�p�F�H�S�W�H�X�U�V�� �G�·�L�P�S�R�U�W��

nucléaire interagissant notamment avec la protéine VII (Trotman et al., 

2001; Wodrich et al., 2006) . 

2 - Expression de gènes viraux et réplication du génome                         

Le premier gène à être exprimé est le gène E 1A. Il code pour cinq protéines  

qui  ont de multiples fonctions . E lles agissent comme des modulateurs de 

�O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�V�� �J�q�Q�H�V�� �Y�L�U�D�X�[�� �H�W�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V (Nevins, 1981) . Elles permett ent 



Schéma  5 : Les  mutants  de �O�·AdV  
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  �T�X�·�X�Q défaut  �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W 
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�W�U�p�H du  virus . 
Par conséquent,  la membrane  endosomle  �Q�·�H�V�W pas rompue  et le virus  est dégradé  par  la 
voie endocytaire . Il  en résulte  une  réduction  de �O�·infectiosité  �G�·�H�Q�Y�L�U�R�Q 80  fois .  
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�Q�R�W�D�P�P�H�Q�W���O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q���G�H�V��autres gènes précoces tels que 

E1B, E2A, E2B, E3 et E4  (Berk,  2005) . Ces autres gènes précoces 

permettent la production de protéines qui vont établir un environnement 

propice à la réplication du virus. Elles vont par exemple  : (1) �L�Q�G�X�L�U�H���O�·�H�Q�W�U�p�H��

des cellules quiescentes dans le cycle cellulaire, (2) initier la ré plication de 

�O�·�$�'�1�� �Y�L�U�D�O����(3) �L�Q�K�L�E�H�U�� �O�·�D�S�R�S�W�R�V�H�� �H�W��(4) bloquer la réponse anti -virale tel le 

que 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 à la réplication du génome viral. Enfin, après la 

réplication du génome viral, l es gènes 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�\�D�X�� �R�•�� �D�X�U�D�� �O�L�H�X�� �O�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V�� �Q�R�X�Y�H�D�X�[�� �Y�L�U�L�R�Q�V�� ��Schéma 6 ). Les 

génomes néo -synthétisés sont empaquetés dans les nouvelles capsides par 

des mécanismes nécessitant la présence des protéines telles que la protéine 

IIIa ou encore différentes protéines codé es par les gènes tardifs (Gustin and 

Imperiale, 1998; Ma and Hearing, 2011; Wu et al., 2013) . Pendant et après 

�O�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �G�H�V�� �Q�R�X�Y�H�D�X�[�� �Y�L�U�L�R�Q�V�� ��Schéma 6 ), la protéase virale AVP clive 

les précurseurs de s protéines IIIa, PVI, TP, Mµ, et PVII afin de produire des 

particules matures et infectieuses (Mangel and San Martín, 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 même 

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 

�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9�� �S�H�X�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �p�W�D�E�O�L�U�� �G�H�V��infections latentes au cours 

�G�H�V�T�X�H�O�O�H�V���O�H���J�p�Q�R�P�H���Y�L�U�D�O���H�V�W���P�D�L�Q�W�H�Q�X���V�R�X�V���I�R�U�P�H���G�·�p�S�L�V�R�P�H���H�Q���D�E�V�H�Q�F�H���G�H��

production virale (Zhang et al., 2010) . 



Schéma  6 : Expression  des  gènes  viraux  et  phase  tardive  du  cycle  viral  de 
�O�·AdV  
Une fois  le génome viral  libéré  dans  le noyau,  il  est �G�·�X�Q�H part  répliqué  et �G�·�D�X�W�U�H 
part  transcrit . Les ARN messagers  sont  ensuite  exportés  dans  le cytoplasme  où  
ils  seront  traduits  pour  permettre  la production  des protéines  virales . Les 
protéines  virales  sont  ensuite  importées  dans  le noyau  où  aura  lieu  �O�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H 
des capsides  dans  lesquelles  sera  empaqueté  le génome viral . �/�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H des 
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 . 
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D- �(�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9���H�W���U�p�S�R�Q�V�H�V���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���D�V�V�R�F�L�p�H�V���� 

�/�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9���G�D�Q�V���O�D���F�H�O�O�X�O�H���G�pclenche une forte réponse inflammatoire. 

C�H�W�W�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�H�� �X�Q�H�� �O�L�P�L�W�H�� �S�R�X�U�� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�H�F�W�H�X�Us 

adénoviraux en thérapie génique. En effet , plusieurs voies de signalisation 

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

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

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

L�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���H�Q�W�U�H���O�D���I�L�E�U�H���G�H���O�D���F�D�S�V�L�G�H���H�W���O�H���U�p�F�H�S�W�H�X�U���&�$�5���D�F�W�L�Y�H���G�H�V���Y�R�L�H�V��

�G�H�� �V�L�J�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �P�H�Q�D�Q�W�� �j�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �S�U�R-inflammatoire. Il a 

�p�W�p���P�R�Q�W�U�p���T�X�H���V�X�L�W�H���j���F�H�W�W�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�����O�D���Y�R�L�H���1�)�Ë�%�����1�)�Ë�% : Nuclear Factor 

Kappa B ) ainsi que la v oie des MAPK ( Mitogen -activated protein kinases)  sont 

activées conduisant à la production de différentes chémokines (Tamanini et 

al., 2006)  (Schéma 7 A ������ �/�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�H�V�� �L�Q�W�p�J�U�L�Q�H�V�� �H�W���O�H�� �S�H�Q�W�R�Q�� �E�D�V�H��

�G�H���O�D���F�D�S�V�L�G�H���S�H�U�P�H�W���G�·�D�F�W�L�Y�H�U���O�D���Y�R�L�H���3�,���.�����3�K�R�V�S�K�D�W�L�G�\�O�L�Q�R�V�L�W�R�O����-Kinase) ce 

qui induit u �Q���U�H�P�R�G�H�O�D�J�H���G�H���O�·�D�F�W�L�Q�H���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���j���O�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H���G�X���Y�L�U�X�V��(Li et 

al., 1998) ���� �'�H�� �P�D�Q�L�q�U�H�� �L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W�H���� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �p�W�X�G�H�V�� �R�Q�W�� �P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �F�H�W�W�H��

�P�r�P�H�� �Y�R�L�H�� �3�,���.�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �D�X�V�V�L�� �j�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �Y�R�L�H�� �1�)�Ë�%�� �T�X�L�� �S�H�U�P�H�W�� �O�D��

sécrétion de cytokines pro -inflammatoires comme le  TNF-�Â�� ���7�X�P�R�U�� �1�H�F�U�R�V�L�V��

Factor) ( Philpott et al., 2004 , Schéma 7 A ).      

2 - �'�p�W�H�F�W�L�R�Q���G�X���Y�L�U�X�V���G�D�Q�V���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� 

La rupture de vésicules (telles que les phagosomes ou endosomes) entraîne 

�O�·�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q�� �D�Q�R�U�Pale de protéines intraluminales dans le cytosol. Paz et al. 

ont identifié une protéine cytosolique appartenant à la familles des lectines, 

la Galectine -3 (Gal3) capable de détecter les phagosomes rompus lors 

�G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H�V��(Paz et al., 2010) . En effet, la Gal3 possède 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 



Schéma 7 : Détection de �O�·AdV  pendant �O�H�V���S�K�D�V�H�V���S�U�p�F�R�F�H�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q 
Lors  de �O�·�H�Q�W�U�p�H du  virus  dans  la cellule,  la présence  du  virus  est détectée  par  différents  
mécanismes . (A) �/�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q du  virus  avec ses récepteurs  et co-récepteurs  active  des 
voies de signalisation  conduisant  à la production  de chémokines  et cytokines  et au  
remodelage  de �O�·�D�F�W�L�Q�H nécessaire  à �O�·endocytose  de la particule  virale . (B) La détection  de 
�O�·�$�'�1 viral  par  les senseurs  endosomaux  TLR2/ 9 induit  la production  �G�·�,�)�1-I et les 
dommages  membranaires  sont  reconnus  par  des lectines  cytosoliques  appartenant  à la 
famille  des galectines  (telle  que  la Gal3). (C) Enfin  la présence  �G�·�$�'�1 viral  dans  le 
cytoplasme  est reconnue  par  des senseurs  �G�·�$�'�1 (AIM2, DDX 41 et cGAS) ce qui  
déclenche  la production  �G�·�,�)�1-�Ã et �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q de �O�·inflammasome . 
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B). Le mutant TS1 (ThermoSensible 1) est un AdV dans lequel le gène codant 

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

5, Weber, 1976) . Quand ce virus est produit à 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���G�p�I�D�X�W���G�·�L�Q�F�R�U�S�R�U�D�W�L�R�Q��

entraîne une perte des clivages des précurs �H�X�U�V�� �Y�L�U�D�X�[�� �H�I�I�H�F�W�X�p�V�� �S�D�U�� �O�·�$�9�3��

lors de la maturation des virons. Les virions produits restent alors 

« immatures  �ª�� �H�W���V�R�Q�W���I�R�U�P�p�V�� �G�·�X�Q�H�� �F�D�S�V�L�G�H�� �K�\�S�H�U-stable (Pérez-Berná et al., 

2009; Silvestry et al., 2009) ���� �/�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Q�H��

sont pas affectées par cette mutation ma is le virus est très peu infectieux. 

En effet, la capside hyper -�V�W�D�E�O�H���Q�·�H�V�W���S�D�V���F�D�S�D�E�O�H���G�H���V�H���G�p�V�D�V�V�H�P�E�O�H�U���G�D�Q�V��

�O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���� �O�D�� �3�9�,�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �O�L�E�p�U�p�H���� �(�Q�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�F�H���� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V��

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) ���� �/�R�U�V�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �P�r�P�H�� �p�W�X�G�H���� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�H�� �O�L�J�Q�p�H�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H��

exprimant constitutivement la protéine Gal3 -mCherry a permis de m ieux 

�F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�H�U�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �G�·�X�Q�� �S�R�L�Q�W�� �G�H�� �Y�X�H�� �V�S�D�W�L�R-temporel. En effet, 

�O�·�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �F�R-localisations entre le virus et les endosomes rompus 

(Schéma 8 ) ���S�R�V�L�W�L�I�V�� �S�R�X�U�� �O�D�� �*�D�O������ �R�Q�W�� �S�H�U�P�L�V�� �G�H�� �V�p�S�D�U�H�U�� �G�D�Q�V�� �O�·�H�V�S�D�F�H�� �H�W��

dans le temps les étapes de  �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �H�W�� �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W��

�H�Q�G�R�V�R�P�D�O���� �'�D�Q�V�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���� �F�H�U�W�D�L�Q�V�� �$�G�9�� ���D�S�S�D�U�W�H�Q�D�Q�W�� �D�X�� �J�U�R�X�S�H�� �%���� �V�R�Q�W��

reconnus par un  senseur   �G�·�$�'�1�� �G�R�X�E�O�H�� �E�U�L�Q�� �D�S�S�D�U�W�H�Q�D�Q�W�� �j�� �O�D�� �I�D�P�L�O�O�H�� �G�H�V��

PRR (Pattern Recognition Receptors), le TLR9 (Toll Like Receptor 9) qui 

reconnaît les motifs non -�P�p�W�K�\�O�p�V���G�·�$�'�1����Schéma 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 �R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�,�)�1-�Â�� ���,�Q�W�H�U�I�p�U�R�Q����

(Iacobelli -Martinez and Nemerow, 2007) . Des études in vivo  ont également 

�P�L�V�� �H�Q�� �p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �7�/�5���� �G�D�Q�V�� �O�D��détection du génome viral 

(Appledorn et al., 2008, Schéma 7 B ). La reconnaissance des AdV par les 

�7�/�5�� �S�H�X�W�� �r�W�U�H�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �Y�D�U�L�D�E�O�H�� �V�H�O�R�Q�� �O�H�V�� �W�\�S�H�V�� �G�·�$�G�9���� �3�D�U�� �H�[�H�P�S�O�H���� �G�H�V 

études génomiques ont montré que la composition en motifs non méthylés 

du génome vira l diffère selon les AdV ce qui entraîne une détection plus au 

moins efficace par le TLR9 (Iacobelli -Martinez and Nemerow, 2007).   



Schéma  8 : Rupture  de la  membrane  endosomale  et  échappement  endosomal  
�/�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q de lignées  cellulaires  U2OS exprimant  la protéine  Gal3-mCherry  avec des virus  
fluorescents  (virus  couplés  à �O�·�$�O�H�[�D 488 ) a permis  de visualiser  les étapes  de rupture  de 
�O�·endosome  et �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W endosomal . Lors  de �O�·�H�Q�W�U�p�H dans  la cellule,  les virus  sont  
visualisés  en vert  (grâce à la fluorescence  de �O�·�$�O�H�[�D488 ). �/�·�p�Y�q�Q�H�P�H�Q�W de rupture  de 
�O�·endosome  est observé  grâce au  recrutement  de la Gal3 (en rouge)  sur  la particule  virale . 
Le virus  est alors  visualisé  en jaune . Enfin  �O�·�p�W�D�S�H �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W endosomal  est 
également  visualisable  grâce à la dissociation  entre  la particule  virale  et la vésicule  
rompue . Le virus  est alors  de nouveau  observé  en vert . 

AdV-A488 
Gal3-mCherry 

(Martinez et al.,2013) 
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3- Détection  du virus dans le cytoplasme  

Durant �O�·�ptape de transport  de la particule virale , le virus devient exposé aux 

PRR �F�\�W�R�S�O�D�V�P�L�T�X�H�V�� �T�X�L���� �O�R�U�V�T�X�·�L�O�V�� �V�R�Q�W�� �D�F�W�L�Y�p�V�� �L�Q�G�X�L�V�H�Q�W�� �G�H�V�� �Y�R�L�H�V�� �G�H��

�V�L�J�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���F�R�Q�G�X�L�V�D�Q�W���j���O�·�p�W�D�E�O�L�V�V�H�P�H�Q�W���G�·�X�Q�H���U�p�S�R�Q�V�H���D�Q�W�L�Y�L�U�D�O�H�����(�Q���H�I�I�H�W����

�S�O�X�V�L�H�X�U�V�� �V�H�Q�V�H�X�U�V�� �G�·�$�'�1�� �F�\�W�Rsolique  ont été décrits pour contribuer à 

�O�·�p�W�D�E�O�L�V�V�H�P�H�Q�W�� �G�·�X�Q�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �,�)�1�� �G�H�� �Wype I, qui est la réponse antivirale la 

�S�O�X�V���F�R�P�P�X�Q�H�����/�H�V���V�H�Q�V�H�X�U�V���G�·�$�'�1���$�,�0�����H�W���'�'�;���������U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�P�H�Q�W���$�E�V�H�Q�W��

�,�Q�� �0�H�O�D�Q�R�P�D�� ���� �H�W�� �O�·�K�p�O�L�F�D�V�H�� �'�'�;�������� �G�p�W�H�F�W�H�Q�W�� �O�·�$�G�9�� �O�R�U�V�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �G�H��

�P�D�F�U�R�S�K�D�J�H�V�� �P�X�U�L�Q�V�� �H�W�� �L�Q�G�X�L�V�H�Q�W�� �O�D�� �S�K�R�V�S�K�R�U�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�·�,�5�)���� ���,�Q�W�H�U�I�H�U�R�Q�V��

Regulatory Factor 3) via la voie TBK1 (Tank Binding Kinase1) conduisant à la 

�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�O�D�P�P�D�V�R�P�H�� �H�W�� �j�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�,�)�1�Ã��(Stein and Falck -

Pedersen, 2012; Stein et al., 2012 , Schéma 7 C ). Une étude plus récente a 

mis en évidence que  �O�·�$�'�1�� �Y�L�U�D�O�� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �G�p�W�H�F�W�p�� �S�D�U�� �X�Q�� �D�X�W�U�H��

« senseur  �ª�� �G�·�$�'�1�� �F�\�W�R�S�O�D�V�P�L�T�X�H���� �F�*�$�6�� ���F�\�F�O�L�F�� �*�0�3-AMP synthetase) (Liang 

et al., 2014) ���� �8�Q�H�� �I�R�L�V�� �D�F�W�L�Y�p�� �S�D�U�� �O�D�� �U�H�F�R�Q�Q�D�L�V�V�D�Q�F�H�� �G�H�� �O�·�$�'�1�� �Y�L�U�D�O���� �F�*�$�6��

génère un second messager (cGAMP) qui va se lier à une autre molécule 

cytosolique , STING (Stimulator of Interferons Genes) entraînant la 

�S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�,�)�1�� �G�H�� �W�\�S�H�� �,�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �Y�L�D�� �O�D�� �Y�R�L�H�� �7�%�.�����,�5�)���� ��Schéma 7 C ). 

�'�·�D�X�W�U�H�V�� �3�3�5�� �V�R�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �G�p�W�H�F�W�L�R�Q�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �H�W�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�Q�W�� �j�� �O�D��

mise en place de la réponse antivirale (ex: RIG -I, T RIM21 ou encore MDA5). 

Cependant les gènes précoces du virus codent pour un ensemble  de 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�D�S�D�E�O�H�V���G�H���E�O�R�T�X�H�U���O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V���J�q�Q�H�V���L�Q�G�Xctibles par les IFNs 

de type I (Hendrickx et al., 20 14). Par exemple, les protéines E1A interfèrent 

�D�Y�H�F���O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�K�L�V�W�R�Q�H�����%���T�X�L���H�V�W���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���j���O�D���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q���G�H�V��

gènes ISG (IFN Stimulating genes , Fonseca et al., 2012) . 
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Chapitre 2  �����/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 
 

A-Généralités                                                    

1- Histoire  

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����G�X���J�U�H�F���D�Q�F�L�H�Q���© auto  » : soi -même, et «  phagie  » : manger, est , 

�F�R�P�P�H�� �V�R�Q�� �Q�R�P�� �O�·�L�Q�G�L�T�X�H, �X�Q�� �S�U�R�F�H�V�V�X�V�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �G�·�D�X�W�R-digestion.  

Observée pour la première fois à la fin des années 50 par microscopie 

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

1957) , ce �Q�·�H�V�W�� �T�X�·�H�Q�� ���������� �T�X�H�� �O�H�� �W�H�U�P�H��« autophagie  » �Y�R�L�W�� �O�H�� �M�R�X�U���� �&�·�H�V�W�� �O�H��

belge Christian De Duve  (qui a décrit pour la première 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 à �O�·�p�T�X�L�S�H�� �G�X�� �S�U�R�I�H�V�V�H�X�U�� �2�K�V�X�P�L�� �G�H mettre en évidence 

�O�·�H�[�L�V�W�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �F�K�H�]�� �O�D�� �O�H�Y�X�U�H Saccharomyces cerevisiae 

(Takeshige et al., 1992) ���� �*�U�k�F�H�� �j�� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �V�\stème  de la levure et des 

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

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

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

�p�W�X�G�H�V�� �V�X�U�� �O�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� Pour ses travaux sur 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H, le Dr Yoshinori Oshumi a récemment reçu le prix Nobel de 

médecine (2016).   

2 - �5�{�O�H���J�p�Q�p�U�D�O���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���X�Q���S�U�R�J�U�D�P�P�H���G�H���F�D�W�D�E�R�O�L�V�P�H���O�\�V�R�V�R�P�D�O�����F�R�Q�V�H�U�Y�p���D�X���F�R�X�U�V��

�G�H�� �O�·�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �H�X�F�D�U�\�R�W�H�V���� �T�X�L�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �D�X�� �P�D�L�Q�W�L�H�Q�� �G�H�� �O�·�K�R�P�p�R�V�W�D�V�L�H��

�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �J�U�k�F�H�� �j�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �F�R�Q�W�L�Q�X�H�O�O�H�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �H�W�� �G�·�R�U�J�D�Q�L�W�H�V�� �Q�R�Q��

�I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�V���� �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W également un mécanisme de survie cellulaire 

�H�W�� �X�Q�H�� �Y�R�L�H�� �F�O�H�I�� �S�R�X�U�� �O�·�D�G�D�S�W�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �I�D�F�H�� �j�� �G�L�Y�H�U�V�� �V�W�U�H�V�V��

�P�p�W�D�E�R�O�L�T�X�H�V�� ���D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �Q�X�W�U�L�P�H�Q�W�V�� �R�X�� �G�·�D�F�L�G�H�V�� �D�P�L�Q�p�V���� �P�D�L�V�� �D�X�V�V�L��

�O�·�K�\�S�R�[�L�H���� �O�H�V�� �V�W�U�H�V�V�� �G�X�� �U�p�W�L�F�X�O�X�P�� �H�Q�G�R�S�O�D�V�P�L�T�X�H���� �H�W�� �E�L�H�Q�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �W�\�S�H�V�� �G�H 

stress) (Ryter et al., 2013) ���� �'�X�U�D�Q�W�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �G�H�V��

composants intracellulaires (incluant des organites, des portions de 
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Schéma  9 : �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H permet  de dégrader  différents  types  de cargos  
(A) Divers  composants  cytoplasmiques  peuvent  être  séquestrés  dans  des vésicules  
autophagiques  puis  dégradés  par  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. Ceci inclut  différents  types  �G�·�R�U�J�D�Q�H�O�O�H�V�� 
des portions  de cytoplasme,  des agrégats  protéiques  ou  encore  des pathogènes  
intracellulaires . (B) �/�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H débute  par  �O�·�L�V�R�O�D�W�L�R�Q �G�·�X�Q bout  de 
membrane  appelé  phagophore . Cette  membrane  isolée  va croître  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 .  
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cytoplasme, des agrégats de protéines ou encore des pathogènes 

intracellulaires) sont séquestrés  dans des vésicules autophagiques à 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 -�X�W�L�O�L�V�p�V�� �F�R�P�P�H�� �V�R�X�U�F�H�� �G�·�p�Q�H�U�J�L�H�� �S�R�X�U�� �D�O�L�P�H�Q�W�H�U�� �O�H�V��

programmes métaboliques intracellulaires et permettre ainsi un  maintien de 

�O�·�K�R�P�p�R�V�W�D�V�L�H���R�X���O�D���Vuivie des cellules en condition  de stress.             

3 - �/�H�V���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���W�\�S�H�V���G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H������ 

�,�O�� �H�[�L�V�W�H�� �W�U�R�L�V�� �W�\�S�H�V�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �O�D�� �P�D�F�U�R-autophagie , la micro -autophagie 

�H�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���L�Q�G�X�L�W�H���S�D�U���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�K�D�S�H�U�R�Q�Q�H�V����Schéma 10 ) (ou CMA 

�S�R�X�U�� �&�K�D�S�H�U�R�Q�H�� �0�H�G�L�D�W�H�G�� �$�X�W�R�S�K�D�J�\������ �4�X�H�O�T�X�H�� �V�R�L�W�� �O�H�� �W�\�S�H�� �G�·�Dutophagie,  

�F�K�D�F�X�Q�� �G�·�H�Q�W�U�H�� �H�X�[�� �F�R�Q�G�X�L�W���j�� �X�Q�H�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �O�\�V�R�V�R�P�H��(Glick et al., 

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 x lysosome s grâce à 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)  grâce à la prise en charge directe des cargo s dans le 

�O�\�V�R�V�R�P�H�� �V�X�L�W�H�� �j�� �O�·�L�Q�Y�D�J�L�Q�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �O�\�V�R�V�R�P�D�O�H��(Mijaljica e t al., 

2011)  (Schéma 10 ). Enfin durant la CMA, seul les des protéines  sont 

dégradées grâce à 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 -associa ted 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- Rôles physiologiques et pathologies associées   

1- �,�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�D�Q�V���G�L�Y�H�U�V���S�U�R�F�H�V�V�X�V���E�L�R�O�R�J�L�T�X�H�V�� 

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W���L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �S�O�X�V�L�H�X�U�V�� �S�U�R�F�H�V�V�X�V�� �E�L�R�O�R�J�L�Tues tels que le 

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

 



Schéma  10  : Les  différents  types  �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 
Il  existe  trois  types  �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H : la micro -autophagie,  la CMA (Chaperone  Mediated  
Autophagy ) et la macro -autophagie . Chaque  type  �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H conduit  à la dégradation  
lysosomale . La micro -autophagie  délivre  des substrats  aux  lysosomes  grâce à 
�O�·�L�Q�Y�D�J�L�Q�D�W�L�R�Q de la membrane  lysosomale . La CMA permet  �O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H de protéines  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 .  
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Autophagie et développement : Plusieurs études ont mis en avant 

�O�·�L�P�S�R�U�W�D�Q�F�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���O�R�U�V��du développement embryonnaire. En effet le 

KD (Knock Down)  �G�H���S�O�X�V�L�H�X�U�V���J�q�Q�H�V���H�V�V�H�Q�W�L�H�O�V���j���O�·autophagie (ATG3, ATG5, 

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

mammifères. Par exemple , �O�H�� �.�'�� �G�·�$�7�*���� �H�P�S�r�F�K�H�� �O�H�� �G�p�Y�H�O�R�S�S�H�P�H�Q�W��

�G�·�H�P�E�U�\�R�Q�V�� �L�V�V�X�V�� �G�H�� �V�R�X�U�L�V��(Tsukam oto et al., 2008) ���� �'�·�D�X�W�U�H�V�� �.�'��de gènes 

ATG �S�U�R�Y�R�T�X�H�Q�W���X�Q�H���O�p�W�D�O�L�W�p���Q�p�R�Q�D�W�D�O�H���H�Q���P�R�L�Q�V���G�·�X�Q���M�R�X�U��également chez la 

souris et ce malgré une apparence presque normale à la naissance 

(Mizushima and Levine, 2010) .  

 

Autophagie et mort cellulaire  : �(�Q�� �S�O�X�V�� �G�·�r�W�U�H�� �X�Q�� �S�U�R�J�U�D�P�P�H�� �G�H�� �V�X�U�Y�L�H��

�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �D�� �D�X�V�V�L�� �p�W�p�� �G�p�F�U�L�W�H�� �F�R�P�P�H�� �X�Q�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H�� �S�R�X�Y�D�Q�W��

participer à la mort de s cellules bien que son rôle reste très controversé dans 

�F�H�� �G�R�P�D�L�Q�H���� �/�D�� �P�R�U�W�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �R�X�� �© mort 

autophagique  �ª�� �D�� �p�W�p�� �G�p�I�L�Q�L�H�� �V�X�L�W�H�� �j�� �O�·�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �Q�R�P�E�U�H�X�[��

autophagosomes dans les cellules mourantes (Mizushima et al., 2008) . 

�/�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �P�R�U�W�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �D�� �p�W�p��notamment  

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 gènes des caspases mais aussi des 

gènes ATG, suggéra nt  �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�W�� �O�H�V�� �F�D�V�S�D�V�H�V��agissent de concert 

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

2007) . Des travaux menés chez les mammifères ont également mis en avant 

�O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�D�Q�V���O�D���P�R�U�W���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H����Il a été démontré que  les 

protéines codées par les gènes Beclin1  et ATG7, deux gènes essentie ls à 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� participent à la signalisation menant à la mort autophagiqu e) 

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

souris , une délétion du gène ATG7 dans les neurones protège c ontre la mort 

�G�H�V�� �Q�H�X�U�R�Q�H�V�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �S�D�U�� �O�·�K�\�S�R�[�L�H��(Koike et al., 2008) . Chez le rat adulte, 

des shRNA dirigés contre la Beclin1 préviennent également la mort 

neuronale suite à un infarctus (Xing et al., 2012) ���� �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���G�H���W�R�X�W�H��
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évidence impliquée dans la mort cellulaire mais des études plus poussées 

sont nécessaires pour réellement comprendre le mécanisme  moléculaire.       

�'�·�D�X�W�U�H�V�� �S�U�R�F�H�V�V�X�V�� �E�L�R�O�R�J�L�T�X�H�V�� �S�H�X�Y�H�Q�W�� �r�W�U�H�� �U�p�J�X�O�p�V�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �S�D�U��

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�D�W�K�R�O�R�J�L�H�V���D�V�V�R�F�L�p�H�V���D�X���G�p�U�q�J�O�H�P�H�Q�W���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

Autop hagie et neurodégénérescence :  De nombreuses maladies sont liées au 

�G�L�V�I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �/�D�� �S�O�X�S�D�U�W�� �G�H�V�� �P�D�O�D�G�L�H�V��

neurodégénératives, parmi les plus connues la maladie de Parkinson ou 

�H�Q�F�R�U�H�� �O�D�� �P�D�O�D�G�L�H�� �G�·�$�O�]�K�H�L�P�H�U���� �R�Q�W�� �X�Q�H�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�W�L�T�X�H�� �F�R�P�Pune  : 

�O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �P�X�W�p�H�V�� �R�X�� �W�R�[�L�T�X�H�V���� �'�D�Q�V�� �O�H�V�� �Q�H�X�U�R�Q�H�V�� �V�D�L�Q�V����

ces protéines sont dégradées pour le système du protéasome et par 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Tooze and Schiavo, 2008) . Des études in vivo ont montré que 

�O�·�D�E�Vence du gène ATG7  (�H�W�� �G�R�Q�F�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H����

chez la souris entraîne une dégénérescence neuronale sévère, un déficit de la 

�I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �P�R�W�U�L�F�H�� �H�W�� �X�Q�H�� �D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�J�U�p�J�D�W�V�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�H��

cytoplasme (Komatsu et al., 2006) ���� �'�·�D�X�W�U�H�V études démontrent 

�O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �L�P�P�D�W�X�U�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �Q�H�X�U�R�Q�H�V��

dégénérescents, empêchant ainsi les fonctions neuroprotectrices de 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. De manière intéressante, des études utilisant un stimulateur  

�G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� ��la rapamycine) dans un modèle murin de la maladie de 

�+�X�Q�W�L�Q�J�W�R�Q���R�Q�W���S�H�U�P�L�V���G�H���U�H�V�W�U�H�L�Q�G�U�H���O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q���G�·�D�J�U�p�J�D�W�V���S�U�R�W�p�L�T�X�H�V���H�W��

de diminuer la dégénérescence de cellules (Ravikumar et al., 2004) . De ce 

fait, �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���U�H�S�U�p�V�H�Q�W�H���X�Q�H���F�L�E�O�H���W�K�p�U�D�S�H�X�W�L�T�X�H���L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W�H���S�R�X�U���O�X�W�W�H�U��

contre les neuropathies dégénératives.    

 

Autophagie et cancer :  Le cancer a été la première pathologie humaine à être 

�O�L�p�H�� �j�� �O�·autophagie . En effet , les cellules tumorales ont des exigences 

métaboliques élevées due s à leur forte prolifération cellulaire. De nombreux 

�W�U�D�Y�D�X�[�� �R�Q�W�� �G�p�P�R�Q�W�U�p�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q��

métabolique des cellules cancéreuses (Levine and Kroemer, 2008; White and 
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DiPaola, 2009) �����'�D�Q�V���X�Q���S�U�H�P�L�H�U���W�H�P�S�V�����O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���D���p�W�p���G�p�F�U�L�W�H���F�R�P�P�H���X�Q��

mécanisme suppresseur de tumeur. Le premier lien spécifiqu e entre 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�W���O�H���F�D�Q�F�H�U���D���p�W�p���p�W�D�E�O�L���H�Q�������������R�•���L�O���D���p�W�p���S�U�R�S�R�V�p���T�X�H���O�H���J�q�Q�H��

ATG codant pour la protéine Be clin1  pouvait être un gène suppresseur de 

�W�X�P�H�X�U�����(�Q���H�I�I�H�W�����O�D���V�W�L�P�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���V�X�L�W�H���j���X�Q�H���V�X�U�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H��

la Beclin1 peut inh iber le développement de tumeur s (Liang et al., 1999) , 

�D�O�R�U�V�� �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H de Beclin1 favorise �O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �W�X�P�H�X�U�V (Qu et al., 

2003) �����'�H�V���p�W�X�G�H�V���S�O�X�V���U�p�F�H�Q�W�H�V���R�Q�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���P�L�V���H�Q���D�Y�D�Q�W���O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H��

la protéine adaptatrice P62 �G�D�Q�V�� �O�D�� �U�H�O�D�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�·�D�X�W�R�S�Kagie et le cancer.  

En effet , des souris P62-/ - sont  �U�p�V�L�V�W�D�Q�W�H�V���j���O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q���G�H���W�X�P�H�X�U�V��(Duran 

et al., 2008) . �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �D�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �p�W�p�� �G�p�F�U�L�W�H�� �F�R�P�P�H�� �X�Q�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H��

pro -tumoral. Elle permet la survie des cellules cancéreuses en leur conférant 

une tolérance au stress  (White et al., 2015) ���� �/�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

conduit à la régression des tu meurs  dans certains modèle s et prolonge la 

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

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V la survie et le développement de tumeurs. Le rôle général 

�G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�D�Q�F�H�U�� �H�V�W�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �H�W�� �G�L�I�I�L�F�L�O�H�� �j�� �G�p�I�L�Q�L�U�� �F�O�D�Lrement, 

les voies de régulation  �G�H�� �F�H�V�� �G�H�X�[�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V�� �V�·�H�Q�W�U�H�F�U�R�L�V�H�Q�W�� �H�W�� �V�H�P�E�O�H�Q�W��

être étroitement liées. Par exemple , certains gènes suppresseurs de tumeurs 

(PTEN, TSC1, TSC2 et p53 ) inhibe nt  la voie mTOR ce qui stimule 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����$���O�·�L�Q�Y�H�U�V�H�����F�H�U�W�D�L�Q�V���R�Q�F�R�J�q�Q�H�V�����$�N�W���R�X���O�H�V���3�,���.����active nt  la voie 

�P�7�2�5�� �H�W���S�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���L�Q�K�L�E�H�Q�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Levine and Kroemer, 2008) . 

�&�R�Q�V�L�G�p�U�H�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �F�R�P�P�H�� �X�Q�H�� �F�L�E�O�H�� �W�K�p�U�D�S�H�X�W�L�T�X�H�� �S�R�W�Hntielle pour 

lutter contre le cancer es t une question finement étudiée. Néanmoins, il 

semble délicat de cibler ce mécanisme étant donné le double rôle q �X�·�L�O peut 

jouer dans les pathologies cancéreuses.  

 

Autophagie et autres pathologies :  �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �pgalement impliquée 

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

reins, les poumons,  �O�H�V�� �P�X�V�F�O�H�V�� �R�X�� �P�r�P�H�� �O�H�� �F�±�X�U, mais aussi dans des 

pathologies inflammatoires chroniques comme la maladie de Crohn  ou le 

lupus  (Jiang and Mizushima, 2014 ). �,�O�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �p�W�R�Q�Q�D�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

soit impliqué e dans autant de pathologies. En effet, ce programme 
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métabolique a une place �F�H�Q�W�U�D�O�H�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H�� �j�� �O�·�L�Q�W�H�U�I�D�F�H�� �H�Q�W�U�H�� �G�L�Y�H�U�V�H�V��

voies de signalisation et diverses réponses au stress.  

 

C- Mécanismes moléculaires  

1-Les protéines ATG  

�/�D���S�O�X�S�D�U�W���G�H�V���F�R�P�S�R�V�D�Q�W�V���P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H�V���L�P�S�O�L�T�X�p�V���G�D�Q�V���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���R�Q�W���p�W�p��

découverts dans le modèle S. cerevisiae  (Thumm et al., 1994; Tsukada and 

Ohsumi, 1993) . La dénomination des nombreux gènes identifiés pour être 

impliqués �G�D�Q�V���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H, devenant confuse  au fil du temps et des études , 

a été uniformisée en 2003 sous le terme «  ATG » (Klionsky et al., 2003) . Les 

protéines ATG sont recru tées dans le cytoplasme, elles s�·associent  de façon 

t ransitoire avec la membrane des au tophagosomes. �-�X�V�T�X�
�j���D�X�M�R�X�U�G�·�K�X�L�����D�X��

moins 36 protéines ATG ont é té caracté risées chez la levure  ; parmi elles , 15 

sont essentielles à la formation des autophagosomes. Ces 15 protéines ATG 

���p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �S�U�p�V�H�Q�W�H�V�� �F�K�H�]�� �O�H�� �P�D�P�P�L�I�q�U�H�V�� �V�R�X�V�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �Q�R�P�V���� �I�R�U�P�H�Q�W�� ����

unités fonctionnelles (Nakatogawa, 2013)  impliquées dans les différentes 

�p�W�D�S�H�V���G�H���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� 

1.  Le complexe ULK1 (ATG1 chez la levure)  

2.  Le complexe Beclin1 -Vsp34 -ATG14  

3.  Le complexe des WIPI (ATG18 chez la levure)  

4.  Le complexe ATG 9 associé aux membranes  

5.  Le système de conjugaison ATG5 -ATG12  

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

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

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Mizushima et al., 2011) . La formation des autophagosomes est 

�L�Q�L�W�L�p�H�� �S�D�U�� �O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�X�� �3�$�6 (Pre-autophagosomal structure). A ucune 

donné e morphologique, ni biochimique  ne permet  de définir actuellement c e 

�T�X�·�H�V�W�� �O�H�� �3�$�6��(Tooze, 2013) . En revanche, des études de microscopie 

�p�O�H�F�W�U�R�Q�L�T�X�H�� �R�Q�W�� �S�H�U�P�L�V�� �G�H�� �Y�L�V�X�D�O�L�V�H�U�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�H�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �j�� �G�R�X�E�O�H��

membrane qui a une forme de «  coupe ouverte  » émanant du PAS et appelé 

phagophore (ou membrane  isolée) (Ylä-Anttila et al., 2009a , Schéma 9 B ). 
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Cette membrane isolée va croître grâce à des mécanismes moléculaires 

�L�P�S�O�L�T�X�D�Q�W�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �$�7�*�� �M�X�V�T�X�
�j�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�H�� �J�U�R�V�V�H��

vésicule  �S�R�X�Y�D�Q�W�� �D�Y�R�L�V�L�Q�H�U�� �O�·�R�U�G�U�H�� �G�X�� �P�L�F�U�R�P�q�W�U�H�� �H�W�� �S�R�V�V�p�G�D�Q�W�� �X�Q�H�� �G�R�X�E�O�H��

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �O�L�S�L�G�L�T�X�H���� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�� ��Schéma 9 B ������ �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�� �Y�D��

ensuite fusionner avec les lysosomes pour former les autolysosomes afin de 

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

cinq grandes étapes  :  

1.  �/�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�X���V�\�V�W�q�P�H���G�H���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q 

2.  �/�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���I�R�U�P�D�W�Lon du phagophore   

3.  �/�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�D�O�H 

4.  La fermeture  de la vésicule  

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

2 - �$�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �X�Q�H�� �Y�R�L�H�� �L�Q�G�X�F�W�L�E�O�H par  des conditions de stress et 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  (�S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�·acide s aminé s, de facteur s de croissance, de 

glucose, statut énergétique, oxygène 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. 

�R�Q�W�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�p�� �G�H�X�[�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�H�X�U�V�� �G�·�D�F�L�G�H�V�� �D�P�L�Q�p�V�� �L�P�S�O�L�T�X�p�V�� �G�D�Q�V�� �O�D��

modula tion de la voie mTOR et subséquemment dans la régulation de 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Nicklin et al., 2009) . La coopération des transporteurs SLC1A5 

et SLC7A5  (Solute Carrier family 1 member 5 et 7 member 5 ) permet 

�O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�F�L�G�H�V�� �D�P�L�Q�p�V�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�V�� ���(�$�$���� �S�R�X�U�� �O�H�� �P�p�W�D�E�R�O�L�V�P�H��

cellulaire ( Schéma 1 1). SLC1A5 permet  �O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���J�O�X�W�D�P�L�Q�H���G�D�Q�V���O�D���F�H�O�O�X�O�H����

cette glutamine va être relarguée dans le milieu extracellulaire par 

�O�·�D�Q�W�L�S�R�U�W�H�X�U�� �6�/�&��A5 �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �D�L�Q�V�L���� �S�D�U�� �X�Q�� �V�\�V�W�q�P�H�� �G�·�p�F�K�D�Q�J�H����

�O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�·�(�$�$���W�H�O�V���T�X�H���O�D���O�H�X�F�L�Q�H����Schéma 1 1).  Les acides aminées 

régul ent  la localisation de mTOR dans la cellule et par conséquent son 



Schéma  11  : Activation  de la  voie  mTOR  par  le  niveau  intracellulaire  �G�·�(�$�$ 
Le niveau  �G�·�D�F�L�G�H�V aminés  essentiels  (EAA) dans  la cellule,  internalisés  par  le 
transporteur  SLC7A5, permet  �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q ou  �O�·�L�Q�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q du  complexe  mTOR par  des 
mécanismes  encore  mal  caractérisés . Lorsque  le niveau  �G�·�(�$�$ intracellulaire  est élevé, 
mTOR est localisé  sur  la membrane  des lysosomes  (grâce à son  interaction  avec le 
complexe  ragulator ) où  il  est activé  par  les RhebGTPases . Sous  sa forme  active,  mTOR 
réprime  �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. En  absence  �G�·�(�$�$�� mTOR est relocalisé  dans  le 
cytoplasme,  où  il  ne peut  plus  être  activé  par  les RhebGTPases  lysosomales . 
�/�·�L�Q�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q de mTOR entraine  une  levée de la répression  exercée sur  �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de 
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. 
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activité (Sancak et al., 2010) ���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�·�D�F�L�G�H�V�� �D�P�L�Q�p�V���� �O�H�V��

RagGTPases ancrées à la membrane du lysosome grâce au complexe 

Ragul �D�W�R�U�� �V�H�U�Y�H�Q�W�� �G�H�� �V�L�W�H�� �G�·�D�P�D�U�U�D�J�H�� �S�R�X�U�� �P�7�2�5 (Schéma 11 ). Une fois 

associée au lysosome, mTOR peu t être activé e par les RhebGTPases (qui sont 

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

2009)  (Schéma 11 )�����(�Q���D�E�V�H�Q�F�H���G�·�D�F�L�G�H�V���D�P�L�Q�p�V�����P�7�2�5��est relocalisé e dans 

�O�H�� �F�\�W�R�S�O�D�V�P�H�� �R�•�� �L�O�� �H�V�W�� �L�Q�D�F�W�L�I�� �F�D�U�� �L�O�� �Q�·�H�V�W�� �S�O�X�V activé pour les RhebGTPases 

(Sancak et al., 2010 ,Korolchuk et al., 2011) .  

�$�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��via  la voie mTOR  : Lorsque les co nditions 

métaboliques sont favo rab les, 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 liée à 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 ULK1) ce qui renforce 

�O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �H�[�H�U�F�p�H�� �V�X�U�� �O�·�D�F�W�L�Y�L�W�p�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �8�/�.���� ��Schéma 1 2) (Ganley et 

al., 2009; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011) �����/�R�U�V���G�·�X�Q���V�W�U�H�V�V���P�p�W�D�E�R�O�L�T�X�H, 

�P�7�2�5�� �H�V�W�� �G�L�V�V�R�F�L�p�� �G�·�8LK1. ULK1 est alors catalytiquement 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) ���� �/�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �P�R�O�p�F�X�O�H�V�� �F�R�Q�Q�X�H�V�� �S�R�X�U�� �L�Q�K�L�E�H�U�� �P�7�2�5�� ���O�D��

rapamycine étant la plus connue) est largement admise pour induire 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�D�� �U�D�S�D�P�\�F�L�Q�H�� �V�H�� �O�L�H�� �D�X�� �U�p�F�H�S�W�H�X�U�� �L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H��

FKBP12 (FK506 -binding protein of 12 kDa), le complexe 

rapamycine/FKBP12 se lie ensuite à mTOR et inhibe son activité kinase, le 

�W�R�X�W�� �L�Q�G�X�L�W�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �J�U�k�F�H�� �j�� �O�D�� �O�H�Y�p�H�� �G�H�� �O�D�� �U�p�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H��

ULK1 (Huang and Houghton, 2001) .    

Régulation �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �Lndépendamment de mTOR  : �P�7�2�5�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �O�D��

seule kinase qui régule ULK1 par la phosphorylation. La kinase Akt 

phosphoryle également ULK1 dans sa région régulatrice (sur la Ser 774 ) 



Schéma  12  : Régulation  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H par  la  voie  mTOR  
Lorsque  les conditions  métaboliques  sont  favorables,  mTOR est activé  et interagit  avec la 
kinase  ULK 1. mTOR inhibe  �O�·�D�F�W�L�Y�L�W�p du  complexe  ULK 1 en phosphorylant  les protéines  
ULK 1 et ATG13. Ces phosphorylations  ont  une  activité  inhibitrice  sur  �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de 
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H car  elles empêchent  la translocation  du  complexe  ULK 1 sur  le site  de 
biogénèse  des autophagosomes . En  condition  de stress  métabolique,  mTOR est inactivé  
et est dissocié  du  complexe  ULK 1. ULK 1 est alors  catalytiquement  actif  et peut  
�V�·autophosphoryler  et phosphoryler  les autres  membres  du  complexe . Ces 
phosphorylations  activent  le complexe  ULK 1 et permettent  sa translocation  sur  la 
membrane  du  RE pour  initier  la formation  �G�·autophagosomes . 



- 38 - 
 

�Q�R�W�D�P�P�H�Q�W�� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�·�L�Q�V�X�O�L�Q�H�� �F�H�� �T�X�L�� �U�p�S�U�L�P�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Bach et al., 

2011) . La kinase AMPK peut également phosphoryler directement ULK1 et 

�S�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���� �U�p�J�X�O�H�U�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�D�Q�V�� �O�·�L�Q�W�H�U�P�p�G�L�D�L�U�H�� �G�H 

mTOR (Kim et al., 2011) . �/�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �8�/�.���� �Q�·�H�V�W���S�D�V�� �O�D�� �V�H�X�O�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�L�E�Oe 

�U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�H�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�D�� �%�H�F�O�L�Q���� �S�H�X�W��

�p�J�D�O�H�P�H�Q�W���r�W�U�H���D�X���F�±�X�U���G�H���F�H�V���Y�R�L�H�V���G�H���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�����/�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���G�H���O�D���I�D�P�L�O�O�H��

Bcl -2 (B -cell lymphoma -�������� �O�D�U�J�H�P�H�Q�W�� �G�p�F�U�L�W�H�V�� �S�R�X�U�� �U�p�J�X�O�H�U�� �O�·�D�S�R�S�W�R�V�H����

interviennent aussi dans cette r égulation. Ces protéines interagissent avec le 

domaine BH3 (Bcl -���� �K�R�P�R�O�R�J�\�� ������ �G�H�� �O�D�� �%�H�F�O�L�Q���� �H�Q�W�U�D�L�Q�D�Q�W�� �O�·�L�Q�D�F�W�L�Y�L�W�p�� �G�H�� �O�D��

�S�U�R�W�p�L�Q�H�� �H�W�� �O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Maiuri et al., 2007a, 2007b) . La 

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

1-interacting protein) se fixe sur les protéines du complexe Beclin1 -PI3K-

ATG14 et  subséquemment inhibe  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Zhong et al., 2009) . La 

�U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���W�U�q�V���F�R�P�S�O�H�[�H�����(�O�O�H���L�P�S�O�L�Tue un grand nombre 

de protéines. L a plupar t de ces voies de signalisation  �V�·�H�Q�W�U�H�F�U�R�L�V�H�Q�W���H�W���V�R�Q�W��

connectées entre elles. Il est donc difficile de dresser un tableau exhaustif de 

�O�·�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H���F�H�V���Y�R�L�H�V���G�H���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q������ 

3 - Initiation de l a formation du phagophore  

Recrutement des complexes ULK1 et Beclin1  : Le premier complexe à être 

impliqué dans  �O�·�L�Q�Ltiation 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 

�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �V�H�U�D�L�W���j�� �O�·�R�U�L�J�L�Q�H�� �G�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �S�K�D�J�R�S�K�R�U�H��(Koyama -Honda 

et al., 2013)  puisque �O�H�� �.�'�� �G�·�8�/�.���� �E�O�R�Tue la formation de ce dernier 

(McAlpine et al., 2013) . La relocalisation  de ULK1  va ensuite p ermettre le 

recrutement du complexe Beclin1 -Vps34 -ATG14 ( Schéma 13) où la protéine  

Becl in1 interagit également avec VMP1  (Molejon et al., 2013) . Ce complexe 



Schéma  13  : Les  étapes  �G�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q de la  formation  des  autophagosomes  
Une  fois  le complexe  ULK 1 activé,  il  est recruté  sur  la membrane  du  RE grâce à 
�O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q de ULK 1 avec les protéines  VMP1 présentes  dans  la membrane  du  RE. Le 
complexe  Beclin 1 est alors  à son  tour  recruté  sur  la membrane  du  RE. La 
phosphorylation  de Beclin 1 par  ULK 1 induit  �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q de la protéine  Vsp34  
permettant  la production  de lipides  de type  PI3P dans  la membrane  du  RE. La synthèse  
de PI3P va initier  la formation  de �O�·omegasome  sur  lequel  sera recruté  le complexe  WIPI 
qui  recrutera  à son  tour  le complexe  ATG12-ATG5 nécessaire  à �O�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q de 
�O�·autophagosome . 

�ï�[�D�� 

Omegasome  
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est composé des protéines Beclin1, Vsp34 (Vacuolar protein sorting 34), 

Vsp15 et ATG14.  

�)�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�R�P�H�J�D�V�R�P�H : La phosphorylation de la Beclin1 par ULK1 

�L�Q�G�X�L�W�� �O�·activation 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 à la production des 

�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �3�,�������3�� �S�D�U�� �G�H�V��

inhibiteurs des PI3K tels que le 3 -�P�p�W�K�\�O�D�G�p�Q�L�Q�H�� �����·�0�$���� �R�X�� �O�D�� �Z�R�U�W�P�D�Q�Q�L�Q��

�L�Q�K�L�E�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Blommaart et al., 1997)  (Schéma 13 ). 

L'activité kinase de Vps34 est renforcée par son interaction avec la Beclin1 

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

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

�O�L�H�X�[�� �G�H�� �Q�D�L�V�V�D�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �D�\�D�Q�W�� �X�Q�H�� �I�R�U�P�H�� �S�U�R�F�K�H�� �G�H�� �O�D�� �O�H�W�W�U�H��

grecque « �Ÿ » appelée omégasome (Ktistakis et al., 2011)  (Schéma 13 ). Le 

modèle actuel propose q �X�H���O�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���L�V�R�O�p�H���T�X�L���I�R�U�P�H�U�D���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H��

�p�P�D�Q�H���G�H�V���S�O�D�W�H�I�R�U�P�H�V���3�,�������3���T�X�L���F�R�Q�V�W�L�W�X�H�Q�W���O�·�R�P�p�J�D�V�R�P�H�����T�X�L���H�V�W���H�Q���I�D�L�W���X�Q��

exemple de PAS , Schéma 13 ).  

�5�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���O�D���P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H���G�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q : Le phagophore  enrichi  en PI(3)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 c ruc iale p �R�X�U�� �O�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �S�K�D�J�R�S�K�R�U�H����

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 à la biogenèse des 

membrane s autophagosomales. La protéine  ATG9 est une protéine 

�W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�D�L�U�H���T�X�L���H�V�W���U�H�F�U�X�W�p�H���D�X���Q�L�Y�H�D�X���G�X���3�$�6���S�H�Q�G�D�Q�W���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H��



Schéma  14  : Les  systèmes  de conjugaison  nécessaires  à la  lipidation  de LC3 
La lipidation  de la protéine  LC3 nécessite  les systèmes  de conjugaison  ATG5-ATG12  et 
LC3-GABARAP. Ces systèmes  fonctionnent  selon  le même  modèle  que  le système  
�G�·ubiquitylation  (décrit  dans  la première  partie  de ce schéma) .  Dans  un  premier  temps,  
ATG12 est activé  par  ATG7 puis  transféré  sur  ATG10  qui  permet  la conjugaison  
�G�·�$�7�*12  à ATG5. Le complexe  ATG5-ATG12 est ensuite  couplé  à ATG16. Dans  un  
deuxième  temps,  la protéine  LC3 est transférée  sur  ATG3 grâce à ATG7. ATG3 et le 
groupement  ATG5-ATG12-ATG16  précédemment  formé  vont  permettre  �O�·�D�M�R�X�W du  
groupement  PE sur  LC3, qui  une  fois  lipidée  pourra  �V�·�D�Q�F�U�H�U dans  les membranes  des 
autophagosomes . La protéase  ATG4 permet  le recyclage  de LC3 pour  �O�·�H�Q�J�D�J�H�U dans  un  
nouveau  cycle  de lipidation . En  effet,  le clivage  de LC3 par  ATG4 permet  �O�·�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q 
�G�·�X�Q résidu  glycine  essentiel  à son  recrutement  par  ATG7. 
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�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Sekito et al., 2009) . Cette protéine est transportée  �G�H���O�·�D�S�S�D�U�H�L�O��

de Golgi  aux endosomes tardifs puis aux membranes des autophagosomes 

�S�H�Q�G�D�Q�W�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Takahashi et al., 2011) . Ce trafic 

pourrait permettre de fournir au PAS des facteurs importants pour la 

formation des autophagosomes ou des composants l ipidiques provenant des 

différents compartiments cellulaires (Mizushima et al., 2011) .  

4 - Elongation  

�/�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �S�K�D�J�R�S�K�R�U�H�� �H�V�W�� �G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�H�� �G�H�V�� �V�\�V�W�q�P�H�V�� �G�H�� �F�R�Q�M�X�J�D�L�V�R�Q��

ATG5-ATG12 et LC3/GABARAP. �/�·�D�F�W�Lvité de ces deux systèmes de 

conjugaison p ermet  �O�·�D�M�R�X�W�� �G�·�X�Q�� �J�U�R�X�S�H�P�H�Q�W�� �O�L�S�L�G�L�T�X�H�� �G�H�� �S�K�R�V�S�K�D�W�L�G�\�O-

étanolamine (PE) sur la protéine LC3 ( Schéma 14 ). Cette étape est appelée 

« la lipidation de LC3  �ª���H�W���H�V�W���F�U�X�F�L�D�O�H���S�R�X�U���O�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q���G�X phagophore . 

Les protéi nes LC3  : �,�O���H�[�L�V�W�H���H�Q���I�D�L�W���G�H�X�[���I�D�P�L�O�O�H�V���G�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�D�S�D�E�O�H�V���G�·�r�W�U�H��

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 

même principe impliquant les systèmes de conjugaison ATG12 -ATG5 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  �G�H�� �V�·�D�Q�F�U�H�U��dans la 

membrane  des autophagosomes. La forme LC3 -I (non m odifiée) est 

cytoplasmique et la  forme LC3 -II (portant le PE) est recrutée sur l es 

membranes des autophagosomes  (Kabeya et al., 2000) . Les protéines LC3 

�S�D�U�W�L�F�L�S�H�Q�W�� �j�� �O�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q�� �G�X���S�K�D�J�R�S�K�R�U�H���� �O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

lipidées aux membranes et les complexes ATG déjà présents dans les 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �L�V�R�O�p�H�V�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W���O�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�Rn de la membrane du phagophore. 

Seules les protéines LC3 permettent de visualiser les autophagosomes 

depui �V�� �O�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q�� �M�X�V�T�X�·�j�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �J�U�k�F�H�� �j�� �G�H�V��

�W�H�F�K�Q�L�T�X�H�V���G�·�L�P�P�X�Q�R�P�D�U�T�X�D�J�H���S�D�U���H�[�H�P�S�O�H�� En effet, ces protéines décorent 

les membranes autophagosomale s durant toutes les étapes de formation des 

autophagosomes  alors que les autres protéines  ATG sont associées aux 

autophagosomes de manière transitoire.  La lipidation de LC3 peut aussi être 
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�V�X�L�Y�L�H�� �S�D�U�� �G�H�V�� �D�S�S�U�R�F�K�H�V�� �G�H�� �E�L�R�O�R�J�L�H�� �P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D��

forme LC3 -II et la diminution de la forme LC3 -�,�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�D�X�W�Rphagie est détectable par westernblot.    

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

�G�H�� �F�R�Q�M�X�J�D�L�V�R�Q�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�Q�W�� �F�R�P�P�H�� �O�H�V�� �V�\�V�W�q�P�H�V�� �G�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H��

protéines  (Schéma 14 ). �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �F�R�P�P�H�� �S�R�X�U�� �O�D�� �U�p�D�F�W�L�R�Q�� �G�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q����

troi �V�� �p�W�D�S�H�V�� ���O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���� �O�D�� �F�R�Q�M�X�J�D�L�V�R�Q�� �H�W�� �O�D�� �O�L�D�L�V�R�Q���� �F�D�W�D�O�\�V�p�H�V�� �S�D�U�� �W�U�R�L�V��

�W�\�S�H�V�� �G�·�H�Q�]�\�P�H�V�� ���U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�P�H�Q�W�� �(������ �(���� �H�W�� �(������ �V�R�Q�W�� �Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�V�� �S�R�X�U��

conjuguer un groupement à 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�·�$�G�p�Q�R�V�L�Q�H�� �7�U�L�� �3�K�R�V�S�K�D�W�H�� ���$�7�3���� �S�H�U�P�H�W�� �G�H�� �O�L�H�U�� �H�Q�W�U�H�� �H�O�O�H�V�� �$�7�*������ �H�W�� �$�7�*����

�J�U�k�F�H�� �j�� �X�Q�H�� �O�L�D�L�V�R�Q�� �W�K�L�R�H�V�W�H�U�� �H�Q�W�U�H�� �X�Q�H�� �J�O�\�F�L�Q�H�� �G�·�$�7�*������ �H�W�� �X�Q�H�� �F�\�V�W�p�L�Q�H��

�G�·�$�7�*����(Tanida et al., 1999)  (Schéma 1 4). ATG12 est ensuite transférée sur 

�$�7�*���������T�X�L���Y�D���S�H�U�P�H�W�W�U�H���O�D���F�R�Q�M�X�J�D�L�V�R�Q���G�·�$�7�*�������j���$�7�*�����J�U�k�F�H���j���X�Q�H���O�L�D�L�V�R�Q��

peptidique (Shintani et al., 1999) . Le complexe ATG12 -ATG5 est ensuite 

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

�S�U�R�W�p�D�V�H�� �$�7�*������ �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �D�L�Q�V�L�� �G�·�H�[�S�R�V�H�U�� �X�Q�� �U�p�V�L�G�X�� �J�O�\�F�L�Q�H�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�� �S�R�X�U��

les étapes suivantes de la réaction (Kirisako et al., 2000) . Cette glycine 

permet de former un e liaison thioester avec une cys �W�p�L�Q�H�� �G�·�$�7�*���� ��Schéma 

14�������/�&�����H�V�W���H�Q�V�X�L�W�H���W�U�D�Q�V�I�p�U�p�H���V�X�U���$�7�*�����H�W���H�Q�I�L�Q���$�7�*�����Y�D���S�H�U�P�H�W�W�U�H���O�·�D�M�R�X�W��

du groupement PE sur la glycine de LC3 ( Schéma 1 4) (Ichimura et al., 

2000) . Le complexe ATG12 -ATG5-ATG16 précédemment formé augmente 

�O�·�D�F�W�L�Y�L�W�p���G�·�$�7�*���� �H�W���G�H���F�H���I�D�L�W���� �L�O���S�D�U�W�L�F�L�S�H���D�X�V�V�L���j�� �O�D���O�L�S�L�G�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H��

LC3 (Schéma 1 4).  

Les protéines ATG5 et ATG7  : Avant la fermeture de l 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 être utilisées comme marqueurs 

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

�H�W���$�7�*�����V�R�Q�W���G�H�V���W�H�F�K�Q�L�T�X�H�V���D�X�V�V�L���O�D�U�J�H�P�H�Q�W���D�G�P�L�V�H�V���S�R�X�U���p�W�X�G�L�H�U���O�·�H�I�I�H�W���G�H��
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�O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �1�p�D�Q�P�R�L�Q�V���� �L�O�� �I�D�X�W�� �U�H�V�W�H�U�� �S�U�X�G�H�Q�W�� �T�X�D�Q�W�� �j��

�O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V�� �R�X�W�L�O�V�� �S�X�L�V�T�X�H���T�X�·�L�O�� �D�� �p�W�p�� �P�R�Q�W�U�p���T�X�·�H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �F�H�V��

gènes, dans cer taines circonstances , �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V��

fonctionnels est quand même possible (Nishida et al., 2009) . Cette 

autophagie «  atypique  �ª�� �S�D�U�W�D�J�H�� �G�H�V�� �S�R�L�Q�W�V�� �F�R�P�P�X�Q�V�� �D�Y�H�F�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

« conventionnelle  �ª�� �S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H�� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �U�p�J�X�O�p�H�� �S�D�U�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �8�/�.����

et Beclin1 . Il semblerait donc que chez les mammifères , �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�X�L�V�V�H�� �r�W�U�H�� �j�� �O�D�� �I�R�L�V�� �G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�H�� �H�W�� �L�Q�G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�H�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

ATG5 et ATG7.  

5 - Fermeture  de l �·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H��  

�/�·�p�W�D�S�H�� �G�H�� �I�H�U�P�H�W�X�U�H�� �G�X�� �S�K�D�J�R�S�K�R�U�H�� �H�V�W�� �H�Q�F�R�U�H�� �P�D�O�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�H���� �3�O�X�V�L�H�X�U�V��

hypothèses sont proposées concernant les mécanismes moléculaires mis en 

jeu.  

Rôle de la lipidation de LC3  : La lip idation des protéines LC3 joue un rôle 

primordial d ans la fermeture des vésicules. En effet, la surexpression d �·�X�Q��

�P�X�W�D�Q�W���G�·�$�7�*���� �R�X�� �O�D���G�p�O�p�W�L�R�Q�� �G�·�$�7�*���� ���F�H�� �T�X�L�� �E�O�R�T�X�H la conve rsion de LC3 -I 

en LC3 -II) entraî ne �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �S�K�D�J�R�S�K�R�U�H�V non clos  dans le 

cytoplasme de s cellules  (Fujita et al., 2008 , Sou et al., 2008) . Une 

reconstitution in vitro  �G�H�� �O�D�� �O�L�S�L�G�D�W�L�R�Q�� �G�·�$�7�*���� ���O�·�K�R�P�R�O�R�J�X�H�� �G�H�� �/�&���� �F�K�H�]�� �O�D��

levure) a été établie par Ichimura et ses collègues (Ichimura et al., 2004) . 

Avec ce système,  la même équipe de  chercheurs a observé que la lipidation 

�G�·�$�7�*���� �S�R�X�Y�D�L�W�� �L�Q�G�X�L�U�H�� �O�·�D�W�W�D�F�K�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�L�S�R�V�R�P�H�V�� �H�Q�W�U�H eux grâce à des 

événements �G�·�K�p�P�L�I�X�V�L�R�Q�� ���O�·�K�p�P�L�I�X�V�L�R�Q�� �H�V�W�� �X�Q�� �W�\�S�H�� �G�H�� �I�X�V�L�R�Q�� �T�X�L�� �I�X�V�L�R�Q�Q�H��

entre eux seulement les feuillets extérieurs de deux membranes lipidiqu es) 

(Nakatogawa et al., 2007) . Cette découverte reflète peut -être le rôle 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 

cl ive les protéines LC3  de la membrane externe  pour les recycler ( Schéma 

14 ). �/�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �G�p�F�R�Q�M�X�J�D�L�V�R�Q�� �G�H�� �/�&���� �S�D�U�� �$�7�*�� bloque la 

fermeture des vésicules (Yu et al., 2012) . Seules les protéines LC3 des 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �L�Q�W�H�U�Q�H�V�� �V�H�U�R�Q�W�� �S�U�p�V�H�Q�W�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�� �I�H�U�P�p��(Kabeya 
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et al., 2000) . �/�H���P�R�G�q�O�H���D�F�W�X�H�O�����E�L�H�Q���T�X�·�L�Q�F�R�P�S�O�H�W�����S�U�R�S�R�V�H��que les protéines 

LC3 prése �Q�W�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�� �I�H�U�P�p sont responsables de 

�O�·�K�p�P�L�I�X�V�L�R�Q���G�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�H�V���H�W���G�R�Q�F���G�H���O�D���I�H�U�P�H�W�X�U�H���G�H���O�D���Y�p�V�L�F�X�O�H��(Noda et 

al., 2009) .  

Implication de la ma chinerie ESCRT  : �/�H�� �S�K�D�J�R�S�K�R�U�H�� �H�V�W�� �F�R�P�S�R�V�p�� �G�·�X�Q�H��

double membrane lipidique  ; ceci laisse à 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 lti -

vésiculaires (MVB pour Multi -vesicular -bodies). Les MVB sont formés par 

�O�·�L�Q�Y�D�J�L�Q�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �G�H�V�� �H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �O�R�U�V�� �G�X�� �U�H�F�\�F�O�D�J�H�� �G�H��

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�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V��(Filimonenko et al., 2007; Lee et al., 2007b; Rusten et al., 

2007) �����&�H�S�H�Q�G�D�Q�W�����F�H�V���p�W�X�G�H�V���Q�H���S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W���S�D�V���G�·�D�I�I�L�U�P�H�U���T�X�H���F�H���S�K�p�Q�R�Wype 

est dû à un défaut de fermeture des vésicules autophagiques. Une récente 

hypothèse propose que le recrutement de la machinerie ESCRT sur les 

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

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �$�7�*�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H��(Carlsson and Simonsen, 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 complètement formés et cl os, 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) (Hege�G�,�V���H�W���D�O����������������.  

Transport des vésicules  : Pour fusionner avec les lysosomes,  qui sont 

�U�H�S�R�V�L�W�L�R�Q�Q�p�V�� �j�� �O�D�� �S�p�U�L�S�K�p�U�L�H�� �Q�X�F�O�p�D�L�U�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

(Korolchuk et al., 2011) , les autophagosomes �G�R�L�Y�H�Q�W�� �W�U�D�Q�V�L�W�H�U�� �M�X�V�T�X�·�D�X��

noyau. Le transpo rt des vésicules autophagiques s e fait �S�D�U�� �O�·�L�Q�W�H�U�P�p�G�L�D�L�U�H��

du  cytosq �X�H�O�H�W�W�H�� �j�� �O�·�D�L�G�H�� �G�H�� �P�R�W�H�X�U�V�� �P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H�V jusqu'à la périphérie 

nucléaire où 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 manière générale , la fusion des vésicules implique  : les 

protéines Rab GTPases, l es protéines SNARE et le complexe HOPS  (Schéma 

16 ). Ces même s protéines sont largement impliquées dans la fusion du  

lys �R�V�R�P�H���H�W���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�����$�S�U�q�V���F�H�W�W�H���I�X�V�L�R�Q�� le contenu de la vésicule 

est dégradé grâce au pH acide du lysosome et par les enzymes lysosomales. 

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

à la dégradation des cargos co ntenus dans la vésicule (Koike et al., 2005) . 

Après 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  

�'�H�S�X�L�V���S�O�X�V�L�H�X�U�V���G�L�]�D�L�Q�H�V���G�·�D�Q�Q�p�H�V���� �O�D���F�R�P�P�X�Q�D�X�W�p���V�F�L�H�Q�W�L�I�L�T�X�H���V�·�H�I�I�R�U�F�H���G�H��

comprendre comment sont formés les autophagos omes. Un des points les 

plus discuté s �H�Q�F�R�U�H�� �D�X�M�R�X�U�G�·�K�X�L�� �H�V�W�� �O�·�R�U�L�J�L�Q�H�� �G�H�V�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �G�H�� �F�H�V��

vésicules. Les limites des technologies actuelles et la composition complexe 

des membranes autophagosomales font que plusieurs hypothèses sont 

�S�U�R�S�R�V�p�H�V�� �H�W�� �T�X�·�D�X�F�X�Q �F�R�Q�V�H�Q�V�X�V�� �Q�·�H�V�W�� �H�Q�F�R�U�H�� �p�W�D�E�O�L����La formation des 

autophagosomes est un processus très rapide. E n effet, les autophagosomes 



Schéma  15  : Les  différents  types  de vésicules  impliquées  dans  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 
Pendant  �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� les autophagosomes  peuvent  fusionner  avec 
différents  types  de vésicules . Ils  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  à la périphérie  cellulaire . Pour  pouvoir  
fusionner  avec les lysosomes,  ils  doivent  rejoindre  la périphérie  nucléaire  où  sont  
concentrés  les lysosomes  lors  de �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. Les autophagosomes  sont  
transportés  le long  des microtubules  grâce à 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 �O�·omégasome  dans  la membrane  du  RE permet  de générer  une  
membrane  isolée  (ou phagophore ). Le phagophore  va croître  �M�X�V�T�X�·�j se refermer  sur  lui -
même  formant  ainsi  �O�·autophagosome . Les autophagosomes  vont  ensuite  fusionner  avec 
les lysosomes  pour  former  les autolysosomes  dans  lesquels  le contenu  de la vésicule  
sera dégradé . 
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apparaissent dans la cellule seulement après 5 -10 minutes de privation en 

acides aminés (Mizushima et al., 2001) . Cette cinétique extrêmement rapide 

laisse à penser que les autophagosomes émanent de structures pré -

assemblées ou de str uctures  déjà existant es dans la cellule. Les 

autophagosomes sont formés simultanément à de multiples sites dans le 

cytoplasme (Mizushima et al., 2004) . Ceci suggère 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 être la source des 

membranes autophagosomales fut le RE suite à 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�� �S�O�X�V���� �X�Q�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �G�X�� �5�(�� �D�V�V�R�F�L�p�H�� �j�� �O�·�R�P�p�J�D�V�R�P�H����

DFCP1 (Double FYVE -Containing Protein 1), est également présente sur la 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�D�O�H���� �/�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H la microscopie électronique a 

permis de visualiser la présence de DFCP1 dans des régions 

�G�·�L�Q�W�H�U�F�R�Q�Q�H�[�L�R�Q�V�� �H�Q�W�U�H�� �O�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �Q�D�L�V�V�D�Q�W�V�� �H�W�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �G�X��

RE. �'�H�V�� �U�H�F�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�R�Q�V�� �W�R�P�R�J�U�D�S�K�L�T�X�H�V�� �R�Q�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �S�H�U�P�L�V�� �G�·�R�E�V�H�U�Y�H�U��

des connections entre les membranes autophagosomales et les me mbranes 

du RE (Ylä-Anttila et a l., 2009b) . Même si les détails moléculaires restent 

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

phagoph ores. Le modèle le plus convainqu ant pour le moment est que la 

�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�R�P�p�J�D�V�R�P�H�V�� �S�U�p�F�q�G�H�� �O�D��formation du phagophore, le  tout 

�D�E�R�X�W�L�V�V�D�Q�W���j���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H����Schéma 1 7). 

La membrane plasmique  : �/�·�p�T�X�L�S�H�� �G�X�� �'�U�� �5�X�E�L�Q�V�]�W�H�L�Q�� �D�� �U�D�S�S�R�U�W�p�� �T�X�H�� �O�H�V��

lipides de la membrane plasmique contribuaient directement à la formation 

�G�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���� �H�Q�� �S�D�U�W�L�F�X�O�L�H�U�� �J�U�k�F�H�� �j�� �O�·�L�Qteraction entre ATG16L et la 

chaîne lourde de la clathrine (une protéine constituant le «  manteau  » des 

�Y�p�V�L�F�X�O�H�V���G�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H���G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�H���G�H���O�D���F�O�D�W�K�U�L�Q�H����(Ravikumar et al., 2010a) . 

�(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�D�� �G�p�S�O�p�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�U�W�D�L�Q�V�� �J�q�Q�H�V�� �U�p�J�X�O�D�W�H�X�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H��

dépendante de la clathrine dimi �Q�X�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V��
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(Ravikumar et al., 2010b) . La membrane plasmiqu e semble donc également 

�S�D�U�W�L�F�L�S�H�U�� �j�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���� �&�H�F�L�� �S�H�X�W �V�·�D�Y�p�U�H�U�� �L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W��

�G�X�U�D�Q�W�� �G�H�V�� �S�p�U�L�R�G�H�V�� �G�H�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �D�F�F�U�X�H���� �R�•�� �O�D��

membrane plasmique pourrait constituer un «  grand réservoir de 

membrane s �ª�����V�D�Q�V���F�R�P�S�U�R�P�H�W�W�U�H���G�·�D�X�W�U�H�V���S�U�R�F�H�V�V�X�V���L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V���� 

La mitochondrie  : La mitochondrie a é galement été proposée pour être une 

source lipidique pour la constitution des autophagosomes. En �O�·�D�E�V�H�Q�F�H��

�G�·�D�F�L�G�H�V�� �D�P�L�Q�p�V�� �G�H�� �Q�R�P�E�U�H�X�V�H�V�� �F�R-localisations entre des marqueurs de  

mitochondries  et le marqueur autophagosomal LC3 ont été observées (Hailey 

et al., 2010) . De plus,  �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �G�L�Y�Hrses techniques de microscopie a  

permis de �Y�L�V�X�D�O�L�V�H�U�� �O�D�� �F�U�R�L�V�V�D�Q�F�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �S�U�R�F�K�H�V�� �G�H�V��

mitochondries (Hailey et al., 2010) . Il a été propos é que la mitochondrie  

pouvait  constitue r  un réservoir de lipides indispensable s à la croissance des 

autophagosomes, tel que le phosphatidyl -éthanolimine nécessaire à la 

lipidation de la protéine LC3.  

Autres sources  : �'�·�D�X�W�U�H�� �p�W�X�G�H�V�� �S�U�R�S�R�V�H�Q�W�� �T�X�H�� �G�H�V�� �F�R�Q�Q�Hctions entre 

certains organites pourrai ent participer à  la production de phagophores . En 

effet , �O�·�D�E�R�O�L�W�L�R�Q�� �G�Hs sites de contact  entre le RE et les mitochondries  inhibe 

�G�U�D�P�D�W�L�T�X�H�P�H�Q�W�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V��(Hailey et  al., 2010) . 

�'�·�D�X�W�U�H�V�� �K�\�S�R�W�K�q�V�H�V�� �P�H�W�W�H�Q�W�� �H�Q�� �D�Y�D�Q�W�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q �G�H�� �O�·�D�S�S�D�U�H�L�O�� �G�H�� �J�R�O�J�L��

(Yamamoto et al., 1990 , Geng et al., 2010) , des endosomes et de l �·�H�Q�Y�H�O�R�S�S�H��

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

�/�·�R�U�L�J�L�Qe des membranes autophagosomales reste une question ouverte et de 

nombreuses é quipes travaillent sur ce sujet.  La participation de plusieurs 

�R�U�J�D�Q�L�W�H�V�� �V�H�P�E�O�H�� �p�Y�L�G�H�Q�W�H�� �H�W�� �V�·�H�Q�W�U�H�F�U�R�L�V�H�� �V�R�X�Y�H�Q�W���� �,�O�� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W��

�O�D�U�J�H�P�H�Q�W�� �U�p�I�p�U�H�Q�F�p�� �T�X�H�� �O�·�R�U�L�J�L�Q�H�� �G�H�� �F�H�V�� �P�H�P�E�Uanes varie en fonction  du 

�P�R�G�q�O�H�� �G�·�p�W�X�G�H�� �X�W�L�O�L�V�p�� Le type cellulaire et l es conditions utilisées pour 

�L�Q�G�X�L�U�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��sont des  facteur s important s qui oriente nt  le choix du 

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

Du grec xeno, un préfixe se rapportant à «  �O�·�p�W�U�D�Q�J�H�U » et phagie  pour 

« manger  », la xénophagie désigne la dégradation par la voie autophagique 

�G�·�X�Q�� �P�L�F�U�R�R�U�J�D�Q�L�V�P�H�� �L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���� �&�H�V�� �P�L�F�U�R�R�U�J�D�Q�L�V�P�H�V�� �S�H�X�Y�H�Q�W�� �r�W�U�H�� �G�H�V��

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 pathogènes 

grâce à leur dégradation suite à la fusion des autopha gosomes (où sont 

séquestrés les microorganismes) avec les lysosomes (Svenning and 

Johansen, 2013) . De nombreuses études ont démontré la dégradation 

spécifique de bactéries (Shibutani and Yoshimori, 2014)  et de virus 

(Lennemann and Coyne, 2015)  �S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���W�D�Q�W��in vitro  �T�X�·in vivo . 

A- La xénophagie, une autophagie spécialisée dans 

�O�·élimination de pathogènes  

1- Généralité s  

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H : �/�R�U�V�� �G�·�X�Q�H�� �F�D�U�H�Q�F�H�� �Q�X�W�U�L�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H���� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

�L�Q�G�X�L�W�H�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H���� �'�H�V�� �E�R�X�W�V�� �G�H�� �F�\�W�R�S�O�D�V�P�H�� �V�R�Q�W�� �L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�p�V�� �D�X��

hasard dans les autophagosomes puis dégradés dans le but de produire 

�V�X�I�I�L�V�D�P�P�H�Q�W�� �G�·�p�Q�H�U�J�L�H�� �S�R�X�U�� �S�H�U�P�H�W�W�U�H�� �O�D�� �V�X�U�Y�L�H�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���� �(�Q revanche, il 

�H�[�L�V�W�H�� �X�Q�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�L�W�p�� �O�R�U�V�T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �S�R�X�U�� �p�O�L�P�L�Q�H�U�� �G�H�V��

éléments spécifiques du cytoplasme. Par exemple, des organelles 

endommagés, des agrégats de protéines, ou encore des pathogènes 

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

à des protéines adaptatrices qui permettent le rapprochement physique 

�H�Q�W�U�H�� �O�H�� �F�D�U�J�R�� �j�� �G�p�J�U�D�G�H�U�� �H�W�� �O�D�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H���� �'�·�X�Q�H�� �S�D�U�W, ces 

protéines adaptatrices se lient à des motifs spécifiques sur l e cargo (qualifiés 

de « eat-me signal  �ª�����H�W���G�·�D�X�W�U�H���S�D�U�W���D�X�[���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���/�&�����V�X�U���O�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���G�H�V��

autophagosomes grâce à leur  domaine  LIR (LC3 Interacting Region) (Boyle 

and Randow, 2013)  (Schéma 18 ). Ju squ'à présent seulement deux types de 

« eat-me signal  » ont été décrits  ���� �O�·�8�E�� �H�W�� �O�D�� �*�D�O����(Boyle and Randow, 2013) . 



Schéma  18  : Les  protéines  adaptatrices  permettent  la  sélectivité  de 
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 
Le cargo  à dégrader  est décoré  de récepteurs  moléculaires  qualifiés  de « eat-me signal  ». 
Les protéines  adaptatrices  possèdent,  �G�·�X�Q�H part,  des domaines  de liaison  aux  « eat-me 
signal  » et,  �G�·�D�X�W�U�H part,  des domaines  �G�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q avec la protéine  LC3 (domaines  LIR) 
qui  est ancrée  dans  la membrane  des autophagosomes . Grâce  à cette  double  interaction  
les protéines  adaptatrices  permettent  le recrutement  de la machinerie  autophagique  sur  
le cargo  à dégrader .   
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�/�H�� �Q�R�P�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H�� �Y�D�U�L�H�� �H�Q�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�X�� �V�X�E�V�W�U�D�W �T�X�·�H�O�O�H��

dégrade. Par exemple, mitophagie pour l a dégradation de mitochondries  ; 

péxophagie pour les péroxisomes ; agrégophagie  pour des agrégats de 

protéines ���� �R�X�� �H�Q�F�R�U�H�� �O�D�� �[�p�Q�R�S�K�D�J�L�H�� �S�R�X�U�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �G�·�p�O�p�P�H�Q�W�V��

�S�U�R�Y�H�Q�D�Q�W���G�H���O�·�H�[�W�p�U�L�H�X�U���G�H���O�D���F�H�O�O�X�O�H����tels que les pathogènes). Au travers de 

la dégradation de pathogènes, �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���X�Q���P�p�F�D�Q�L�V�P�H���j�� �S�D�U�W���H�Q�W�L�q�U�H��

�G�H���O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p���L�Q�Q�p�H���� 

2 Les mécanismes moléculaires  

�'�L�I�I�p�U�H�Q�F�H�V�� �D�Y�H�F�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �F�O�D�V�V�L�T�X�H : Les mécanismes moléculaires mis 

en jeu pendant la xénophagie partagent de nombreuses similitudes avec 

�F�H�X�[�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �F�O�D�V�V�L�T�X�H���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �$�7�*�� �V�R�Q�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W��

�U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�V�� �G�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �H�W�� �G�H�� �O�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �O�R�U�V�� �G�H��

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

protéines ATG sur le site de formation des autophagosomes, ne suit pas 

�H�[�D�F�W�H�P�H�Q�W�� �O�H�� �P�r�P�H�� �P�R�G�q�O�H�� �T�X�H�� �F�H�O�X�L�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �F�R�Q�Y�H�Q�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H����Par 

exemple , la protéine ATG16 est recruté e de manière indépendante du 

complexe ULK1 (Shibutani and Yoshimori, 2014) . Il existe également des 

différences mor �S�K�R�O�R�J�L�T�X�H�V���H�Q�W�U�H���O�D���[�p�Q�R�S�K�D�J�L�H���H�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���F�O�D�V�V�L�T�X�H�����,�O���D��

été montré q ue pendant la xénophagie des Streptococcus  du groupe A, les 

�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �I�R�U�P�p�V�� �V�R�Q�W�� �E�H�D�X�F�R�X�S�� �S�O�X�V�� �J�U�R�V�� �T�X�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

classique. En effet, les autophagosomes formés lo �U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �F�H�V��

�E�D�F�W�p�U�L�H�V�� �S�H�X�Y�H�Q�W�� �P�H�V�X�U�H�U�� �M�X�V�T�X�·�j�� ������ �—�P�� �H�W�� �X�Q�H�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�� �S�H�X�W�� �F�R�Q�W�H�Q�L�U��

plusieurs bactéries (Nakagawa et al., 2004) . Les autophagosomes formés lors 

�G�·�X�Q�H�� �F�D�U�H�Q�F�H�� �Q�X�W�U�L�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�� �H�X�[�� �R�Q�W�� �X�Q�� �G�L�D�P�q�W�U�H�� �G�H�� �O�·�R�U�G�U�H�� �G�X�� �P�L�F�U�R�P�qtre 

(soit dix fois plus petits). Enfin, la différence qui est certainement la plus 

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

protéines adaptatrices impliquées dans la xénophagie sont pour la pluparts 

les mêmes que celles qui pe �U�P�H�W�W�H�Q�W�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H�� �G�·�R�U�J�D�Q�H�O�O�H�V��

endomma �J�p�V���R�X���G�·�D�J�U�p�J�D�W�V���G�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�V. 

Les protéines adaptatrices de la xénophagie  : �-�X�V�T�X�·�j�� �S�U�p�V�H�Q�W���� �T�X�D�W�U�H��

protéines adaptatrices ont été décrites pour permettre la xénophagie de 

pathogènes  : P62, NDP52  (Nuc lear Dot Protein 52) , OPTN (optineurine)  et 



Schéma  19  : Domaines  des  protéines  adaptatrices  impliqués  dans  la  
xénophagie  
Les protéines  adaptatrices  impliquées  dans  la xénophagie  possèdent  toutes  un  domaine  
LIR,  exceptée la protéine  NDP52 qui  possède un  LIR non  canonique  appelé  CLIR. Les 
domaines  LIR permettent  aux  protéines  adaptatrices  �G�·�L�Q�W�H�U�D�J�L�U avec les protéines  de la 
famille  LC3/GABARAP  (qui  décorent  la membrane  autophagosomale ). Le domaine  CLIR 
ne permet  �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q �T�X�·�D�Y�H�F �O�·isoforme  LC3C. Les protéines  adaptatrices  possèdent  
également  des domaines  UBA  qui  leur  permettent  �G�·�L�Q�W�H�U�D�J�L�U avec des substrats  
ubiquitylés . La protéine  NDP52 présente  également  un  domaine  de liaison  à la Galectin -
8 lui  permettant  �G�·�r�W�U�H recrutée  sur  les membranes  endommagées .   
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TAX1BP1  (Tax1 Binding Protein 1) . Toutes ces protéines possèdent des 

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

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

qualifiées récemment comme étant un nouveau groupe de récepteurs de 

�O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p�� �L�Q�Q�p�H : le groupe des SLR ( P62/SQSTM1 -like receptors) (Deretic,  

2011) . En effet, �S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H�V�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W�� �O�D�� �U�H�F�R�Q�Q�D�L�V�V�D�Q�F�H�� �H�W�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q��

de pathogènes , ces protéines constituent une barrière d e défense lors de 

�O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �P�L�F�U�R�E�H�V��dans la cellule.  Parmi ces protéines, NDP52 possède 

cependant quelques particulari tés  

La protéine NDP52  : �7�R�X�W���G�·�D�E�R�U�G, NDP52 es t la seule protéine adaptatrice  à 

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

recruter la machinerie autophagique sur les membranes rompues par les 

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

différent des autres domaines LIR. �,�O���V�·�D�J�L�W���G�·�X�Q domaine  LIR non canonique 

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

19 ) qui  �L�Q�W�H�U�D�J�L�W�� �S�U�p�I�p�U�H�Q�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W�� �D�Y�H�F�� �O�·�L�V�R�I�R�U�P�H LC3C . Au  contraire, les 

autres protéines adaptatrices interagi ssent avec  plusieurs orthologues 

appartena nt à 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 l'absence d'un résidu aromatique dans le 

domaine  CLIR. �&�H�F�L�� �D�E�R�O�L�W�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �1�'�3������ �D�Y�H�F�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

LC3/GABA RAB �H�[�F�H�S�W�p�� �O�·�L�V�R�I�R�U�P�H�� �/�&���& (von Muhlinen 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 à se lier à la Gal8 et à recruter spécifiquement LC3C , la protéine 

NDP52 est donc unique parmi les protéines adaptatrices (von Muhlinen et 

al., 2013) .  

Rôles supplémentaires des protéines adaptatrices  : Certaines protéines 

�D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V�� �S�H�X�Y�H�Q�W�� �M�R�X�H�U�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �U�{�O�H�V�� �T�X�H�� �O�D��reconnaissance du cargo à 

dégrader. Par exemple, P62 est aussi décrite comme une protéine 

« échafaudage » dans la signalisation de la voie  �1�)�Ë�%�����(�Q���H�I�I�H�W����P62 possède 



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�X�W�R�S�K�D�J�L�H sélective  (grâce à leurs  recrutement  sur  les « eat me signal  ») selon  deux  
systèmes . Le premier  reconnaît  directement  la bactérie  grâce à son  ubiquitylation  et le 
second  détecte  les vésicules  rompues  par  la bactérie . En  effet,  grâce à leurs  domaines  
UBA  les protéines  p62 , NDP52, OPTN et TAX1BP1 sont  recrutées  sur  la bactérie  
ubiquitylée . La protéine  NDP52 reconnait  également  la Gal8 qui  décore  la vésicule  
rompue  contenant  la bactérie . Grâce  à leurs  domaines  LIR/CLIR,  les protéines  
adaptatrices  interagissent  avec les protéines  LC3 situées  sur  la membrane  des 
autophagosomes . �/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H de ces interactions  aboutit  au  recrutement  de la 
machinerie  autophagique  sur  la bactérie  à dégrader .    
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un domaine TBS (TRAF6 binding site) qui permet son interaction avec une 

ubiquitine ligase  �F�O�H�I���G�H���O�D���Y�R�L�H���1�)�Ë�% : TRAF6 (TNF receptor associated factor 

6) (Moscat et al., 2007) . �3�O�X�V�L�H�X�U�V�� �p�W�X�G�H�V�� �R�Q�W�� �P�R�Q�W�U�p�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H P62 

�G�D�Q�V�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �Y�R�L�H���1�)�Ë�% (Seibold and Ehrenschwender, 2015 , 

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

OPTN, en plus de leur rôle  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) (Mor riswood et al., 2007)  qui est 

impliqué dans la maturation et la fusion des autophagosomes avec les 

lysosomes (Tumbarello et al., 2012) .   

3 - Détection et dégradation du  pathogène  ���� �O�·�H�[�H�P�S�O�H�� �G�H�V�� �6�D�O�P�R�Q�H�O�O�H�V 

Salmonella enterica serovar Typhimurium  (S. Typhimurium ) est une 

entérobactérie, un bacille à gram négatif qui cause des gastro -entérites 

�V�p�Y�q�U�H�V���F�K�H�]���O�·�K�R�P�P�H����Après son internalisation cellulaire dans une  vésicule 

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

via  son T3SS  (type III 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�Q�Vertion du T3SS à  

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 où elle  ne se multipliera de manière efficace que si une 

autophagie fonctionnelle est absente des cellules infectées (Boyle and 

Randow, 2013) . �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·ATG5 �H�W�� �G�R�Q�F�� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H��

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H���� �O�D�� �U�p�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �E�D�F�W�p�U�L�H�� �Q�·�H�V�W�� �S�O�X�V�� �O�L�P�L�W�p�H��

(Birmingham et al., 2006) . La présence de la  salmonelle dans le cytoplasme 

est décelée par la cellule selon deux modèles, soit en détectant la SCV 

endommagée, soit en détectant directement la bactérie ( Schéma 20 ). Ces 

systèmes de détection  permettent le recrutement de la machinerie  

autophagique sur la bactérie �D�I�L�Q���G�H���O�·�p�O�L�P�L�Q�H�U��                    



Schéma  21  : Vue  �G�·�H�Q�V�H�P�E�O�H des  facteurs  impliqués  dans  la  détection  de  
Salmonella  
Schéma  détaillé  représentant  �O�·�H�Q�V�H�P�E�O�H des protéines  impliquées  dans  le recrutement  
de la machinerie  autophagique  sur  la salmonelle .  
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Détection de la vésicule rompue  ���� �&�R�P�P�H�� �Q�R�X�V�� �O�·�D�Y�R�Q�V�� �p�Y�R�T�X�p��

�S�U�p�F�p�G�H�P�P�H�Q�W���� �O�D�� �S�H�U�W�H�� �G�·�L�Q�W�p�J�U�L�W�p�� �G�H�V�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �H�V�W�� �G�p�W�H�F�W�p�H�� �S�D�U�� �G�H�V��

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

Gal3, ide �Q�W�L�I�L�p�H�� �S�R�X�U�� �r�W�U�H�� �U�H�F�U�X�W�p�H�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H��S. flexneri  sur les 

membranes rompues (Paz et al., 2010) , les Gal1,8 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 à recruter la machinerie autophagique  en lian t la protéine 

adaptatrice NDP52 (Schéma 20 ).  �/�D�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�V�� �6�&�9�� �D�� �G�·�D�X�W�U�H�V��

conséquences intracellulaire �V���L�Q�G�X�L�V�D�Q�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����7�R�X�W���G�·�D�E�R�U�G�����7�D�W�W�R�O�L���H�W��

al �����R�Q�W���G�p�P�R�Q�W�U�p���T�X�H���O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H��S. Typhimurium, la rupture de la SCV 

induit une carence en acides aminés intracellulaires et déclenche une 

autophagie dépendante de la voie mTOR (Tattoli et al., 2012) . Enfin, la 

p�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �H�W�� �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �Giacylglycérol (DAG) sur les SCV sont 

nécessaires au recrutement des protéines LC3 sur la salmonelle  (Shahnazari 

et al., 2010)  (Schéma 21 ).        

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

que 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 

�U�R�P�S�X���O�D���6�&�9���H�W���R�X���U�H�M�R�L�Q�W���O�H���F�\�W�R�V�R�O���V�R�Q�W���G�p�F�R�U�p�H�V���G�·�8�E��(Birmingham et al., 

2006; Perrin et al., 2004) . Trois protéi nes adaptatrices reconnaissent ces 

bactéries  dé�F�R�U�p�H�V�� �G�·�8�E�� �J�U�k�F�H�� �j�� �O�H�X�U�� �G�R�P�D�L�Q�H�� �8�%�$��: P62, �1�'�3������ �H�W�� �O�·OPTN 

(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  

évidence que  NDP52 permet le recrutement du complexe TBK1 sur la 

bactérie ubiquitinylée (Thurston et al., 2009) . TBK1 phosphoryle ensuite 

�O�·�2�3�7�1�� �V�X�U�� �X�Q�H sérine adjacente à son domaine LIR ce qui augmente son 
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efficacité de liaison à LC3 (Schéma 21 ) et par conséquent renforce 

�O�·�p�O�L�P�L�Q�D�W�L�R�Q de S. Typhimurium par autophagie (Rogov et al., 2013) . Une 

étude plus récente de ce même 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  manière indépendante 

les unes des autres sur la même bactérie (Cemma et al., 2011)  mais la 

�G�p�O�p�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�H�� �V�H�X�O�H�� �G�H�� �F�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �H�Q�W�U�D�v�Q�H�� �X�Q�H�� �K�\�S�H�U�S�U�R�O�L�I�p�U�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D��

bactérie (Gomes and Dikic, 2014) . Ceci suggère que ces protéines agissent en 

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

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

recrutement de la machinerie autophagique.  �/�·�X�E�L�T�X�L�W�L�Q�H�� �O�L�J�D�V�H�� �/�5�6�$�0���� �D��

été identifiée pour être 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 à la 

�V�W�D�E�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���1�'�3����-Ub-Bactérie (Huett et al., 2012)  (Schéma 

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

ubiquitinylée �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �S�R�V�V�L�E�O�H���� �&�·�H�V�W�� �O�H�� �F�D�V�� �G�·�$�7�*������ �G�R�Q�W�� �O�D�� �S�D�U�W�L�H�� �&-

terminale peut directement reconnaître les motifs Ub et par conséquent être 

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

2013)  (Schéma 21 ).    

B- Xénophagie et immunité  

1- �5�H�O�D�W�L�R�Q�V���H�Q�W�U�H���O�H�V���V�H�Q�V�H�X�U�V���G�H���O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p���L�Q�Q�p�H���H�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 

Le système immunitaire inné constitue la première ligne de défense contre 

l'invasion par des microorganismes intracellulaires. Il repose sur une grande 

famille de récepteurs: les PRR (Pattern Recognition Receptor)  capables de 

reconnaître des motifs portés par les pathogènes, les  PAMPs (Pathogen -

Associated Molecular Patterns) (Mogensen, 2009) ���� �/�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �Q�R�P�E�U�H�X�[��

�3�5�5���S�H�U�P�H�W���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�D���[�p�Q�R�S�K�D�J�L�H���D�I�L�Q���G�·�p�O�Lminer le pathogène invasif 

(Schéma 22 ) (Wileman, 2013) .  
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Les NRL : Les PRR NOD1 et NOD2 (Nucleotide binding and Oligomerization 

Domain) qui appartiennent à 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) ���� �/�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���1�2�'���� �H�W��

NOD2 par  Shigella flexneri  �S�H�U�P�H�W�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�·�$�7�*������ �j�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H��

plasm �L�T�X�H�� �D�I�L�Q�� �G�·�L�Q�L�W�L�H�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�X�U�� �O�H�� �O�L�H�X�� �G�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�D�� �E�D�F�W�p�U�L�H��

(Travassos et al., 2010)  (Schéma 22 ) . Des mécanis mes similaires ont été 

observés chez la drosophile (Yano et al., 2008) , ce qui  suggère que ce 

�P�p�F�D�Q�L�V�P�H�� �G�H�� �G�p�I�H�Q�V�H�� �D�Q�W�L�E�D�F�W�p�U�L�H�Q�� �D�� �p�W�p�� �F�R�Q�V�H�U�Y�p�� �D�X�� �F�R�X�U�V�� �G�H�� �O�·�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q��

       

�/�·�L�Q�I�O�D�P�P�D�V�R�P�H : �/�·�L�Q�I�O�D�P�P�D�V�R�P�H�� �H�V�W�� �X�Q�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

oligomérique s formé suite à la reconnaissance des PAMP par les NLR. I l 

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

���Ã�� �H�W�� �,�/-������ �S�D�U�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R-caspase -1 (van de Veerdonk et al., 

2011) ���� �'�H�� �Q�R�P�E�U�H�X�V�H�V�� �p�W�X�G�H�V�� �R�Q�W�� �P�R�Q�W�U�p�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�O�D�P�P�D�V�R�P�H��

p�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�W���Y�L�F�H et versa (Yuk and Jo, 2013)  (Schéma 22 ).  

Les TLR : �/�
�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�X�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �r�W�U�H�� �D�F�W�L�Y�p�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�
�H�Q�W�U�p�H�� �G�·�D�J�H�Q�W�V��

pat hogènes 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 �S�D�U�� �O�H�� �7�/�5���� �D�F�W�L�Y�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

(Xu et al., 2007)  (Schéma 22 ).�/�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �7�/�5�������������� �G�H�V�� �U�p�F�H�S�W�H�X�U�V��

endos omaux connus pour détecter les ARN viraux double brin (pour le TRL3) 

�H�W���V�L�P�S�O�H���E�U�L�Q�����S�R�X�U���O�H���7�5�/�����H�W�����������L�Q�G�X�L�W���D�X�V�V�L���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H �O�R�U�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V��

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

�G�H�� �G�p�W�H�F�W�L�R�Q�� �H�W�� �G�·�p�O�L�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �S�D�W�K�R�J�q�Q�H�V�� �V�H�P�E�O�H�Q�W�� �r�W�U�H�� �W�U�q�V�� �F�R�Q�V�H�U�Y�p�V��

�S�X�L�V�T�X�·�L�O�V�� �V�R�Q�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �S�U�p�V�H�Q�W�V�� �F�K�H�]�� �O�D�� �G�U�R�V�R�S�K�L�O�H���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�D�� �G�p�W�H�F�W�L�R�Q��

du VSV  (Vesicular Stom atitis Virus)  �S�D�U���O�H���7�/�5�����S�H�U�P�H�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���G�·�L�Q�G�X�L�U�H��

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

  

Les RLR : La détection de virus à ARN dans le cytosol est souvent due à la 

reconnaissance de leur génome par les senseurs de la famille des RLR (RIG -I 

Like Receptor) tel que RIG -I (Retinoic acid -Inducible Gene 1) (Takeuchi and 



Schéma  22  : Activation  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H par  les  PRR 
La détection  de microorganismes  par  les senseurs  de �O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p innée  peuvent  
également  participer  à �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. �/�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q des NRL (NOD1/ 2), TLR 
(TLR3/ 7/ 8/ 4) et autres  senseurs  �G�·�$�'�1 microbien  (cGAS) peuvent  induire  �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de 
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H afin  de dégrader  le pathogène  détecté . Les voies de signalisation  conduisant  
à �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q de �O�·inflammasome  et à �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H �V�·�H�Q�W�U�H�F�U�R�L�V�H�Q�W. Par 
conséquent,  �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q de �O�·inflammasome  semble  réguler  �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H et 
vice et versa . �/�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H peut  également  réguler  la réponse  
inflammatoire  en altérant   �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q de certains  NLR tel  que  RIG-I.   
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Akira, 2008) . Une fois activés,  ces senseurs active nt  la voie de  signalisation  

�F�R�Q�G�X�L�V�D�Q�W�� �j�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�L�Q�W�H�U�I�p�U�R�Qs de type I (IFN -�Â�� �H�W�� �,�)�1-�Ã���� La 

délétion d es protéines ATG5 et ATG7 induit  �X�Q�H���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���D�E�H�U�U�D�Q�W�H���G�·�,�)�1-I 

d�X�U�D�Q�W���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��par le  VSV. �$���O�·�L�Q�Y�H�U�V�H�� �O�D���V�X�U�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�·�$�7�*�����H�W���G�·�$�7�*����

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

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

�G�·�,�)�1���G�H���W�\�S�H���,�� �H�Q��interagissant directement RIG-I (Jounai et al., 2007) . Ces 

résultats suggèrent que certaines protéines ATG peuvent réguler 

négativement la réponse antivirale induite  par les RLR.  

Autres senseurs:  �/�D�� �G�p�W�H�F�W�L�R�Q�� �G�·�$�'�1�� �F�\�W�R�V�R�O�L�T�X�H�� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �D�V�V�R�F�L�p�H�� �j��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �/�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�*�$�6�� �H�V�W�� �F�D�S�D�E�O�H de détecter l'ADN cytosolique et 

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

d'IFN -I (Ma and Damania, 2016) . Le rôle de la voie cGAS -STING dans 

�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�X�U�D�Q�W�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H�� �D récemment été 

démontré. cGAS interagit avec la  Beclin1 , cette interaction perme t de limiter 

�O�D�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �,�)�1�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �G�X�� �+�6�9-1(Herpes Simplex Virus 1)  et 

�S�H�U�P�H�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���G�·�L�Q�G�X�L�U�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���D�I�L�Q���G�·�p�O�L�P�L�Q�H�U���O�H���Y�L�U�X�V (Liang et al., 

2014) . Une autre étude a démontré que la détection de M. tuberculosis  par 

cGAS �S�H�U�P�H�W�W�D�L�W�� �O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �Eactérie et sa  dégradation par la 

xénophagie induite  par P62 et NDP52 (Watson et al., 2012) . En effet, en 

�O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �6�7�,�1�*, la bactérie �Q�·�H�V�W�� �S�O�X�V�� �U�H�F�R�Q�Q�X�H�� �S�Dr les protéines 

adaptatrices �H�W���G�R�Q�F���Q�·�H�V�W���S�O�X�V���G�p�J�U�D�G�p�H���S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H (Schéma 22 ).  

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 première fois dans des cellules 

phagocytaires (Sanjuan et al.,  2007) . Cette étude a démontré que 

�O�·�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �E�D�F�W�p�U�L�H�V�� ��Escherichia coli  ) 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 à 10 

�P�L�Q�� �D�S�U�q�V�� �O�·�L�Q�Wernalisation des microorganismes  (Schéma 2 3). La présence 



Schéma  23  : La phagocytose  associée  aux  protéines  LC3 (LAP) 
Lors  de la phagocytose  de certains  pathogènes,  les protéines  LC3 peuvent  être  recrutées  
sur  le phagosome . Ce recrutement  semble  promouvoir  la maturation  des vésicules  ainsi  
que  la dégradation  du  pathogène  capturé  par  les cellules  phagocytaires . La LAP est 
différente  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H « conventionnelle»  �S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H �Q�·�L�P�S�O�L�T�X�H pas la formation  de 
vésicules  à doubles  membranes  telles  que les autophagosomes .   
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de LC3 sur les phagosomes améliore la maturation des vésicules ainsi que la 

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

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

�S�R�X�U�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �S�D�W�K�R�J�q�Q�H�V�� �W�H�Os que Mycobacterium marinum  (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�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���F�O�D�V�V�L�T�X�H���F�D�U���H�O�O�H���Q�·�Hst pas associée à la formation de vésicules 

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

and Yoshimori, 2014) �����'�·�X�Q���S�R�L�Q�W���G�H���Y�X�H���P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H�����O�D���/�$�3���Q�H���U�H�T�X�L�H�U�W���S�D�V��

toutes les protéines ATG pour son fonctionnement. Par exemple, le complexe 

�8�/�.���� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�� �D�O�R�U�V�� �T�X�H�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �$�7�*������ATG7 et Beclin1 

sont indispensables (Martinez et al., 2011) . Outre son implication dans la 

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

�G�D�Q�V�� �O�·�p�O�L�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �P�R�U�W�H�V��(Martinez et al., 2011) , la sécrétion 

�G�·�,�)�1�� �G�H�� �W�\�S�H�� �,��(Henault et al., 2012)  ou encore la présentation antigénique 

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

3 - La présentation antigénique  

En plus des lie �Q�V�� �p�W�U�R�L�W�V�� �H�[�L�V�W�D�Q�W�� �H�Q�W�U�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�W�� �O�H�V�� �D�F�W�H�X�U�V�� �G�H��

�O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p�� �L�Q�Q�p�H���� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �F�R�Q�W�U�L�E�X�H�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �j�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D��

réponse immunitaire adaptative (Münz, 2016) . Elle participe à la 

�S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�Q�W�L�J�q�Q�H�V�� �S�D�U�� �O�H�V�� �$�3�&�� ���$�Q�W�L�J�H�Q�� �S�U�H�V�H�Q�W�L�Q�J�� �&�H�O�O���� �D�X�[��

lymphocytes T lor s de certaines infections virale s ou bactériennes et est 

�U�H�T�X�L�V�H�� �S�R�X�U�� �O�D�� �P�L�V�H�� �H�Q�� �S�O�D�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �D�G�D�S�W�D�W�L�Y�H�� �H�I�I�L�F�D�F�H���� �/�H�� �S�U�H�P�L�H�U��

�H�[�H�P�S�O�H�� �G�p�P�R�Q�W�U�D�Q�W�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q��

antigénique dans un contexte infectieux fut découvert  �S�D�U�� �O�·�p�T�X�L�S�H�� �G�H�� �&����

�0�•�Q�]�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�(�%�9�� ���(�S�V�W�H�L�Q�� �%�D�U�U�� �Y�L�U�X�V������ �&�H�V�� �F�K�H�U�F�K�H�X�U�V�� �R�Q�W��

�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�Q�W�U�D�v�Q�H�� �X�Q�H�� �G�L�P�L�Q�X�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �7�� �&�'������ �S�D�U�� �O�H�� �&�0�+-II (Paludan et al., 2005) . 

�/�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���U�p�S�R�Q�V�H���D�G�D�S�W�D�W�L�Y�H���L�P�S�O�L�T�X�D�Q�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���D���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���p�W�p��

démontrée  �O�R�U�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V���S�D�U���O�H VIH (Blanchet and Piguet, 2010; Blanchet 

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

�X�Q�H���p�W�X�G�H���S�O�X�V���U�p�F�H�Q�W�H���D���P�R�Q�W�U�p���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�U�P�H�W�W�D�L�W���O�D���S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q��



Schéma  24  : Implication  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H dans  la  présentation  antigénique  
Lors  de la dégradation  de pathogènes  intracellulaires  par  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� les 
produits  de dégradation  générés peuvent  constituer  des peptides  microbiens . Ces 
peptides  peuvent  être  adressés  aux  molécules  du  CMH -II  grâce à la  fusion  des 
vésicules  autophagiques  avec des vésicules  contenant  les molécules  du  CMH -II . 
Par conséquent  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H participe  à �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q des cellules  de �O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p 
adaptative  via  la présentation  antigénique .   
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�G�·�D�Q�W�L�J�q�Q�H�V�� �L�Q�F�R�U�S�R�U�p�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �G�H�V�� �$�G�9��(Klein et al., 2016) . �'�·�X�Q��

point de vue cellulaire, les microorganismes capturés par les phagophores 

vont être 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 -II 

(Complexe Majeur Histocompatibilité) où les peptides  microbiens 

précédemment générés peuvent y être chargés (Schéma 2 4). Le complexe 

CMH -II/Antigène est ensuite transporté à la membrane plasmique où il va 

�S�H�U�P�H�W�W�U�H�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �7�� �&�'������(Münz, 2016) . La présentation 

antigénique grâce au CMH -I peut également être connect �p�H�� �j�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

�Q�R�W�D�P�P�H�Q�W���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�+�6�9-1 (English et al., 2009b) �����/�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q��

�G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�D�Q�V���O�D���S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q���D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H���O�R�U�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H��

a également été mis e en évidence (Münz, 2012)  même si ce mécanisme a été 

�S�O�X�V���R�E�V�H�U�Y�p���O�R�U�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qs virale s.     

4 - La xénophagie et la réponse interféron   

La réponse interféron  : �/�H�V�� �L�Q�W�H�U�I�p�U�R�Q�V�� ���G�H�� �O�·�D�Q�Jlais « to interfere  » : 

�H�P�S�r�F�K�H�U���� �J�r�Q�H�U���� �V�·�R�S�S�R�V�H�U�� �j���� �R�Q�W�� �p�W�p�� �O�H�V�� �S�U�H�P�L�q�U�H�V�� �F�\�W�R�N�L�Qes découvertes. 

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

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

système immunitaire et perme ttent  �O�D���P�L�V�H���H�Q���S�O�D�F�H���G�·�X�Q�H���U�p�S�R�Q�V�H���D�Q�W�L�Y�L�U�D�O�H��

�U�D�S�L�G�H�����/�H�V���,�)�1���G�H���W�\�S�H�������V�R�Q�W���V�p�F�U�p�W�p�V���S�D�U���G�H�V���O�\�P�S�K�R�F�\�W�H�V�����S�R�X�U���O�·�,�)�1-�Â�����H�W��

par des cellules épithéliales ou par des �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�H�V�� ���S�R�X�U�� �O�·�,�)�1-�Ã������ �/�D��

reconnaissance des virus par les PRR enclenche les voies de signalisation 

�P�H�Q�D�Q�W�� �j�� �O�D�� �V�\�Q�W�K�q�V�H�� �G�·�,�)�1�� �G�H�� �W�\�S�H�� �,�� ��Schéma 2 5). Les IFN sont ensuite 

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

reco�Q�Q�D�L�V�V�D�Q�F�H�� �S�H�U�P�H�W�� �G�·�D�F�W�L�Y�H�U�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�V�� �J�q�Q�H�V�� �,�6�*�� ��Schéma 2 5). 

Les ISG codent pour diverses protéines antivirales . Par exemple , �O�·�H�Q�]�\�P�H��

���·�����·-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 -I et CMH -II ce 

�T�X�L�� �S�H�U�P�H�W�� �G�·�D�X�J�P�H�Q�W�H�U�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p�� �D�G�D�S�W�D�W�L�Y�H��(Randall and 



Schéma  25  : La réponse  interféron  de type  I  
La détection  des virus  par  les PRR induit  une  signalisation  dépendante  des 
facteurs  de transcription  NFkB , IRF3-7 et IRF5-7, conduisant  à la 
transcription  des gènes codant  les interférons  de type  I. Une  fois  sécrétés,  
les IFN-I se lient  à leurs  récepteurs  à la surface  des cellules . Cette  liaison  
active  la voie JAK/STAT  qui  induit  la  transcription  des gènes stimulés  par  
�O�·�,�)�1 (ISG). Ces gènes codent  un  panel  de protéines  antivirales  qui  vont  
permettre  de limiter  la  réplication  du  virus . 
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Goodbourn, 2008) . Les IFN de type 2 (IFN -�Ä���� �V�R�Q�W�� �V�p�F�U�p�W�p�V�� �S�D�U�� �O�H�V��

lymphocytes T et les cellules NK (Natural -Killer)  ; ils vont permettre de 

�U�H�F�U�X�W�H�U�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �H�I�I�H�F�W�U�L�F�H�V�� �G�H�� �O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p�� ���F�H�O�O�X�O�H�V�� �7���� �P�D�F�U�R�S�K�D�J�H�V���� �1�.����

pour éliminer les cellules infectées. Ainsi, ensemble les IFN de type I et de 

�W�\�S�H���,�,�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W���G�H���O�L�P�L�W�H�U���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���Y�L�U�D�O�H���� �H�Q���E�O�R�T�X�D�Q�W���O�D���U�p�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H�V��

virus et en détruisant les cellules infectées.   

�,�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H : �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�X�W�� �S�U�R�P�R�X�Y�R�L�U�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q��

�G�·�,�)�1�� �G�H�� �W�\�S�H�� ���� �H�Q�� �I�R�X�U�Q�L�V�V�D�Qt des PAMP aux PRR. Par exemple, lors de 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��par le  VSV, les autophagosomes séquestrent des ARN viraux et 

les délivrent au TRL7 lors de la fusion autophagosomes -endosomes. Ceci 

�F�R�Q�G�X�L�W���j�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�,�)�1-I (Lee et al., 2007a) . Dans certains contextes, 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�X�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �L�Q�K�L�E�H�U�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�,�)�1�� �G�H�� �W�\�S�H�� �,���� �/�R�U�V�� �G�H��

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �9�+�&�� ���9�L�U�X�V�� �G�H�� �O�·�+�p�S�D�W�L�W�H�� �&���� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �V�X�L�W�H�� �j�� �X�Q��

stress de RE semble inhiber la réponse IFN (Ke and Chen, 2011b) . En effet, 

�O�R�U�V�T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���L�Q�K�L�E�p�H���O�D���V�p�F�U�p�W�L�R�Q���G�·�,�)�1-�Ã���G�X�H���j���O�D���U�H�F�R�Q�Q�D�L�V�V�D�Q�F�H��

du VHC par RIG -I est plus importante  ; a contrario �T�X�D�Q�G�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W��

stimulée , �O�D�� �V�p�F�U�p�W�L�R�Q�� �G�·�,�)�1-�Ã�� �H�V�W�� �L�Q�K�L�E�p�H��(Ke and Chen, 2011a) . L�·�,�)�1-�Â 

quant à lui  promeut la fusion des autophagosomes avec les endosomes , ce 

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

endosomale  �G�H�V���3�$�0�3���H�W���S�D�U���F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���G�·�D�P�S�O�L�I�L�H�U���O�D���U�p�S�R�Q�V�H���L�Q�W�H�U�I�p�U�R�Q���G�H��

type I  (Desai et al., 2011) . Ces interconnex ions entre la réponse immunitaire 

�D�Q�W�L�Y�L�U�D�O�H���H�W���O�D���[�p�Q�R�S�K�D�J�L�H���V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�X�W���M�R�X�H�U���X�Q���U�{�O�H���F�O�H�I��

durant les infections virales. En effet, plusieurs études démontrent que 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�Le peut avoir un rôle antiviral mais également pro -viral.    

C- Xénophagie et les virus   

1-�5�{�O�H���D�Q�W�L�Y�L�U�D�O���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�X�W�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�U�� �D�X�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �Y�L�U�D�O�H�V�� �V�H�O�R�Q�� �G�H�X�[��

modèles, soit en activant la réponse immune (se conférer au  paragraphe 

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

�(�[�H�P�S�O�H�V�� �G�H�� �U�{�O�H�� �D�Q�W�L�Y�L�U�D�O�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H : Historiquement, une des  

première protéine s  mammifère s �G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����O�D���%�H�F�O�L�Q�����D���p�W�p���G�p�F�R�X�Y�H�U�W�H��
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dans le contexte de l�·infection du système nerveux central par un virus 

�H�Q�Y�H�O�R�S�S�p���j���$�5�1�����O�H���Y�L�U�X�V���6�L�Q�G�E�L�V�����/�R�U�V���G�H���F�H�W�W�H���p�W�X�G�H�����O�·�p�T�X�L�S�H���G�H���%�����/�H�Y�L�Q�H��

�D�� �F�R�Q�V�W�D�W�p�� �T�X�H�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �I�R�U�F�p�H�� �G�H�� �O�D�� �%�H�F�O�L�Q���� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�H�U�Y�H�D�X�� �G�H�� �V�R�X�U�L�V��

�U�p�G�X�L�V�D�L�W���O�H�� �W�L�W�U�H�� �Y�L�U�D�O�� �H�W���S�U�R�W�p�J�H�D�L�W���O�D�� �V�R�X�U�L�V�� �G�·�Xne encéphalite fatale causée 

par le virus (Liang et al., 1998) . Plus récemment, cette même équipe a mis en 

�p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �O�D�� �Q�H�X�U�R�Y�L�U�X�O�H�Q�F�H�� �G�H�� �F�H��virus chez la 

souris. En effet,  �O�D�� �S�H�U�W�H�� �G�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�� �G�·�$�7�*���� �G�D�Q�V��les neurones des souris  

infecté es �D�X�J�P�H�Q�W�H�� �O�D�� �V�X�V�F�H�S�W�L�E�L�O�L�W�p�� �G�H�� �O�·�D�Q�L�P�D�O�� �j�� �G�p�Y�H�O�R�S�S�H�U�� �X�Q�H�� �L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��

létale.  �/�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�$�7�*���� �Q�·�D�I�I�H�F�W�H�� �S�D�V�� �O�D�� �U�p�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �P�D�L�V�� �H�V�W��

associée à 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 grâce au recrutement des 

autophagosomes (Orvedahl et al., 2010) . Ensemble, ces résultats in vivo  et in 

vitro  �V�X�J�J�q�U�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�U�R�W�q�J�H�� �F�R�Q�W�U�H�� �O�D�� �S�D�W�K�R�J�p�Q�L�F�L�W�p�� �G�X�� �Y�L�U�X�V��

Sindbis en dégradant les protéines virales et en empêchant la mort cellulaire 

�L�Q�G�X�L�W�H���S�D�U���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� La dégradation de co mposants viraux individuels (tels 

�T�X�H�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V���� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �G�p�V�L�J�Q�p�H�� �S�D�U�� �O�H�� �W�H�U�P�H��

« virophagie  » (Ma et al., 2013) . La virophagie est également présente lors de 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�H���9�,�+���T�X�L���H�V�W���X�Q���Y�L�Uus envelopp é appartenant à la 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 système Ub -P62-LC3 (Sagnier et al., 2015) . Dans le contexte des 

�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V���Y�L�U�D�O�H�V�����O�D���Y�L�U�R�S�K�D�J�L�H���V�H�P�E�O�H���S�O�X�V���I�U�p�T�X�H�Q�W�H���H�W���S�O�X�V���D�G�D�S�W�p�H���T�X�·�Xne 

autophagie sélective de la particule virale entière pour lutter contre la 

réplication des virus.  Il existe de nombreux exemple s de virus où 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�U�P�H�W�� �G�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�U�� �O�D�� �U�p�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

perme t 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 à ADN ont aussi été décrits pour induire 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �O�H�� �9�=�9�� ��Varicella -�=�R�V�W�H�U�� �9�L�U�X�V���� �L�Q�G�X�L�W�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�X�L�W�H�� �j�� �X�Q��

stress du RE (Carpenter et al., 2011) ���� �R�X�� �H�Q�F�R�U�H�� �O�·�+�6�9-1 qui induit une 
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autophagie incomplète (Santana et al., 2012) . �(�Q�� �U�H�Y�D�Q�F�K�H���� �M�X�V�T�X�·�j�� �S�U�p�V�H�Q�W��

�D�X�F�X�Q�H�� �p�W�X�G�H�� �Q�·�D�� �G�p�P�R�Q�W�U�p�� �F�O�D�L�U�H�P�H�Q�W�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �R�X�� �G�H��

leurs composants viraux.  

Conservation de  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �D�X�� �F�R�X�U�V�� �G�H�� �O�·�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q : �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �M�R�X�H��

�p�J�D�O�H�P�H�Q�W���X�Q�� �U�{�O�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H�� �G�H�V�� �Y�p�J�p�W�D�X�[���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��

�G�·Arab idopsis par  �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �7�0�9�� ���7�R�E�D�F�F�R�� �0�R�V�D�L�F�� �9�L�U�X�V���� �L�Q�G�X�L�W�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

dans les zones infectées et les tissus adja cents. Des plantes déficientes pour 

les gènes Beclin1 , PI3K/Vsp34 , ATG3 ou ATG7 sont plus sensibles à 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�H�� �7�0�9��(Liu et al., 2005) , �V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�R�X�U�U�D�L�W��

aussi avoir un rôle antiviral chez les végétaux. Une étude menée chez la 

drosophile a  �P�R�Q�W�U�p���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�U�P�H�W���D�X�V�V�L���G�H���S�U�R�W�p�J�H�U���F�H�V dernières 

�G�·�X�Q�H�� �L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �D�X�� �9�6�9���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �X�Q�H�� �L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �L�Q�G�X�L�W�� �X�Q�H��

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�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�U�P�H�W�� �O�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �F�K�H�]�� �O�H�V��

arthropodes.  �/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H���F�H�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V���G�p�P�R�Q�W�U�H���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���M�R�X�H���X�Q��

rôle clef dans le contrôle des infections viral es et ceci face à des virus de 

�G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�V�� �I�D�P�L�O�O�H�V�� �H�W�� �G�·�K�{�W�H�V�� �W�R�X�W�� �j�� �I�D�L�W�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V�� ���P�D�P�P�L�I�q�U�H���� �S�O�D�Q�W�H����

�G�U�R�V�R�S�K�L�O�H�������F�R�Q�I�L�U�P�D�Q�W���X�Q�H���I�R�L�V���G�H���S�O�X�V���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���X�Q���P�p�F�D�Q�L�V�P�H��

�F�R�Q�V�H�U�Y�p���D�X���F�R�X�U�V���G�H���O�·�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q�� 

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �X�Q�H�� �F�L�E�O�H�� �W�K�p�U�D�S�H�X�W�L�T�X�H : La redondance du rôle antiviral de 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�X�W�� �r�W�U�H�� �X�W�L�O�L�V�p�H�� �S�R�X�U�� �O�D�� �P�L�V�H�� �H�Q�� �S�O�D�F�H�� �G�H�� �Q�R�X�Y�H�O�O�H�V�� �V�W�U�D�W�p�J�L�H�V��

�D�Q�W�L�Y�L�U�D�O�H�V���� �$�� �F�H�W�� �H�I�I�H�W�� �O�·�H�T�X�L�S�H�� �G�H�� �%���� �/�H�Y�L�Q�H�� �D�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�p�� �X�Q�� �S�H�S�W�L�G�H�� �L�Q�G�X�L�V�D�Q�W��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� ���7�D�W-Beclin1) qui limite de 10 à 50 fois la réplica tion de 

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

Sindbis) ���� �/�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�� �S�H�S�W�L�G�H�� �D�X�J�P�H�Q�W�H�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �O�D�� �V�X�U�Y�L�H�� �G�H�� �V�R�X�U�L�V��

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

2013) . Cette approche thérapeutique présente tout de même certaines 

limites. En effet , �X�Q�H���G�p�U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�X�W���L�Q�G�X�L�U�H���G�H�V���Wroubles 

métaboliques importants de la cellule et  de nombreux virus ont développé 

des stratégies pou �U���O�L�P�L�W�H�U���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��de façon à  échapper à 

sa dégradation.    



Schéma  26  : Contre -mesures  virales  pour  inhiber  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 
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�X�L�U�H la dégradation  de la protéine  
adaptatrice  p62 . �'�·�D�X�W�U�H�V virus  (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-I,  HIV,  MHV -68 , KSVH,  ou  encore  le CMV) codent  des protéines  capables  
�G�·�L�Q�W�H�U�D�J�L�U avec la Beclin 1 �O�·�H�P�S�r�F�K�D�Q�W ainsi  de jouer  son  rôle  dans  �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de 
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H  

  

Dégradation 
de p62 
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2- �&�R�Q�W�U�H�P�H�V�X�U�H�V���Y�L�U�D�O�H�V���S�R�X�U���L�Q�K�L�E�H�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�������� 

�/�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �R�Q�W�� �P�L�V�� �D�X�� �S�R�L�Q�W�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�V�� �V�W�U�D�W�p�J�L�H�V�� �S�R�X�U�� �D�O�W�p�U�H�U�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� Ces stratégies peuvent viser  diverses protéines impliquées dans 

�O�H���S�U�R�F�H�V�V�X�V���G�H���G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���G�X���Y�L�U�X�V���S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H (Schéma 26 ).  

Dégradation de P62 : Certains virus ciblent la protéine adaptatrice P62 afin 

�G�·�p�Y�L�W�H�U�� �O�H�X�U�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H (Schéma 26 ). Les 

entérov irus CVB3 (coxsackievirus B3) codent pour une protéase qui clive P62 

�O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���Y�L�U�D�O�H (Shi et al., 2013) . Le virus de la Dengue (DENV)  lui, 

induit la dégradation progressive de P62 par le protéasome au cours de 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��(Metz et al., 2015) . Dans les deux cas, cette dégradation empêche 

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

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

Altération de la formation et de la maturation des autophagosomes  : 

�'�·�D�X�W�U�Hs virus interfère nt  avec la formation des autophagosome s (Schéma 

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

LC3 ce �T�X�L�� �D�O�W�q�U�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V. Des observations en  

�P�L�F�U�R�V�F�R�S�L�H���p�O�H�F�W�U�R�Q�L�T�X�H���P�R�Q�W�U�H�Q�W���T�X�H���F�H�W�W�H���O�L�S�L�G�D�W�L�R�Q���Q�H���V�·�D�F�F�R�P�S�D�J�Q�H pas 

�G�H�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �S�X�L�V�T�X�H�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �V�R�Q�W��

dépourvues de vésicules à double m embrane  (Moloughney et al., 2011) . Le 

virus IAV (Influenza A Virus)  lui,  provoque une accumulation 

�G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���H�Q���E�O�R�T�X�D�Q�W���O�H�X�U���I�X�V�L�R�Q���D�Y�H�F���O�H�V���O�\�V�R�V�R�P�H�V via  sa protéine 

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�·�L�Q�W�H�U�D�J�L�U�� �D�Y�H�F�� �/�&��, cette interaction induit une relocalisation de LC3 à la 

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

La Becli n1, un e cible virale commune  : La Beclin1 est la protéine la plus 

�F�L�E�O�p�H�� �S�D�U�� �O�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �S�R�X�U�� �L�Q�K�L�E�H�U�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H (Schéma 26 ). 

L�·�+�6�9-���� �F�R�G�H�� �S�R�X�U�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �,�&�3���������� �T�X�L�� �V�H�� �O�L�H�� �j�� �O�D�� �%�H�F�O�L�Q���� �H�W�� �O�·�H�P�S�r�F�K�H��

�G�·�H�[�H�U�F�H�U���V�R�Q���U�{�O�H���G�D�Q�V���O�D���J�p�Q�p�U�D�W�L�R�Q���G�Hs autophagosomes. Un virus mutant 

codant pour une ICP34.5 incapable de lier la Becline1 présente une 

�Y�L�U�X�O�H�Q�F�H�� �D�W�W�p�Q�X�p�H�� �F�K�H�]�� �O�D�� �V�R�X�U�L�V�� �V�X�J�J�p�U�D�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��
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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 Beclin1. C ette 

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

fusion entre le lysosome et les autophagosomes  (Kyei et al., 2009) . �'�·�D�X�W�U�H�V��

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

(qui est une protéine inhibitrice de la Beclin1). Par exemple, la protéine M1 1 

�G�H�V�� �Ä-MHV68 ( �P�X�U�L�Q�H�� �Ä-herpesvirus 68 ) (Su et al., 2014)  ou encore la 

protéine orf16 des KSHV  (Ku et al., 2008) . Ces homologues viraux de Bcl2 

lient la Beclin1  �H�W�� �S�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���� �L�Q�K�L�E�H�Q�W�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H����Le 

CMV (cytomégalovirus) code également pour des protéines (IRS1 et TRS1) 

capables de lier la Béclin1. Ces interactions une fois de plus, bloquent la 

�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �G�X�U�D�Q�W�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���� �/�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �P�X�W�D�Q�W�V�� �R�•�� �F�H�V��

protéine s sont absentes ou délétées de leurs motifs BBD (Becline1 Binding 

Domain) ne contrôlent plus  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Mouna et al., 2016) . De manière 

�V�X�U�S�U�H�Q�D�Q�W�H�����O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���Q�·�H�V�W���S�D�V���X�Q���D�Y�D�Q�W�D�J�H���S�R�X�U���O�H���&�0�9����

�H�O�O�H�� �G�L�P�L�Q�X�H�� �O�·infectivité du virus. Au contraire, une stimulation de 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���E�p�Q�p�I�L�T�X�H���S�R�X�U���O�H���Y�L�U�X�V���H�W���D�X�J�P�H�Q�W�H���V�D���U�p�S�O�L�F�D�W�L�R�Q��(Mouna et 

al., 2016) �����&�H�V���R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V���V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H peut également avoir 

un rôle pro viral .  

3 - R�{�O�H���S�U�R�Y�L�U�D�O���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H                                   

L'autophagie a probablement maintenu une pression sélective sur les virus à 

travers des milliers  d'années de co -évolution avec leurs hôtes eucaryotes. Par 

conséquent, différents virus ont dével oppé des stratégies diversifiées pour 

manipuler et exploiter la voie de l'autophagie à leur propre avantage.  

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�����X�Q�H���S�O�D�W�H�I�R�U�P�H���G�H��réplication  virale  : Le premier exemple 

�G�H�� �O�·�D�F�W�L�Y�L�W�p�� �S�U�R�Y�L�U�D�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �D�� �p�W�p�� �G�p�F�R�X�Y�H�U�W�� �G�D�Q�V�� �G�H�V�� �F�H�O�O�Xles 

infectées par des poliovirus (PV).  L�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �D�X�J�P�H�Q�W�H�� �G�H��

�W�L�W�U�H�� �Y�L�U�D�O�� �L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �G�X�� �3�9�� �D�O�R�U�V�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �O�H��

diminue. Il semblerait que  �O�H�� �3�9�� �L�Q�G�X�L�W�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �D�I�L�Q��

de fournir au virus les s tructures membranaires où 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 



- 62 - 
 

constituant le site de réplication du  virus (Taylor and Kirkegaard, 2007)  

(Schéma 27 ). En ce qui concerne le VHC, l �·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�
�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���F�R�Q�G�X�L�W��

�j�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�Rsomes défectueux dans lesquels a  lieu la 

réplicati on de l'ARN viral (Sir et al., 2012)  (Schéma 27 ). �'�·�D�X�W�U�H�V�� �Y�L�U�X�V��

appartenant à la famille d es Picornavirus tels le coxsackievirus B3,  le FMDV 

(Foot -and -Mouth disease virus )�����O�H���Y�L�U�X�V���G�H���O�·�H�Q�F�p�S�K�D�O�R�P�\�R�F�D�U�G�L�W�H�����(�&�0�9�����R�X 

�O�·�H�Q�W�provirus 71  se répliquent dans  des structures à double membrane 

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

27 ).  

�'�p�W�R�X�U�Q�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�R�X�U�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �Q�R�X�Y�H�D�X�� �Y�L�U�R�Q�V : 

Plus �L�H�X�U�V�� �Y�L�U�X�V�� �H�Q�Y�H�O�R�S�S�p�V�� �W�L�U�H�Q�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �S�U�R�I�L�W�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �O�R�U�V�� �G�H�V��

étapes tardives de leur cycle de vie. Lors de son cycle lytique , �O�·�(�%�9�� �X�W�L�O�L�V�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��pour le bourgeonnement des virions néoformés. En effet, 

�O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�Q�W�U�D�v�Q�H�� �X�Q�H�� �D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�·�$�'�1�� �Y�L�U�D�O�� �G�D�Q�V�� �O�H��

cytoplasme et une diminution de la production de virions. De plus , lors de la 

purification de particules virales, la protéine LC3 -II est retrouvée associée à 

�O�·�H�Q�Y�H�O�R�S�S�H des virus (Nowag et al., 2014) . Ainsi, la forme lipidée de LC3 

�V�H�P�E�O�H�� �r�W�U�H�� �L�Q�F�R�U�S�R�U�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�·�H�Q�Y�H�O�R�S�S�H�� �Y�L�U�D�O�H�� �D�X�� �F�R�X�U�V�� �G�H�� �O�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� 

dans le cytosol. Ces données indiquent fortement que les membranes 

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�V�� �F�R�Q�W�U�L�E�X�H�Q�W���j�� �O�·�H�Q�Y�H�O�R�S�S�H�P�H�Q�W���G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �Q�p�R�I�R�U�P�p�V (Schéma 

27 ). �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �D�X�V�V�L�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�·�H�Q�Y�H�O�R�S�S�H�P�H�Q�W �H�W�� �O�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H 

�G�H�� �O�·�+�%�9 (Schéma 27 ). En effet , un traitem �H�Q�W�� �D�Y�H�F�� �G�X�� ���·�0�$�� �G�L�P�L�Q�X�H�� �O�D��

proportion intracellulaire et extracellulaire de virions enveloppés (Li et al., 

2011) . L�·�D�F�L�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���S�U�R�P�H�X�W���O�D���P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q���G�H�V���Y�L�U�L�R�Q�V��

en particules infectieuses  lors de �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�H���3�9 (Schéma 27 ). En effet, 

�O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�F�L�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �G�L�P�L�Q�X�H�� �O�D�� �S�U�Rduction de 

particules infectieuses (Richards and Jackson, 2012) . Enfin , il a également 

�p�W�p�� �S�U�R�S�R�V�p�� �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �j�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V��

plus stables. Par exemple, l �·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �0���� �G�H�� �O�·�,�$�9�� �H�W�� �/�&����

faci lite la transmission de l'infection entre les organismes en améliorant la 

stabilité de la descendance virale (Beale et al., 2014)  (Schéma 27 ).  



Schéma  27  : Détournement  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H au  profit  du  virus  
De nombreux  virus  ont  mis  en place  des stratégies  pour  manipuler  la machinerie  
autophagique  à leurs  profits . Plusieurs  exemples  sont  décrits  dans  ce schéma . De 
nombreux  virus  à 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�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H des particules  
virales  néoformées . �/�·�(�%�9�� le PV et �O�·�,�$�9 profitent  de la machinerie  autophagique  pour  la  
libération  de nouveux  virions . Enfin  le virus  de la Dengue  utilise  �O�·�p�Q�H�U�J�L�H produite  lors  de 
la lipophagie  pour  sa propre  réplication .   
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Autres exemples du rôle pro �Y�L�U�D�O�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H : �'�H�V�� �W�\�S�H�V�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

« spécialisée» peuven t également être détournés par l es virus, comme le virus 

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

détourne la  pr �R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�D�F�L�G�Hs gras et �G�·�$�7�3��via  la lipophagie pour sa 

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

de protéines virales peut aussi être dépendante d �H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �8�Q�H�� �p�W�X�G�H 

�V�X�U�� �O�H�� �9�=�9�� �D�� �G�p�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�H�� �.�'�� �G�·�$�7�*���� �G�L�P�L�Q�X�H�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H��

glycoprotéines virales ainsi que leur modification post -traductionnelle dans 

�O�H�� �5�(�� �H�W�� �O�·�$�*�� ���%�X�F�N�L�Q�J�K�D�P�� �H�W�� �D�O������ �������������� �/�·�H�[�S�O�R�L�W�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�X�W��

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 

�p�Y�L�G�H�Q�F�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �G�H�� �O�D�� �U�R�X�J�H�R�O�H�� ���5�L�F�K�H�W�W�D�� �H�W�� �D�O������ ����������. 

�/�·�L�Q�Y�H�U�V�H�� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �Y�U�D�L�� �S�X�L�V�T�X�H�� �O�R�U�V�� �G�H�V�� �S�K�D�V�H�V�� �W�D�U�G�L�Y�H�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��

�S�D�U���O�·�$�G�9�����L�O���V�H�P�E�O�H�U�D�L�W���T�X�H���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�U�W�X�U�E�H���O�D���F�R�Q�W�L�Q�X�L�W�p��

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 manière très simplifiée, il existe de ux types de trafic vésiculaire  : 

�O�·�H�[�R�F�\�W�R�V�H qui permet �O�·�H�[�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �P�R�O�p�F�X�O�H�V�� �L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V�� �H�W��

�O�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H �T�X�L�� �S�H�U�P�H�W�� �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �P�R�O�p�F�X�O�H�V�� �H�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V����

�/�·�H�[�R�F�\�W�R�V�H�� �H�V�W�� �S�U�p�F�p�G�p�H�� �S�D�U�� �X�Q�� �I�O�X�[�� �Y�p�V�L�F�X�O�D�L�U�H�� �G�L�W�� �© centrifuge  » provenant 

du RE et allant à la membrane plasmique en passant par  �O�·�$�*�����/�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H��

est succédée par un flux vésiculaire dit  « centripète  » provenant de la 

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

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

�O�H�V���O�\�V�R�V�R�P�H�V���R�X���V�·�R�U�L�H�Qter vers le réseau trans -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 à la super -

famille des petites protéines G (aussi appelée «  super -famille Ras  »). La quasi -

totalité de protéines Rab ont une localisation membranaire transitoire  

���P�H�P�E�U�D�Q�H�� �S�O�D�V�P�L�T�X�H���� �Y�p�V�L�F�X�O�D�L�U�H���� �G�X�� �5�(���� �G�H�� �O�·�$�*���� �G�H�V�� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�H�V���� �G�X��

�Q�R�\�D�X�� �«���� �H�W�� �V�R�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �W�U�D�I�L�F�� �Y�p�V�L�F�X�O�D�L�U�H��

(Hutaga lung and Novick, 2011) . �/�H�� �F�\�F�O�H�� �G�·�D�Ftivation des 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 régulent les différentes 

étapes 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���� �U�p�J�X�O�H�� �O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H�� �G�H�V�� �H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �W�D�U�G�L�I�V�� �D�X�[��



Schéma  28  : Représentation  générale  du  trafic  vésiculaire  
Les deux  principaux  types  de trafic  vésiculaire  sont  �O�·endocytose  et �O�·exocytose . 
�/�·endocytose  permet  �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q de molécules  extracellulaires  qui  seront  pour  la 
plupart  adressées  aux  lysosomes  via  le trafic  endocytaire . �/�·exocytose  permet  
�O�·�H�[�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q de molécules  intracelluaires  grâce à 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 à 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�\�G�U�R�O�\�V�H du  
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 .   
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lyso somes alors que Rab������ �U�p�J�X�O�H�� �O�H�� �U�H�F�\�F�O�D�J�H�� �G�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H��

(Hutagalung and Novick , 2011) .  

 

La famille des Rho GTPases  : Les protéines R ho appartiennent aussi à 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 à la régulat �L�R�Q�� �O�H�V�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V�� �G�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H 

(Cremona and De Camilli, 2001)  �H�W�� �G�·�H�[�R�F�\�W�R�V�H (Luna et al., 2002)  en 

�U�p�J�X�O�D�Q�W���O�H���U�H�P�R�G�H�O�D�J�H���G�H���O�·�D�F�W�L�Q�H������ 

 

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 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �G�·�X�Q�� �D�X�W�U�H�� �F�R�P�S�D�U�W�L�P�H�Q�W�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���� �/�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �6�1�$�5�(�� �V�R�Q�W��

subdivisées en deux grands groupes  : les vSNARE localisées sur les 

membranes des vésicules («  v » pour vesicular) et les tSNARE localisées sur 

les membranes cibles («  t  �ª���S�R�X�U���W�D�U�J�H�W�������/�·interaction  entre les vSNARE et les 

�W�6�1�$�5�(�� �S�H�U�P�H�W�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �T�X�L�� �Y�D�� �G�p�F�O�H�Q�F�K�H�U�� �O�D fusion des 

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

fusion des membranes par le système vSNARE -tSNARE es t décrit dans le 

schéma 30 (Schéma 30 ). Il existe  �G�·�D�X�W�U�H�V�� �F�R�P�S�O�H�[�H�V�� �S�U�R�W�p�L�T�X�H�V�� ���T�X�L��

fonctionnent en coordination avec les SNARE) qui peuvent être 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�·�H�V�W�� �S�D�V un phénomène passif. En effet,  les vésicules transitent l e long du 

cytosquelette grâce à des moteurs moléculaires. Il existe trois grands types 

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

�G�H�� �F�H�V�� �P�R�W�H�X�U�V�� �X�W�L�O�L�V�H�� �O�·�K�\�G�U�R�O�\�V�H�� �G�H�� �O�·�$�7�3�� �S�R�X�U�� �L�Q�G�X�L�U�H�� �G�H�V�� �F�K�D�Q�J�H�P�H�Q�W�V��

conformatio nnels afi n de pouvoir déplacer des cargos sur le cytosquelette. 



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  hélicoïdaux  des protéines  SNARE 
�V�·�H�Q�U�R�X�O�H�Q�W entre  eux  pour  former  un  faisceau  stable  de quatre  hélices . La formation  de 
ce faisceau  permet,  �G�·�X�Q�H part,  un  rapprochement  plus  étroit  des membranes  et,  �G�·�D�X�W�U�H 
part,  la production  de �O�·�p�Q�H�U�J�L�H nécessaire  à la fusion  des membranes .  



- 66 - 
 

Les dynéines et les kinésines transitent sur les microtubules dans des 

�G�L�U�H�F�W�L�R�Q�V���R�S�S�R�V�p�H�V�����O�H�V���G�\�Q�p�L�Q�H�V���G�D�Q�V���X�Q���V�H�Q�V���U�p�W�U�R�J�U�D�G�H�����Y�H�U�V���O�·�H�[�W�U�p�P�L�W�p��- 

des microtubules) et les kinésines majoritairement d ans le sens antérograde 

���Y�H�U�V�� �O�·�H�[�W�U�p�P�L�W�p�� ���� �G�H�V�� �P�L�F�U�R�W�X�E�X�O�H�V����(Horgan and McCaffrey, 2 011) . 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 

�O�H�V�� �I�L�O�D�P�H�Q�W�V�� �G�·�D�F�W�L�Q�H��(DePina and Langford, 1999) . Elles ont  également  été 

décrites comme étant impliquées dan s le transport vésiculaire  notamment 

�H�Q�W�U�H���O�H���5�(���H�W���O�·�$�* (DePina and Langford, 1999) .  

B- �/�H�V���D�F�W�H�X�U�V���G�X���W�U�D�I�L�F���Y�p�V�L�F�X�O�D�L�U�H���H�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

�/�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V��

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 rôle clef 

dans cette régulation. I�O���Q�·�H�V�W donc  �S�D�V���V�X�U�S�U�H�Q�D�Q�W���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����T�X�L���H�V�W��

en fait un type de trafic vésiculaire atypique, soit également contrôlée par les 

protéines régulatrices du trafic vésiculaire.  

1 - Implication dans la formation des autophagosomes  

�/�·�R�U�L�J�L�Q�H�� �G�H�V�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �G�H�� �I�R�U�P�H�U�� �O�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�V��

est, encore beaucoup discutée. Le trafic des vésicules dans le cytoplasme fait 

�O�·�R�E�Met de plusieurs études car il semblerait que les vésicules puissent aussi 

constituer un réservoir de membranes. Les GTPases des familles Rab et Rho 

contrôlent ce trafic des vésicules. En outre, plusieurs exemples démontrent 

�T�X�·�H�O�O�H�V�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�Q�W�� �D�X�V�V�L�� �j�� �O�D��régulation de la formation des 

autophagosomes. Par exemple , Rab1 contrôle la biogenèse des 

autophagosomes en régulant le trafic vésiculaire émanant du RE (Zoppino et 

al., 2010) . Rab���� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �D�X�V�V�L�� �j�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �H�Q��

�O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �I�D�F�W�H�X�U�V�� �G�H�� �F�U�R�L�V�V�D�Q�F�H�� �J�U�k�Fe à son interaction avec Vsp34  

(Amaya et al., 2015) . Les Rho GTPases ont aussi des fonctions régulatrices 

dur �D�Q�W���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. Il a été proposé que �O�·�D�F�W�L�Q�H�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �D�X��



- 67 - 
 

remodelage des membranes nécessaire à la formation des autophagosomes. 

�/�H�V�� �5�K�R�� �*�7�3�D�V�H�V�� �U�p�J�X�O�D�Q�W�� �O�D�� �S�R�O�\�P�p�U�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�F�W�L�Q�H�� �U�p�J�X�O�H�U�D�L�H�Q�W�� �G�R�Q�F��

indirectement la formation des autophagosomes  (Aguilera et al., 2012) . 

2 - Implication dans  le trafic et la maturation des autophagosomes  

Une fois formés, les autophagosomes vont transiter jusqu'à la péri phérie 

nucléaire où la fusion avec les lysosomes aura lieu. Le trafic des vésicules 

autophagiques implique les mêmes moteurs moléculaires que l e trafic 

vésiculaire classique.   

Les microtubules  : De manière générale, le réseau de microtubules semble 

être in dispensable pour le transit des autophagosomes vers les lysosomes. 

En effet, plusieurs études, utilisant des inhibiteurs de la polymérisation des 

�P�L�F�U�R�W�X�E�X�O�H�V�� �F�R�P�P�H�� �O�H�� �Q�R�F�R�G�D�]�R�O�H���� �R�Q�W�� �P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�W�p�J�U�L�W�p�� �G�H�V��

microtubules est primordiale pour la fusion d es autophagosomes avec les 

lysosomes (Webb et al., 2004) .  

Les dynéine s : Kimura et ses collègues proposent que le trafic des 

autophagosomes le long des microtubules est dépendant de la dynéine. En 

suivant le mouvement des au tophagosomes grâce à  la protéine ATG5 -GFP 

par « live cell imaging  », ils ont constaté que le trajet des vésicules était 

�R�U�L�H�Q�W�p���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�R�U�V�� �G�·�X�Q�H�� �F�D�U�H�Q�F�H�� �H�Q�� �D�F�L�G�H�V�� �D�P�L�Q�p�V���� �O�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V��

apparaissent dans le cytoplasme et se déplacent vers le MTOC où les 

�O�\�V�R�V�R�P�H�V���V�R�Q�W���U�H�J�U�R�X�S�p�V���S�H�Q�G�D�Q�W���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Kimura et al., 

2008; Korolchuk and Rubinsztein, 2011) . De plus, la micro -inje ction 

�G�·�D�Q�W�L�F�R�U�S�V�� �D�Q�W�L-dyné ine réduit presque totalement le mouvement des 

autophagosomes (Kimura et al., 2008) . �&�H�F�L�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�� �O�·�L�P�S�R�U�W�D�Q�F�H�� �G�H�� �O�D��

dynéine dans le trafic des autophagosomes.  

Les kinésine s : �/�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �D�X�[�� �N�L�Q�p�V�L�Q�H�V�� �D�� �p�W�p��

observée lors du tra nsport axonal des vésicules autophagqiques. 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 �Y�D�U�L�H���H�Q���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. En effet, en conditions de  stress, les lysosomes sont 



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�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q des protéines  SNARE (STX17  
sur  �O�·autophagosome  et VAMP8/SNAP 29 sur  le lysosome)  va permettre  la fusion  des 
membranes  aboutissant  à la formation  de �O�·autolysosome . Les protéines  du  complexe  
HOPS ainsi  que  les protéines  RabGTPase7 (présentes  sur  la membrane  
autophagosomale ) et Lamp 2/ 1 (présentes  sur  la membrane  lysosomale ) participent  
aussi  au  processus  de fusion  des membranes .  
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repositionnés dans la région périnucléaire (Korolchuk et al., 2011) . Ce 

transport des lysosomes implique deux membres de la famille des kinésines   

���.�,���%�Ã���H�W���.�,�)�������H�W���X�Q�H���*�7�3�D�V�H���G�H���O�D���I�D�P�L�O�O�H���G�H�V���$�U�I�����$�5�)���%�������(�Q���H�I�I�H�W�����O�H���.�'��

�G�H���F�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���D�X�J�P�H�Q�W�H���O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q���S�p�U�L�Q�X�F�O�p�D�L�U�H���G�H�V���O�\�V�R�V�R�P�H�V���D�L�Q�V�L��

que la synthèse 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 entraîne 

une accumulation des autophagosomes due à un défaut de fusion avec le 

lyso some (Tumbarello et al., 2012) . De manière intéressante, la MYO -VI 

participe égale ment à la maturation des autophagosomes lors de la 

xénophagie. En effet, la protéine adaptatrice NDP52 possède un domaine de 

liaison à la MYO -�9�,�� �H�W�� �O�R�U�V�T�X�H�� �T�X�H�� �F�H�� �G�R�P�D�L�Q�H�� �H�V�W�� �P�X�W�p���� �1�'�3������ �Q�·�H�V�W�� �S�O�X�V��

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 à la dégradation de S. Typhimurium par la xénophagie 

(Tumbarello et al., 2015) , confirmant ainsi le rôle important de MYO -VI dans 

ce type  �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

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 

contrôler 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 Lamp1 et Lamp2  (Schéma 3 1) 

(Jäger et al., 2004 ). Si le recrutement de Rab7 sur les autophagosomes est 

inhibé , �S�D�U���Y�R�L�H���G�H���F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�F�H���O�D���I�X�V�L�R�Q���D�Y�H�F���O�H���O�\�V�R�V�R�P�H���O�·�H�V�W���D�X�V�V�L��(Ganley 

et al., 2011) . 



Schéma  32  : Les  différents  types  �G�·ubiquitylation  
Les différents  types  �G�·ubiquitylation  (UB) permettent  différents  types  �G�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H des 
substrats  protéiques . Par exemple,  les mono  et multi -ubiquitylations  sont  associées  au  
trafic  vésiculaire  alors  que  la poly -ubiquitylation  est affiliée  à la dégradation  du  
substrat . 
 

Schéma  33  : La réaction  �G�·ubiquitylation  
La réaction  �G�·ubiquitylation  permet  la liaison  �G�·�X�Q ou  plusieurs  groupements  Ub sur  un  
substrat  protéique . Elle  est composée  de trois  étapes . �/�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q où  �O�·Ub est covalement  
liée à la protéine  E1, le conjugaison  où  �O�·Ub est conjuguée  à la protéine  E2 et enfin  la 
liaison  où  �O�·Ub est transférée  sur  la protéine  cible .   

1-ACTIVATION  2- CONJUGAISON  3-LIAISON  
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Les SNARE  : Les protéines SNARE sont, comme pour le trafic vésiculaire, 

responsables de la fusion des membranes permettant la formation de s 

autolysosomes. L�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �6�1�$�5�(�� ���O�D�� �V�\�Q�W�D�[�L�Q�H�� ��������a été 

mis e en évidence sur la membrane externe des autophagosomes (Taká ts et 

al., 2013) �����&�H�W�W�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���Q�·�H�V�W���S�D�V���S�U�p�V�H�Q�W�H���V�X�U���O�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���G�X���S�K�D�J�R�S�K�R�U�H��

mais  elle est recrutée lors de la maturation des autophagosomes. La 

syntaxine 17 permet la fusion des autophagosomes avec les endosomes et 

les lysosomes grâce à son interact ion avec deux autres SNARE, la VAMP8 

(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�R�S�K�Dgosomes (positifs pour LC3 et la  syntaxine17) en altérant le ur 

fusion avec les lysosomes (Jiang et al., 2014). Ces résultats confirment le 

�U�{�O�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �+�2�3�6�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �S�K�D�V�H�V�� �W�D�U�G�L�Y�H�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q��

�G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Schéma 31).  

C- Les ubiquitine ligases et le trafic vésiculaire  

1-  �/�·�8�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q���Ht les ubiquitine ligases   

�/�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �F�R�Q�V�L�V�W�H�� �j�� �O�L�H�U�� �G�H�� �I�D�o�R�Q�� �F�R�Y�D�O�H�Q�W�H�� �X�Q�H�� �R�X�� �S�O�X�V�L�H�X�U�V�� �8�E�� �V�X�U��

une protéine. Ceci constitue une modification post -traductionnelle qui 

�R�U�L�H�Q�W�H�� �O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�L�E�O�H�� �Y�H�U�V�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�V�� �Y�R�L�H�V�� �G�H�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q��

cell ulaire. Les voies de protéolyse classiques qui sont associées à 

�O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �V�R�Q�W�� �O�H�� �V�\�V�W�q�P�H�� �8�3�6�� ���8�E�L�T�X�L�W�L�Q-Proteasome -System) et les 

voies de dégradation lysosomales (Kravtsova -Ivantsiv and Ciechanover, 

2011) �����,�O���H�[�L�V�W�H���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���W�\�S�H�V���G�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�����(�Q���H�I�I�H�W�����O�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�L�E�O�H�V��

peuvent être complexées à une Ub sur  une lysine (mono -Ubiquitylation), ou 

à plusieur s Ub sur plusieurs lysines (Multi -Ubiquitylation) ou encore à des 

�F�K�D�v�Q�H�V�� �G�·�8�E��sur une seule lysine (Poly-Ubiquitylation) ( Schéma 32) 



- 70 - 
 

(Sadowski and Sarcevic, 2010) . Il existe  également différents types de 

�F�K�D�v�Q�H�V�� �G�·�8�E�� ���O�H�V�� �S�O�X�V�� �I�U�p�T�X�H�Q�Wes sont les chaînes de type K63 et  K48) qui 

permettent différents adressage s des substrats protéiques ( Schéma 32). Par 

exemple, les chaînes K48 sont associées avec la dégradation par le 

protéaso me alors que les chaînes K63 semblent plus orienter les protéines 

vers une dégradation lysosomale  tel le �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. En plus de la 

�S�U�R�W�p�R�O�\�V�H���� �O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �H�V�W�� �D�V�V�R�F�L�p�H�� �j�� �G�H�� �Q�R�P�E�U�H�X�V�H�V�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�V��

cellulaires (ex  : la réponse inflammatoire, la répar �D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�$�'�1���� �O�D��

�W�U�D�Q�V�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �V�L�J�Q�D�X�[�� �«���� �G�D�Q�V�� �F�H�� �F�K�D�S�L�W�U�H���� �V�H�X�O�H�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q���G�D�Q�V���O�H���W�U�D�I�L�F���Y�p�V�L�F�X�O�D�L�U�H���V�H�U�D���W�U�D�L�W�p�H�������������������������������������������������������������������������������������������������� 

 Les ubiquitine ligases (ou enzyme E3) sont les enzymes chargée s de 

�F�D�W�D�O�\�V�H�U�� �O�D�� �W�U�R�L�V�L�q�P�H�� �H�W�� �G�H�U�Q�L�q�U�H�� �p�W�D�S�H�� �G�H�� �O�D�� �U�p�D�F�W�L�R�Q�� �G�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q��

(Schéma 33). En effet, les enzymes E3 sont qualifiées de «  ligases  » car elles 

�S�H�X�Y�H�Q�W���G�·�X�Q�H���S�D�U�W���V�H���O�L�H�U���D�X��substrat (la protéine à ubiquityni �O�H�U�����H�W���G�·�D�X�W�U�H��

part (pour certaine �V�� �O�L�J�D�V�H�V���� �D�X�[�� �J�U�R�X�S�H�P�H�Q�W�V�� �8�E�� �F�R�P�S�O�H�[�p�V�� �j�� �O�·�H�Q�]�\�P�H�� �(������

�/�D�� �O�L�J�D�V�H�� �F�D�W�D�O�\�V�H�� �H�Q�V�X�L�W�H�� �O�H�� �W�U�D�Q�V�I�H�U�W�� �G�H�� �O�·�8�E�� �V�X�U�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�L�E�O�H�� ��Schéma 

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 

�O�L�J�D�V�H�V�� �j�� �D�Y�R�L�U�� �X�Q�H�� �D�F�W�L�Y�L�W�p�� �H�Q�]�\�P�D�W�L�T�X�H�� �H�W�� �j�� �S�R�X�Y�R�L�U�� �O�L�H�U�� �G�L�U�H�F�W�H�P�H�Q�W�� �O�·�8�E����

�/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�V HECT comporte 28 membres divisé s en plusieurs familles, 

dont  la famille des Nedd4 caractérisée par la présence de domaines WW.  

2 - La famille des N edd4  

Les ligases appartenant à la famille des Ned d4 (Neural precursor cell 

Expressed Developmentally Down -regulated protein 4) possèdent un 

domaine HECT, un domaine C2 et 1 à 4 domaines WW. Les domaines WW 

sont constitués de deux tryptophanes séparés par 22 acides aminés (Macias 

et al., 2002) . Ils permette nt la reconnaissance des protéines cibles grâce à 

leur interaction avec les motifs PPxY (Kanelis et al., 2001) . La famille des 

Nedd4 comporte 9 membres  : Nedd4.1, Nedd4.2, Itch, WWP1, WWP2, 

Smurf1, 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  rôle 

important dans  �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H�� ���F�R�P�P�H�� �G�p�F�U�L�W�� �G�D�Q�V�� �O�H��

�S�U�H�P�L�H�U�� �F�K�D�S�L�W�U�H�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �L�Q�W�U�R�G�X�F�W�L�R�Q������ �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�D��

Nedd4.2 et la protéine de capside PVI ( via  les domaines WW de la Nedd4.2 et 

�3�3�[�<�� �G�H�� �O�D�� �3�9�,���� �I�D�F�L�O�L�W�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �S�D�U des mécanismes encore non 

caractérisés (Wodrich et al., 2010) . De plus, des travaux en cours au sein de 

�Q�R�W�U�H�� �p�T�X�L�S�H�� �P�H�W�W�H�Q�W�� �H�Q�� �D�Y�D�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �3�3�[�<���1�H�G�G���� �F�R�Q�V�W�L�W�X�H�� �X�Q�H��

�F�L�E�O�H���S�R�W�H�Q�W�L�H�O�O�H���S�R�X�U���O�·�p�O�D�E�R�U�D�W�L�R�Q���G�·�D�Q�W�L�Y�L�U�D�X�[���j���O�D�U�J�H���V�S�H�F�W�U�H�����(�Q���H�I�I�H�W�����W�R�X�V��

les types de virus (virus nus ou enveloppés à ADN ou ARN) utilisent à 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 publié). En plus de 

�O�H�X�U�� �U�{�O�H�� �G�X�U�D�Q�W�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H���� �O�H�V�� �1�H�G�G���� �V�R�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �G�H��

nombreuses fonctions cellulaires comprenant le trafi c vésiculaire et 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H������������������ 

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 première cible de la 

Nedd4.2 fut les canaux  sodiques de type ENaC ( epithelial sodium channel). 

�&�H�V�� �F�D�Q�D�X�[�� �S�R�V�V�q�G�H�Q�W�� �G�H�V�� �P�R�W�L�I�V�� �3�3�[�<�� �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�H�V��

Nedd4.2 (Fotia et al., 2004) ���� �/�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V�� �F�D�Q�D�X�[�� �S�D�U�� �O�D�� �1�H�G�G��������

induit leur endocytose et leur dégradation après la fusion des endosomes 

avec les lysosomes (Staub and Rotin, 2006; Yang and Kumar, 2010) . 

�'�·�D�X�W�U�H�V�� �F�D�Q�D�X�[�� �W�U�D�Q�V-membranaires sont régulés par  la Nedd4.2 selon le 

�P�r�P�H���V�F�K�p�P�D���G�·�D�F�W�L�R�Q : interaction -ubiquitynation -�G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���� �&�·�H�V�W���O�H���F�D�V��

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�·�K�R�U�P�R�Q�H�V�� �W�H�Oles qu e la dopamine. En plus de son implication dans 

�O�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H���� �O�D�� �1�H�G�G�������� �S�H�X�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�U�� �j�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�H�[�R�F�\�W�R�V�H���� �(�Q�� �H�I�I�H�W����Nedd4.2  est responsable de la sécrétion de la protéine 

SP-C (surfactant protein C) par les cellu les de l'épithélium alvéolaire  



Schéma  34  : Domaines  de la  protéine  NEDD 4.2 
La Nedd4.2 possède différents  domaines  : (i) un  domaine  C2 permettant  à la protéine  
de lier  les lipides  et qui  est responsable  de la localisation  membranaire  de la protéine,  
(ii)  un  domaine  HECT  qui  possède une  activité  enzymatique  et qui  permet  �O�·�D�W�W�D�F�K�H�P�H�Q�W 
de �O�·Ub à la protéine  cible  et (iii)  plusieurs  domaines  WW qui  sont  responsables  de la 
reconnaissance  des substrats  protéiques  possédant  des motifs  PPxY.  
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(Kotorashvili et al., 2009) . Enfin comme dit précédemment, certaines 

protéines virales possèdent 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 �G�·Ebola  �V�R�Q�W�� �F�R�P�S�R�V�p�V�� �G�·�X�Q�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �G�H�� �P�D�W�U�L�F�H�� �Q�R�P�P�p�H��

VP40. Cett e protéine possède 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 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�V�� �D�X�� �W�U�D�I�L�F���� �j�� �O�·�D�V�V�H�P�E�O�D�J�H�� �H�W�� �D�X�� �E�R�X�U�J�H�R�Q�Q�H�P�H�Q�W�� �G�H��

virus (Urata and Yasuda, 2010) .      

4 - �5�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�D�U���O�H�V���1�H�G�G�� 

Différentes ligases E3 et notamment plusieurs ligases de la familles des 

�1�H�G�G���� �R�Q�W�� �p�W�p�� �G�p�F�U�L�W�H�V�� �F�R�P�P�H�� �U�p�J�X�O�D�W�U�L�F�H�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

(Kuang et al., 2013) . Par exemple , �O�D�� �1�H�G�G�������� �L�Q�G�X�L�W�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q��

composant majeur de la machinerie autophagique  : la Beclin1 (Platta et al., 

2012 ). En effet , la surexpression de la Nedd4.1 induit une accumulation de 

Beclin1 ubiquitinylée. De plus ���� �G�H�V�� �W�H�V�W�V�� �G�·�X�E�L�T�X�L�W�\lation in vitro  ont 

�F�R�Q�I�L�U�P�p�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�W�� �O�·�X�E�L�T�X�Ltinylation directe de la Beclin 1 par la 

Nedd4.1. Enfin, il a été démontré que la Nedd4.1 permet de conjuguer des 

chaînes  �G�·�8�E���G�H���W�\�S�H���.�������j���O�D���%�H�F�O�L�Q�����Fe qui entraîne sa dégradation (Platta 

et al., 2012) . Cependant, aucune preuve directe ne suggère q ue ce 

�P�p�F�D�Q�L�V�P�H���H�V�W���L�P�S�O�L�T�X�p���G�D�Q�V���O�D���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����'�H�V���p�W�X�G�H�V���S�O�X�V��

récentes ont mis en avant le rôle de la Nedd4.2 dans les voies de régulation 

�G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �V�K�5�1�$�� �G�L�U�L�J�p�V�� �F�R�Q�W�U�H�� �O�D�� �1�H�G�G�������� �D��

révélé que la déplét ion de cette protéine entraîne une inhibition de 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �D�X�� �W�U�D�Y�H�U�V�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �Y�R�L�H�� �P�7�2�5��(Li et al., 2015) . En 

outre, une autre étude a démontré que la délétion de Nedd4.2 inhibe 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �S�D�U�� �O�H�� �V�W�U�H�V�V�� �G�X�� �5�(�� �D�O�R�U�V�� �T�X�·�X�Q�H�� �V�X�U�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H��

Nedd4.2 induit cette autophagie (Wang et al., 2016) . Même si les 

mécanismes moléculaires ne sont pa �V���H�Q�F�R�U�H���F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�V�����O�·�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H���F�H�V��

�U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �V�X�J�J�q�U�H�� �I�R�U�W�H�P�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�X�E�L�T�X�L�W�L�Q�H�� �O�L�J�D�V�H�� �1�H�G�G�������� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �j�� �O�D��

�U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 
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Objectifs  de la thèse  
 

Les cellules perçoivent les dommages  membranaires  comme un signal de 

dan ger �S�R�X�U���O�·�L�Q�W�p�J�U�L�W�p���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�����(�O�O�H�V���X�W�L�O�L�V�H�Q�W���O�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���G�H���O�D���I�D�P�L�O�O�H���G�H�V��

galectines pour détecter et  �P�D�U�T�X�H�U�� �O�·�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q�� �D�Q�R�U�P�D�O�H�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

intraluminales.  Ce système de détection permet aux cellules de déceler la 

présence de pathogènes, qui c ausent des dommages membranaires, et 

�G�·�R�U�J�D�Q�L�V�H�U�� �U�D�S�L�G�H�P�H�Q�W un programme de défense pour les éliminer. Par 

�H�[�H�P�S�O�H���� �O�·�D�O�W�p�U�D�W�L�R�Q���G�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�H�V���S�U�R�Y�R�T�X�p�H���S�D�U���G�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V�����W�H�O�O�H�V���T�X�H��

Salmonella ou Listeria ) est reconnue par la Gal8 et la protéine adaptatri ce 

NDP52. Ce système de détection permet le recrutement de la machinerie 

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H���D�I�L�Q���G�·�p�O�L�P�L�Q�H�U���O�·�D�J�H�Q�W���S�D�W�K�R�J�q�Q�H en question �����-�X�V�T�X�·�j���S�U�p�V�H�Q�W, 

�L�O���Q�·�D���M�D�P�D�L�V���p�W�p���S�U�R�X�Y�p���T�X�H���F�H���V�\�V�W�q�P�H���G�H���G�p�W�H�F�W�L�R�Q���S�H�U�P�H�W�W�D�L�W���O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H���G�H 

virus causant des dommages membranaire s à la dégradation par 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� 

Des travaux antérieurs du laboratoire ont montré  que la rupture de 

�O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9�� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �U�H�F�R�Q�Q�X�H�� �S�D�U�� �O�H�� �V�\�V�W�q�P�H��

des galectines (Maier et al., 2012; Martinez et al., 2013) . Le premier objectif 

de cette thèse a été de vérifier si les acteu �U�V���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���V�p�O�H�F�W�L�Y�H���p�W�D�L�H�Q�W 

�p�J�D�O�H�P�H�Q�W���U�H�F�U�X�W�p�V���O�R�U�V���G�H���O�D���U�X�S�W�X�U�H���G�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�H�V���F�D�X�V�p�H���S�D�U���O�·�$�G�9���� 

L�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H��virus mutant s nous a permis  �G�·�R�E�V�H�U�Y�H�U�� �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H du 

motif PPxY dans la protéine de capside PVI induisait un comportement 

différent du virus vis -à-�Y�L�V�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� Ce motif permet le recrutement 

�G�H���O�·�X�E�L�T�X�L�W�L�Q�H���O�L�J�D�V�H���1�H�G�G���������H�W���F�H�W�W�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���M�R�X�H���X�Q���U�{�O�H���H�V�V�H�Q�W�L�H�O���O�R�U�V��des 

�p�W�D�S�H�V���G�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9��(Wodrich et al., 2010) . De ce fait , �O�·�R�E�M�H�F�W�L�I���V�X�L�Y�D�Q�W���G�H��

ce travail  a été �G�·�p�O�X�F�L�G�H�U�� �O�H�� �U�{�O�H�� �M�R�X�p�� �S�D�U la Nedd4.2 dans le contrôle de 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 

 En fin , �S�X�L�V�T�X�H�� �O�H�V�� �Y�L�U�X�V���� �S�D�U�� �O�H�� �F�K�H�I�� �G�·�±�X�Y�U�H�� �G�H�� �O�·�D�G�D�S�W�D�W�L�R�Q���� �V�R�Q�W�� �G�H�Y�H�Q�X�V��

des experts de la manipulation, nous avons cherché à savoir si �O�·�$�G�9���S�R�X�Y�D�L�W��

détourner la machineri e autophagique à 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 à 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  �S�O�D�F�H�� �G�·�X�Q��cycle réplicatif. A fin de pouvoir les 

amplifiés , �Q�R�X�V�� �X�W�L�O�L�V�R�Q�V�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �+�(�.�� �Â�Y�Ã���� �T�X�L�� �H�[�S�U�L�P�H�Q�W�� �O�D�� �S�U�R�W�pine 

E1A de façon constitutive  permet tant aux vecteurs de s e répliquer. Les HEK 

�Â�Y�Ã���� �V�R�Q�W�� �H�Q�V�H�P�H�Q�F�p�H�V�� �V�X�U�� �X�Q�H�� �G�H�� �E�R�L�W�H�� �G�H�� �3�p�W�U�L�� �G�H�� ������ �F�P�� �G�H�� �G�L�D�P�q�W�U�H�� 

Lorsque les cellules atte �L�J�Q�H�Q�W���X�Q�H���F�R�Q�I�O�X�H�Q�F�H���G�·�H�Q�Y�L�U�R�Q 80-90% les vecteurs 

sont ajoutés dan s le milieu de culture (environ  10 9 particules physiques). 

�'�q�V�� �O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �S�U�H�P�L�H�U�V�� �H�I�I�H�W�V�� �F�\�W�R�S�O�D�V�L�T�X�H�V�� �F�D�X�V�p�V�� �S�D�U�� �O�D�� �U�p�S�O�L�F�D�W�L�R�Q��

du virus , les cellules son t collectées dans des tubes Falcon de 50 mL  et 

congelées à - 80C°. Trois cycles de décongélation (à température ambiante ou 

à 27C°) congélation (à �² 80 C°) sont réalisés afin de lyser les cellules et de 

libérer les vecteurs dans le milieu de culture. Le ly sat est ensuite centrifugé 

à 3500 rpm pendant 10  min à température ambiante. Ce surnageant 

enrichit en vecteurs est ensuite utilisé pour infecter 5  autres  boites de Pétri. 

Après la récupération du surnageant de ces 5 boites, 20 nouvelles boites de 

Pétri so �Q�W�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�R�X�U�� �I�L�Q�L�U�� �O�·�D�P�S�O�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���� �/�R�U�V�T�X�H�� �O�H�V�� �F�Hllules 

commencent à se décoller  ���j���F�D�X�V�H���G�H���O�·�H�I�I�H�W���F�\�W�R�S�D�W�K�L�T�X�H���G�X���Y�L�U�X�V�����W�R�X�W�H�V���O�H�V��

cellules sont récupérées et sont centrifugées (3500 rpm 5  min à température 

ambiante). Après 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 à 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 polypropylène 

(Beckman) contenant 2 mL  de CsCl à 1.40 g/ mL  et 2 mL  de CsCL 0 

1.25 g/ mL . 

- Un deuxième continu également coulé dans un tube en polypropylène 

(Beckman) contenant 8 mL  de CsCl à 1.34 g/ mL . 

8 mL de surnagea nt enrichi  en vecteur s sont délicatement déposés sur le 

premier gradient de ClCs. Les tubes sont centrifugés 2h à 35  000 rp m à 18 

C° avec un rotor à godet SW41 (Beckman). Après  centrifugation, la bande 

blanche correspondant à la fraction concentrée de vect eur s est récupérée à 

�O�·�D�L�G�H�� �G�·�X�Q�H�� �V�H�U�L�Q�J�X�H�� �H�W�� �G�·�X�Q�H�� �D�L�J�X�L�O�O�H�� ���H�Q�� �S�H�U�o�D�Q�W�� �O�H�� �W�X�E�H���� �H�W�� �H�V�W�� �W�U�D�Q�V�I�p�U�p�H��

dans un nouveau tube. Le deuxième gradient est coulé dans le tube 

contenant la fraction purifiée de vecteurs. Les tubes sont ensuite centrifugés 

18h à 35  000 rpm à 18 C° avec le même rotor que précédemment, 

centrifugation durant  laquelle un gradient linéaire se forme. Après  

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�� �G�X�� �J�U�D�G�L�H�Q�W�� �H�V�W�� �G�·�H�Q�Y�L�U�R�Q 1 mL . Les vecteurs sont 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 ca ssette est immergée  toute la nuit  

dans un bain de PBS1X contenant 10% de glycérol. Les vecteurs sont 

�U�p�F�X�S�p�U�p�V���J�U�k�F�H���j���X�Q�H���V�H�U�L�Q�J�X�H���H�W���G�·�X�Q�H���D�L�J�X�L�Ole, aliquotés et stock és à �² 80 

C°. 

3 - Marquage des particules virales                                                                                              

�/�H�V�� �Y�H�F�W�H�X�U�V�� �S�X�U�L�I�L�p�V�� �V�R�Q�W�� �F�R�Q�M�X�J�X�p�V�� �j�� �G�H�V�� �I�O�X�R�U�R�S�K�R�U�H�V�� �j�� �O�·�D�L�G�H�� �G�X�� �N�L�W��

« Micro -scale protein labelling Kits  » (Invitrogen). Les fluorophore s Alexa (488 

ou 594  ou 647 selon la couleur choisie ) sont re -suspendus dans 10 µL de 

DMSO. Puis, 100 µL de vecteurs purifié s sont mélangés à 3 µL de 

fluorophore s et 12 µL �G�·�X�Q�H���V�R�O�X�W�L�R�Q���G�H���E�L�F�D�U�E�R�Q�Dte de so dium fournit dans 

le kit.  Le mélange  est ensuite incubé pendant 1h sous agitation douce à 

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 à 1500 r pm. Les vecteurs marqués 

sont récupérés et stockés à -80  C°.   

4 - Quantification                                                                                                     

La préparation de vecteurs purifiés  est ensuite quantifiée selon deux 

méthodes. La première consiste à �T�X�D�Q�W�L�I�L�H�U�� �O�·�$�'�1�� �Y�L�U�D�O�� �H�Q mesurant la DO 

(Densité Opitique) à 260nm. La deuxième co nsiste à quantifier le nombre de 

particules infectieuses  par la technique des plages de lyse .  

Mesure de la DO  : 10 µL de vecteur purifiés sont ajouté s à 90  µL de tampon 

de lyse (10mM Tris pH4.1, 0.1% SDS et 1mM EDTA). Le mélange est incubé 

à 56  C° pendant  10  min puis la DO à 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 260  = 1.16 x 10 12 

particules physique s par mL  (Mittereder et al., 1996) .    

Quantification des plages de lyse  : Dans des plaque s 6 puits, 10 6 cellules 

�+�(�.�� �Â�Y�Ã���� �V�R�Q�W�� �H�Q�V�H�P�H�Q�F�p�H�V�� �S�D�U�� �S�X�L�W�V���� �/�H�� �O�H�Q�G�H�P�D�L�Q, les plaques sont 

infectées avec des concentrations décroissantes de viru s (allant de 1 à 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�·�D�J�D�U�R�V�H��

(préalablement chauffé à 70  C°) puis replacée s à 37 C°. Une semaine après 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q, les plages de lyse  �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�H�V�� ���J�U�k�F�H�� �j�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �*�)�3�� 

sont comptées .  1 plage de lyse = 1 particules infectieuse .      

B- Transduction des vecteurs adénoviraux  

1- Transduction des cellules                                                                                                     

Dans des plaques 24 puits , 10 5 cellules U2OS 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 
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particule s virales physiques  par cellule  dans 300 µL de DMEM complet. Les 

cellules sont incubées avec les vecteurs pendant 3h à 37 C° puis le milieu 

contenant les virus est remplacé par du DMEM complet. 24 heures après 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���O�H���P�L�O�L�H�X���H�V�W���U�H�W�L�U�p�����O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���V�R�Q�W���O�D�Y�p�H�V���D�Y�H�F����00  µL de PBS1X, 

puis 200 µL de Trypsine -EDTA sont  ajouté s dans chaque puits. La plaque 

�H�V�W�� �G�H�� �Q�R�X�Y�H�D�X�� �S�O�D�F�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�·�L�Q�F�X�E�D�W�H�X�U�� ���j�� ������ �&�ƒ���� �S�H�Qdant 3 à 5 minutes. 

Une fois les cellules  détachée s, 400  µL de PBS 1X sont  ajouté s dans chaque 

puits. Enfin , pour ch acun des puits , 200  µL du mélan ge de cellules en 

suspension sont  prélevé s et sont  transféré s dans des plaques 96 puits à fond 

rond.       

2 - �4�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p���G�H���W�U�D�Q�V�G�X�F�W�L�R�Q��                                                 

La plaque est ensui te analysée par FACS ( Fluorescence Activated Cell 

Sorting) auprès de la plateforme de cytométrie de la SFR TransBioMed. Le 

cytomètre utilisé est le CantoII® (BD Biosciences). Pour chaque puits , 10 4 

cellules sont analysée s par la machine, le pourcentage de cellules exprima nt 

la GFP est dénombré. L es résultats sont traités grâce au logiciel FACSDIVA® 

(BD Biosciences). Chaque condition est réalisée en triplicat  et chaque 

expérience est répétée trois fois.         

C- �(�[�S�p�U�L�H�Q�F�H���G�·�L�P�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H���H�W���T�X�D�Q�W�L�I�L�Fation  

1-�&�L�Q�p�W�L�T�X�H���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q 

Des cellules U2OS sont ensemencées dans des plaques 12 puits contenant 

des lamelles en verre de 15  mm de diamètre (10 5 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 

�D�G�V�R�U�S�W�L�R�Q�� �G�X�� �3�%�6���;�� �U�H�V�W�D�Q�W�� �V�X�U�� �O�D�� �O�D�P�H�O�O�H�� �j�� �O�·�D�L�G�H�� �G�·�X�Q�� �6�R�S�D�O�L�Q������ �/�H�V��

�O�D�P�H�O�O�H�V�� �V�R�Q�W�� �H�Q�V�X�L�W�H�� �G�L�V�S�R�V�p�H�V�� �V�X�U�� �O�H�� �F�R�X�Y�H�U�F�O�H�� �G�·�X�Q�H�� �S�O�D�T�X�H�� ������ �S�X�L�W�V��

recouvert de parafilm. Les cellules sont ensu ite infectée s avec des MOI 

variables selon les expériences (généralement une MOI de 50 à 200  

particules physiques par cellule  est utilisée pour les expériences 

�G�·�L�P�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�V�F�H�Q�F�H������ ��������µL de DMEM complet contenant le s virus sont 

ajouts é sur les lamelles ( ce petit volume permet une meilleure efficaci té 
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�G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q������ �*râce au parafilm la totalité du volume déposé reste sur la 

lamelle de verre. Les cellules sont ensuite replacées à 37°C pendant 30 min 

(Schéma 3 5). Au  �E�R�X�W�� �G�H�V�� ������ �P�L�Q�� �G�·�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q�� ���P�L�Q�X�W�H�V�� �G�X�U�Dnt lesquelles 

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 �j�� �O�·�L�Q�F�X�E�D�W�H�X�U�� �������ƒ�&���� �S�R�X�U�� �O�H�� �U�H�V�W�H�� �G�H��

�O�·�H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H���� 

2 -Fixation des cellules  

A chaque temps voulu les cellules sont �I�L�[�p�H�V���S�R�X�U���V�W�R�S�S�H�U���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���� �'eux 

types de fixation sont utilisés.  

Fixation dans du paraformaldéhyde  : Les lamelles sont r incé es dans un bain 

de PBS1X puis placées �V�X�U�� �O�H�� �F�R�X�Y�H�U�F�O�H�� �G�·�X�Q�H plaque 12 puits recouvert de 

parafilm. Les lamelles sont recouvertes de 200 µL de PFA 4% 

(Paraformaldéhyde) pendant 20 min à 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 �Y�p�H���j�����ƒ�&���M�X�V�T�X�·�D�X���G�p�E�X�W���G�H���O�·�L�P�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H�����,�)��.  

Fixation dans du méthanol  : Ce type de fixation est utilisé  lors des IF 

utilisant les an ticorps anti LC3. Dans ce cas , après le rinçage 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 à -

20°C pour maintenir le m éthanol  froid ) pendant 20  min. Puis , comme 

précédemment décrits les lamelles sont rincées dans du PBS1X puis 

�F�R�Q�V�H�U�Y�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �X�Q�H�� �S�O�D�T�X�H�� ������ �S�X�L�W�V�� �F�R�Q�W�H�Q�D�Q�W�� �G�X�� �3�%�6���;�� �j�� ���ƒ�&�� �M�X�V�T�X�·�D�X��

�G�p�E�X�W���G�H���O�·�,�)�� 

3 -Immunofluorescence  

�$�Y�D�Q�W���G�H�� �F�R�P�P�H�Q�F�H�U�� �O�·�L�P�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H, les cellules sont perméabil isées 

en déposant les lamelles sur  une goutte de 50 µL de tampon IF (PBS1X, 10% 

�G�H�� �V�p�U�X�P�� �G�H�� �Y�±�X�� �I�±�W�D�O���� ���������� �G�H�� �V�D�S�R�Q�L�Q�H���� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �� min à température 



Schéma  35  : Représentation  de la  cinétique  �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q 
Les cellules  U2OS sont  mises  en culture  le premier  jour  (Jour  0). Le deuxième  jour  (Jour  1), 
les cellules  sont  incubées  pendant  une  demi  heure  avec les virus . Cette  incubation  permet  
�O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q des particules  virales  dans  les cellules . Les virus  sont  ensuite  retirés  et les 
cellules  sont  lavées. Ceci permet  �G�·�p�W�X�G�L�H�U une  infection  synchrone  où  la majorité  des virus  
sont  entrés  en même  temps  dans  les cellules . À chaque  temps  indiqué  (T30 , T45 , T60 , T120 ), 
les cellules  sont  fixées  et les protéines  �G�·�L�Q�W�p�U�r�W�V sont  marquées  par  immunofluorescence  (cf 
paragraphe  C-).       

 

Jour 0 Jour 1 

minutes 
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ambiante. Les anticorps primaires et secondaires sont dilués séparément 

dans du tampon IF et sont centrifug és 5 min à 10  �������� �U�S�P�� �D�Y�D�Q�W�� �G�·�r�W�U�H��

utilisés. Tous les anticorps ainsi que les concentrations utilisé es pour cette 

étude sont  résumés dans le tableau 2 . Les 50  µL de tampon IF utilisé s pour 

perméabiliser les cellules sont éliminés par adsorption puis les la melles sont 

déposées sur une goutte de 50 µL de tampon IF contenant les anticorps 

primaires et sont incubées pendant 1h à 37°C. Les lamelles sont ensuite 

rincées 3 fois dans du PBS1X pendant 5min puis déposées sur une goutte de 

50 µL de tampon IF contenant  les anticorps secondaires et sont incubées 

pendant 45 min à 37°C. Les lamelles sont de nouveau rincées 3 fois dans du 

�3�%�6���;�� �S�X�L�V�� �X�Q�H�� �I�R�L�V�� �G�D�Q�V�� �X�Q�� �E�D�L�Q�� �G�·�H�D�X�� �G�L�V�W�L�O�O�p�H�� �H�W�� �H�Q�I�L�Q�� �G�D�Q�V�� �X�Q�� �E�D�L�Q��

�G�·�p�W�K�D�Q�R�O�� �D�E�V�R�O�X�� �D�Y�D�Q�W�� �G�·�r�W�U�H�� �V�p�F�K�p�H�V�� �j�� �O�·�D�L�U�� �O�L�E�U�H���� �8�Q�H�� �I�R�L�V�� �V�q�F�Kes, les 

lamelles sont déposée s sur une goute de 20  µL de milieu de montage (S3023, 

�'�D�N�R�����F�R�Q�W�H�Q�D�Q�W�������������G�H���'�$�3�,�������·����-diamidino -2-phenylindole) sur une lame 

de verre. Le montage lame -�O�D�P�H�O�O�H�V�� �H�V�W�� �F�R�Q�V�H�U�Y�p�� �j�� �O�·�D�E�U�L de la lumière et à 

4C°  jusqu'à 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)���� �/�·�p�S�D�L�V�V�H�X�U�� �G�H�V�� �W�U�D�Q�F�K�H�V��

réalisées dans la profondeur des cellules (stacks) es t définie à 0.3 µm . U ne 

moyenne de 15 tranches es t effectuée pour chaque cellule  avec une valeur 

du diaphragme égale à 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 grâce 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 

grâce à une macro semi -automatique conçue avec le logiciel ImageJ. Le seuil 

de détection des signaux est fixé manuellement pour chacun des canaux , en 



Tableau  2 : Liste  des  anticorps  utilisés  pour  les  expériences  
�G�·�L�P�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H.  
 

Anticorps  Dilutions  Références  

Sérum anti -AdV (lapin)  1:1000 Fournis par Dr. R. Iggo 
(Institut Bergonié, 

Bordeaux) 

Anti -PVI (souris)  1:200 Produit au laboratoire  

Anti -Gal8 (souris)  1:250 Abcam ab42879 

Anti -LC3 (lapin)  1:500 Cell signaling 2775S 

Anti -NDP52 (lapin)  1:200 Abcam ab68588 

Anti -p62 (souris)  1:500 BD Tranduction 
laboratories  

610832 

Anti -Beclin1 (lapin)  1:300 Abcam ab6998 

Anti -Lamp2 (souris)   1:250 Santa cruz CH434 

Anti -Péricentrine  
(souris)  

1:400 Abcam ab4448 

Anti -PVII (souris)  1:100 Produit au laboratoire  

Anti -Rab7 (lapin)  1:500 Sigma  R477B 

Anti -SLC1A5 (lapin)  1:500 Sigma HPA035239 

Anti -mTOR (lapin)  1:300 Cell signaling 7C10 
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utilisant les intensités maxi males  des signaux  pour éliminer le bruit de fond. 

�/�H���Q�R�P�E�U�H���G�·�R�E�M�H�W�V���H�V�W���H�Q�V�X�L�W�H���T�X�D�Q�W�L�I�L�p���S�R�X�U���F�K�D�T�X�H���F�D�Q�D�O�����8�Q���P�L�Q�L�P�X�P���G�H��

10 cellules est analysé pour chaque condition.  

Quantification des colocalisations  : La comptabilisation des colocalisations 

est égal ement réalisée grâce à une mac ro semi -automatique. Pour chaque 

image,  les canaux sont séparés et les stacks sont combinées pour créer des 

Z-�S�U�R�M�H�F�W�L�R�Q�V���� �/�H�� �Q�R�P�E�U�H�� �G�·�R�E�M�H�W�V est ensuite quantifié pour 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 où tous les objets sont présents. Enfin , les colocalisations des 

objets des différents canaux sont  comptabilisées (exemple  : le canal 1 

contient l 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�����/�D�P�S�����«�����S�O�X�V��de 50 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 

���P�D�U�T�X�D�J�H�� �S�p�U�L�F�H�Q�W�U�L�Q�H���� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �D�Q�D�O�\�V�p�H�� �j�� �O�·�D�L�G�H�� �G�·�X�Q�H�� �P�D�F�U�R�� �V�H�P�L-

automatique. Après la séparation des canaux et la création de Z -projections 

deux masques sont créés. Le premier contient le mar quage péricentrine (qui 

est un  signal  unique  pour chaque cellule ) et le  deuxième contien t le 

marquage à analyser (LC3 ou AdV). Deux cercles concentriques sont créés 

sur le premier masque grâce à la fonction «  création de cercle  » du logiciel 

ImageJ (avec des diamètres respectifs de 10 µm et 20 µm) et ayant pour 

centre commun le marquage péricentrine.  Après 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 à 

10µm autour de la péricentrine ( Schéma 3 6). Ceux dans la région entre les 

deux cercles sont dans un rayon de 10 à 20 µm autour de la péricentrine 



Schéma  36  : Répartition  du  marquage  LC3 autour  du  MTOC  
La localisation  des signaux  LC3 autour  du  MTOC (marqué  grâce à la péricentrine ) est 
quantifiée  comme  décrit  dans  le paragraphe  C- 5-. Deux  cercles  ayant  pour  centre  commun  
le signal  péricentrine  sont  tracés . Ces cercles  ont  des diamètres  respectifs  de 10  µm et de 20  
µm. �/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H des signaux  LC3 détectés  dans  la cellule  est réparti  dans  trois  zones 
différentes : (i) le cercle  de 10  µm de diamètre,  (ii)  la zone entre  les deux  cercles  et (iii)  le reste  
de la cellule .     

 
 

E 
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(Schéma 36 ) et les objets situés en dehors des  deux cercles sont distants de 

plus de 20 µm de la péricentrine ( Schéma 3 6). Un  minimum de 10 cellules 

est analysé pour chaque condition.  

6 - Tests statistiques  

�7�R�X�V�� �O�H�V�� �W�H�V�W�V�� �V�W�D�W�L�V�W�L�T�X�H�V�� �R�Q�W�� �p�W�p�� �U�p�D�O�L�V�p�V�� �j�� �� �O�·�D�L�G�H�� �G�H�� �O�R�J�L�F�L�H�O�� �*�U�D�S�K�3�D�G��

Prism6. Les tests ut ilisé s sont soit des  tests ANOVA soit des tests de S tudent 

���V�H�O�R�Q���O�H���W�\�S�H���G�·�H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H���j���D�Q�D�O�\�V�H�U). Lors des expériences de quantification  

du recrutement des protéines Gal3, Gal8, LC3, NDP52 et P62 dans les 

�F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-�:�7���� �O�·�$�G�9-�0���� �R�X�� �O�·�$�G�9-TS1 les statistiques 

indiquées sur les graphiques reflètent la comparaison des résultats obtenus 

�S�R�X�U�� �O�·�$�G�9-�:�7�� �H�W�� �O�·�$�G�9-�0������ �/�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �R�E�W�H�Q�X�V�� �D�Y�H�F�� �O�·�$�G�9-TS1 sont 

�W�R�X�M�R�X�U�V���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���G�H���F�H�X�[���R�E�W�H�Q�X�V���D�Y�H�F���O�·�$�G�9-�:�7���H�W���O�·�$�G�9-

M1.   

D- Culture  cellulaire  

1-Entretien  de lignée cellulaire                                                                                 

Les lignée s �X�W�L�O�L�V�p�H�V�� �V�R�Q�W�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �p�S�L�W�K�p�O�L�D�O�H�V�� �G�·�R�V�W�p�R�V�D�U�F�R�P�H�� �K�X�P�D�L�Q��

(U2OS), des cellules rénales  embryonnaires humaines qui sur expriment 

�O�·�L�Q�W�p�J�U�L�Q�H�� �Â�Y�Ã���� ���+�(�.�� �Â�Y�Ã�������� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �F�D�Q�F�p�U�H�X�V�H�V�� �K�X�P�D�L�Q�H�V�� �G�·�X�Q�� �F�R�O��

�X�W�p�U�L�Q�� ���+�H�/�D������ �G�H�V�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�H�V�� �S�X�O�P�R�Q�D�L�U�H�V�� �G�·�H�P�E�U�\�R�Q�V�� �K�X�P�D�L�Q�V�� ���0�5�&������ �H�W��

des hépatocytes humains (HuH7 , HepG2  et MDA).  

Toutes nos lignées cellulaires sont cultivées dans d u millieu DMEM 

���'�X�O�E�H�F�F�R�·�V�� �P�R�G�L�I�L�H�G�� �(�D�J�O�H�V�·�V�� �0�H�G�L�X�P���� �*�O�X�W�D�P�D�[TM, Gibco) supplémenté 

�D�Y�H�F�� �������� �G�H�� �V�p�U�X�P�� �G�H�� �Y�H�D�X�� �I�±�W�D�O�� ���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q���� �H�W�� ������ �G�H�� �S�p�Q�L�F�L�O�O�L�Q�H-

streptomycine (Invitrogen) dans une atmosphère à 5% de CO 2 et à 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 

�U�H�S�O�D�F�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�·�L�Q�F�X�E�D�W�H�X�U�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� ���� �P�L�Q�X�W�H�V���� �8�Q�H�� �I�R�L�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�Xles 

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 chaque semaine 
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au 1/10 ème. �/�·�H�Q�W�U�H�W�L�H�Q�� �G�H�V��cellules �+�(�.�� �Â�Y�Ã�� nécessite la présence de 

généticine à une concentration finale de 0.5mg/mL.    

2 -Transfection de plasmide s 

Des cellules U2OS sont encemencées dans des plaques 12 puis contenant 

des lamelles en verre de 15 milimètres de diamètre , à raison de 10 5 cellules 

par puits dans 1 mL  de milieu DMEM complet. Le jour suivant , les cellules 

sont rincées  dans du PBS1X (500 µL) et 400 µL de milieu OPTIMEM sont  

rajouté s �G�D�Q�V���F�K�D�F�X�Q���G�H�V���S�X�L�W�V�����/�·�D�J�H�Q�W���W�U�D�Q�V�I�H�F�W�D�Q�W���X�W�L�O�L�V�p���S�R�X�U���W�U�D�Q�V�I�H�F�W�H�U��

les cellules est la lipofecta mine 2000 (Invitrogen). Dans un tube eppendorf, 

500  ng à 1  µg de plasmide purifié (la quantité utilisée varie en fonction des 

protéin es exprimées) sont dilués dans 1 00 µL �G�·�2�3�7�,�0�(�0���� �'�D�Q�V�� �X�Q�� �D�X�W�U�H��

tube, 1, 5 µL de lip ofectamine 2000 est diluée dans 1 00 µL �G�·OPTIMEM. Les 

deux tubes sont ensuite mélangés et incubé s à température ambiante 

pendant 20  min. P uis, le mélange est ajouté goutte à goutte sur les cellules. 

La p laque est ensuite replacée 37°C.  3h plus tard , le mélange est remplacé 

par du milieu DMEM comp let et les cellules sont remises à 37°C pendant 24 

�j�������K���V�H�O�R�Q���O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p���G�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V������������ 

3 -siRNA  

Des cellules U2OS sont ensemencées dans des plaques 12 puits (1x10 4 

cellules par puits). Le lendemain , les cellules sont rincées  dans du PB S1X 

(500 µL) et 400 µL �G�·���2�3�7�,�0�(�0��sont ajouté s dans chacun des puits.  �/�·�D�J�H�Q�W��

transfectant utilisé po ur transfecter les cellules est  la lipofectamine 

RNAiMAX  (Invitrogen). Dans un tube eppendorf, 20 à 10 0 �S�P�R�O�� �G�·�$�5�1�L (la 

quantité utilisée varie en fonct ion  des protéines ciblées) sont dilués dans 1 00 

µL �G�·�2�3�7�,�0�(�0����Les constructions ARNi ainsi que les concentrations utilisées 

sont résumé es dans le tableau 3 . Dans  un autre , tube 1, 5 µL de 

lipofectamine RNAiMAX est diluée dans 1 00 µL �G�·�2�3�7�,�0�(�0�����/�H�V���G�H�X�[���W�X�E�H�V��

sont ensuite mélangés et incubé s à température ambiante pendant 20  min . 

Puis, le mélange est ajouté goutte à 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 



Tableau  3 : Séquences  des  ARNi  utilisés  pour  les  expériences  siRNA .  
 

Protéine  
ciblée  

Séquences   Concentration  

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  

NEDD4.2  ���;-CUGUGACUUUGUGUUGUGGdTdA 100 pmol  
 

Contrôle  ���;-AGGUAGUGUAAUCGCCUUG 20 à 100 pmol  
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exactement le même protocole, 24h plus tard les cellules sont décollées, 

�G�L�O�X�p�H�V���H�W���U�p�H�Q�V�H�P�H�Q�F�p�H�V���S�R�X�U���O�·�H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H���V�X�L�Y�D�Q�W�H�� 

4 -shRNA  

Des cellules U2OS sont ensemencées dans des plaques 12 puits à raison de 

10 5 cellules par puits dans du DMEM complet. Le lendemain , les cellules 

sont rincées dans du PBS1X puis 300  µL de DMEM complet contenant les 

lentivirus sont ajouté s sur les cellules. Les cellules sont incubées à 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 

�S�D�U�� �O�·�D�M�R�X�W�� �G�H�� �S�X�U�R�P�\�F�L�Q�H�� �����—�J��mL ) dans le milieu. 24h plus tard seuls les 

clones résistants à  la résistance à l a puromicyne  sont présents dans les 

puits. Les cellules sont ensuite tra nsférées dans des flasques de 75  cm 2 et 

sont entretenues comme décrits dans le paragraphe D -1 (en présence de 

puromycine).   

E- �$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

1- �8�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�·�L�Q�K�L�E�L�W�H�X�U�V 

Le�V���L�Q�K�L�E�L�W�H�X�U�V���X�W�L�O�L�V�p�V���G�D�Q�V���F�H�W�W�H���p�W�X�G�H���V�R�Q�W���O�H�����·�0�$������-Methyladenine) et la 

�&�4�� ���&�K�O�R�U�R�T�X�L�Q�H������ �/�H�� ���·�0�$�� �H�V�W�� �G�L�O�X�p�� �G�D�Q�V�� �G�X�� �'�0�)�� ���G�L�P�p�W�K�\�O�I�R�U�P�D�P�L�G�H������ �/�D��

�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�� �I�L�Q�D�O�H�� �G�H�� ���·�0�$�� �X�W�L�O�L�V�p�H�� �H�V�W�� �� mM et les cellules sont pré -

traitées pendant 3h maximum. La CQ �H�V�W�� �G�L�O�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �G�H�� �O�·�H�D�X���� �O�D��

concentration finale utilisée est 50  µM et les cellules sont pré -traitées 

pendant 5h maximum. La Torin1 est diluée dans du DMSO, la concentration 

finale utilisée est 20  µM 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���H�V�W���H�[�S�U�L�P�p���G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���J�U�k�F�H���j���O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H��

lentivirus. Les lentivirus nous ont été gracieusement fournis  par le Dr Muriel 

Priault (IBGC, Bordeaux, France). Dans un premier temps , nous avons titré 

�O�H�V�� �O�H�Q�W�L�Y�L�U�X�V�� �H�Q�� �P�H�V�X�U�D�Q�W�� �S�D�U�� �)�$�&�6�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�X�� �W�D�Q�G�H�P�� �G�D�Q�V�� �G�H�V��

cellules U2OS transduites avec différentes quantité s de lentivirus. Après 

titration , nous avons estimé la quantité de lentivirus à 2x10 6 particules 

infectieuses par µL���� �3�R�X�U�� �O�·expression du tandem, une MOI de 1 pa rticule 

infectieuse par cellule  est utilisée. Des cellules U2OS sont ensemencées dans 

des plaque s 12 puits contenant des lam elles en verre de 15 mm de diam ètre 

(1x10 4 cellules par puits). Le lendemain , la quantité souha itée de lentivirus 

est ajoutée dans le milieu de culture (400 µL 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 

�F�R�Q�I�R�F�D�O�H���H�W���O�D���S�U�R�S�R�U�W�L�R�Q���G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���H�W���G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V���H�V�W���F�D�O�F�X�O�p�H����

�/�H�� �S�U�L�Q�F�L�S�H�� �G�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �W�D�Q�G�H�P�� �H�V�W�� �H�[�S�O�L�T�X�p�� �S�O�X�V�� �H�Q�� �G�p�W�D�L�O�� �G�D�Q�V�� �O�D��

légende du schéma 3 7.    

3 - Ut ilisation des lignées LC3 -GFP 

Des cellules U2OS -LC3-GFP (10 5 cellules) sont ensemencées dans des ibidi 

µ-slide VI 0.4 (Ibidi). Les cellules sont infectées avec des virus marqués avec 

des Alexa 555 (cf paragraphe A -4). L es virus sont ajoutés dans le milieu d e 

�F�X�O�W�X�U�H�� �M�X�V�W�H�� �D�Y�D�Q�W�� �G�H�� �F�R�P�P�H�Q�F�H�U�� �O�·�D�Q�D�O�\�V�H�� �H�Q�� �W�H�P�S�V�� �U�p�H�O���� �/�H�V�� �L�P�D�J�H�V�� �V�R�Q�W��

�R�E�W�H�Q�X�H�V�� �J�U�k�F�H�� �j�� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�� �P�L�F�U�R�V�F�R�S�H�� �/�,�)�$�� ���/�H�L�F�D���� �p�T�X�L�S�p�� �G�·�X�Q��

disque rotatif  pour lequel tout le système optique est contenu dans une 

chambre chauffante afin de pouvoir m aintenir les échantillons analysés à 

37°C , et analysées avec le  logiciel Metamorph ® (Leica). Les cellules sont 

observées  �D�Y�H�F�� �O�·�R�E�M�H�F�W�L�I�� �;�������� �H�W�� �X�Q�H�� �L�P�D�J�H�� �H�V�W�� �S�U�L�V�H�� �W�R�X�W�H�V�� �O�H�V�� �V�H�F�R�Q�G�H�V��

pour chaque canal. Les résultats sont ensuite assemblés en utilisant le  

logiciel ImageJ.     



Schéma  37  : Principe  du  tandem  LC3-RFP-GFP. 
Lors  de �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� le recrutement  des protéines  LC3 sur  les  
autophagosomes  est détecté  par  la  double  fluorescence  des protéines  GFP et 
RFP. Par conséquent,  les protéines  LC3 au  sein  des autophagosomes  sont  
détectées  en jaune  (GFP+/RFP+) . Lors  de la formation  des autolysosomes , la 
diminution  du  pH  empêche  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+) . Grâce  au  tandem  LC3-GFP-RFP, les proportions  
�G�·autophagosomes  et �G�·autolysosomes  peuvent  être  quantifiées  en 
comptabilisant  les signaux  jaunes  (autophagosomes ) et les signaux  rouges  
(autolysosomes ).      

Autophagosomes   
en jaune (GFP+/ RFP+)  

Autolysosomes   
en rouge (GFP -/RFP+) 

Autophagosome Autolysosome 
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F- Analyse de la présentation antigénique  

�/�H�V�� �H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V�� �G�·�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H�� �R�Q�W�� �p�W�p�� �I�D�L�Wes par 

�O�·�p�T�X�L�S�H���G�X���'�U���&�����:�L�H�W�K�R�I�I�����8�6�$�����&�K�L�F�D�J�R�� 

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 après 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���� �O�H�V�� �V�R�X�U�L�V�� �V�R�Q�W�� �V�D�F�U�L�I�L�p�H�V�� �H�W�� �O�H�V�� �V�S�O�p�Q�R�F�\�W�H�V�� �V�R�Q�W�� �F�R�O�O�H�F�W�p�V���� �/�H�V��

spl énocytes sont ensuite transféré s dans des plaques ELISPOT (Milipore) 

puis incubés pendant 48 heures avec des capsides adénovirales (ou avec de 

la GFP purifié e). L�D�� �P�H�V�X�U�H�� �G�H�� �O�D�� �V�p�F�U�p�W�L�R�Q�� �G�·�,�)�1�v��selon la technique de 

�O�·�(�/�,�6�3�2�7 est réalisée en suivant le s instructions du fournisseur (M ilipore) . 

Le nombre de  colonies formant des «  spot s » 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 

�U�H�F�R�Q�Q�D�L�V�V�H�Q�W�� �X�Q�� �p�S�L�W�R�S�H�� �F�R�Q�V�H�U�Y�p�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �K�H�[�R�Q�� �G�H�� �O�·�$�G�9���� �V�H�O�R�Q�� �O�H��

rapport 3 cellules dendritiques pour 1 cellule T CD4 +. Après une nuit de co -

culture le milieu est collecté e t la quantité �G�·�,�)�1�v 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 U2OS 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 à 500 

particules physiques par cellule  est utilisée). Un volume total de 300 µL de 

DMEM complet (contenant les  virus) est utilisé pour infecter  chaque puits. 

Les cellules sont incubées 30 min à 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 à 37°C. A  chaque temps voulu,  les 

cellules sont rincées dans 500 µL de PBS1X puis décollées des plaques grâce 

�j�� �O�·�D�M�R�X�W�� �G�H�� ��������µL de trypsine -EDTA. Une fois décollées , 700  µL de PBS1X 

sont  ajouté s dans chaque puits pour diluer la trypsine -EDTA. L es cel lules 

sont ensuite tr ansférées dans des tubes E ppendorf puis sont culot tées (5000 

rpm pendant 5  min). Le surnageant est éliminé et les culots  congelés à -

20°C.        

2 - �3�U�p�S�D�U�D�W�L�R�Q���G�·�H�[�W�U�D�L�Ws cellulaire s   

Le culot des cellules est repris directement dans  du t anpom Laem mL i 1X 

(8% sodium dodecyl sulfate (SDS), 40% glycérol, 0.01% bleu de 

�E�U�R�P�R�S�K�p�Q�R�O���� ������ �Ã-mercaptoéthanol, 200 mM Tris à Ph 6.8) . Les 

échantillons sont ensuite chauffés dans un bain sec à 100°C pendant 10  

min. Après avoir centrifugé brièvement les tubes , les échantillons sont 

chargés dans un gel SDS -PAGE.   

3 - Extraction des protéines membranaire  

Les protéines membranaires sont extrait es grâce a u kit «  Mem -PERTM plus 

membrane  protein extraction  » (ThermoFisher)  en suivant les indications du 

four nisseur.  

4 - Electrophorèse (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  ���j�� ������ �G�·�D�F�U�\�O�D�P�L�G�H���� �H�W�� �X�Q�� �J�H�O�� �G�H�� �V�p�S�D�U�D�W�L�R�Q�� ���G�R�Q�W�� �O�D��

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 à 

pH 8.3) à 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 

0,4 5µm (>50 kDa) pour les grosses protéines ou 0.2  µm 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 à pH 8.5) et 

dans des cuves de transfert Trans -Blot ® Cell (Bio -Rad). Le transfert est 

ef�I�H�F�W�X�p�� �j�� �X�Q�� �D�P�S�p�U�D�J�H�� �F�R�Q�V�W�D�Q�W�� �G�H�� �������P�$�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� ���K�������� �/�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H��

transfert est vérifiée par color ation des protéines en rouge Ponceau. L es 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V���V�R�Q�W���H�Q�V�X�L�W�H���G�p�F�R�O�R�U�p�H�V���G�D�Q�V���G�H���O�·�H�D�X�������� 

6 - Western Blot  

Dans un premier temps les membranes sont satu rées pendant 1h sous 

agitation à température ambiante dans un tampon de saturation (TBS 1X, 

0.05% Tween20, 10% lait). Les membranes sont ensuite incubées toute une 

�Q�X�L�W���j�����&�ƒ���V�R�X�V���D�J�L�W�D�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�·�D�Q�W�L�F�R�U�S�V���S�U�L�P�D�L�U�H�����G�L�O�X�p���G�D�Q�V���X�Q���W�D�P�S�R�Q���G�H��

saturation) dir �L�J�p�� �F�R�Q�W�U�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �G�·�L�Q�W�p�U�r�W���� �/�H�� �O�H�Q�G�H�P�D�L�Q���� �O�H�V�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�V��

sont rincées 3 fois 10 minutes dans du tampon TBS -Tween (TBS1X, 0.05% 

Tween20). Puis,  �O�H�V�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �V�R�Q�W�� �L�Q�F�X�E�p�H�V�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� ���K�� �D�Y�H�F�� �O�·�D�Q�W�L�F�R�U�S�V��

secondaire couplé à la péroxydase et spécifique de l �·�D�Q�W�L�F�R�U�S�V�� �S�U�L�P�D�L�U�H��

(également dilué dans du tampon de saturation) sous agitation et à 

température ambiante. Pour rincer les membranes, deux lavages de 10 

minutes dans du TBS -�7�Z�H�H�Q�� �V�R�Q�W�� �U�p�D�O�L�V�p�V�� �D�L�Q�V�L�� �T�X�·�X�Q�� �G�H�U�Q�L�H�U�� �O�D�Y�D�J�H�� �G�H�� ����

minutes dans du TBS1X. Les an ticorps utilisés pour cette étude ainsi que 

leurs concentrations  sont récapitulés dans le tableau 4. La révélation  des 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �V�H�� �I�D�L�W�� �S�D�U�� �F�K�L�P�L�R�O�X�P�L�Q�H�V�F�H�Q�V�H�� �j�� �O�·�D�L�G�H�� �G�X�� �N�L�W�� �(�&�/��

(ElectroChemiLuminescence) Femto (Super signal West Femto, Fisher 

scientific ) selon les recommandations du fournisseur. La détection de la 

�O�X�P�L�Q�H�V�F�H�Q�F�H���V�H���I�D�L�W���j���O�·�D�L�G�H���G�·�X�Qe caméra (ImageQuant TM LAS 4000).      



Tableau  4 : Liste  des  anticorps  utilisés  pour  les  expériences  de WB 
 

Anticorps  Dilutions  Références  

Sérum anti -AdV (lapin)  1:5000 Fournis par Dr. R. Iggo 
(Institut Bergonié, Bordeaux) 

 

Anti -OPTN (mouse) 1:500 Abcam ab23666 

Anti -Gal8 (lapin)  1:500 Abcam ab42879 

Anti -Gal9 (lapin)  1:500 Abcam ab69630 

Anti -NDP52 (lapin)  1:1000 Abcam ab68588 

Anti -p62 (souris)  1:500 BD Tranduction laboratories  
610832 

Anti -Beclin1 (lapin)  1:1000 Abcam ab6998 

Anti -LC3 (lapin)  1:500 Cell signaling 2775S 

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 Abcam ab73386 
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H- RT -qPCR 

1- Infection  

Des cellules U2OS sont enscemmencées dans des plaques 6 puits (1x10 6 

cellules par puits). Le l endemain , chaque puits est inféctés avec 500 µL de 

DMEM complet contenant 2000 particules physiques par cellules de virus 

WT, M1 et TS1. Les cellules sont incub ées à 37°C en présence du virus. A u 

bout de 30min (temps nécessaire pour que la plupart des viru s soi ent  

internalisé s) le milieu contenant les virus est remplacé par du milieu sans 

virus. Les cellules sont ensuite replacées à 37°C pendant 4h.    

2 - Extraction des ARN  

Après infection , les cellules sont rincées avec 500 µL de PBS1X, puis 500 µL 

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 

grâce à une extraction phénol -chloroforme.  Pour ce faire, dans des tubes 

Eppendorf 100 µL de chloroforme est ajo ut é à 500  µL de lysat cellulaire. L es 

tubes sont agités vigoureusement, incubé s 3 min à température ambiante et 

centrifugé s 10  min à 13000 rpm à 4°C. La phase aqueuse est récupérée et 

est transférée dans un nouveau tube.  100 µL de chloroforme sont ajoutés, 

comme précédemment décrit, les tubes sont agités vigoureusement, incubé s 

3min à température ambiante et centrifugé s 10  min à 13000 rpm à 4°C. La 

phase aqueuse (contenant les  ARN) est récupérée et les ARN sont précipités 

par ajout de 250 µL �G�·�L�V�R�S�U�R�S�D�Q�R�O���� �/�Hs tubes sont incubés à température 

ambiante pendant 10 min puis centrifugés 10 min à 12000 rpm à 4°C. Le 

surnageant est éliminé puis 400 µL �G�·�p�W�K�D�Qol 80 % est ajouté sur le culot. 

Après une centrifugation de 10 min à 13000 rpm le surnageant est de 

nouveau  éliminé ���� �8�Q�� �V�H�F�R�Q�G�� �O�D�Y�D�J�H�� �G�X�� �F�X�O�R�W�� �D�Y�H�F�� �G�H�� �O�·�p�W�K�D�Q�R�O�� �j�� ������ ���� �H�V�W��

effectué selon la même procédure. Enfin, le culot (contenant les ARN) est 

�V�p�F�K�p���j�� �O�·�D�L�U���O�L�E�U�H���S�H�Q�G�D�Q�W�������� �P�L�Q���S�X�L�V���O�H�V���$�5�1���V�R�Q�W���U�H-suspendus dans 20 

µL �G�·�H�D�X�� �'�(�3�& (eau traitée avec du Diethylpy rocarbonate) . La quantité 

�G�·�$�5�1���H�[�W�U�D�L�Ws est quantifiée par spectophotométrie (NanoDrop) en mesurant 

les densités optiques à 260 et 280 nm et en calculant le rapport 260/280 
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�Q�P���� �/�H�V�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�� �G�H�V�� �p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�V�� �G�·�$�5�1�� �H�[�W�U�D�L�W�V�� �V�R�Q�W���D�M�X�V�W�p�H�V�� �j�� ��������

ng/ µL puis les ARN sont stockés -�����ƒ�&���� �/�·�L�Q�W�p�J�U�L�W�p�� �G�H�V�� �$�5�1�� �� �H�V�W�� �Y�p�U�L�I�L�p�H�� �H�Q��

analysant 100 ng de chaque échantillon grâce à des puces à ARN 

(Bioanalyzer Agilent).  

3 - Transcription inverse (RT -PCR) 

La transcription inverse (RT) des ARN messagers (ARNm) en ADN 

comp lémentaires (ADNc) est réalisée grâce au kit SuperscriptTM III 

(Invitrogen). La réaction de RT est effectuée dans un volume réactionnel de 

20 µL contenant  :   

- 1 µL �G�·�$�5�1�P�����j�����������Q�J��µL) 

- 4 µL de FSBuffer 5X  

- 1 µL de DTT 0.1 M  

- 1 µL de RT Superscript III  

- 1.4 µL �G�·�R�O�L�J�R���'�7�������������—�J��µL) 

- 1 µL de dNTP (10mM)  

- 10.6 µL H2O DEPC  

Le progra mme de PCR utilisé est le suivant  : 30 min à 50 °C, 30 min à 55 °C, 

15 min à 70 °C. Les 20 µL �G�·�$�'�1�F���R�E�W�H�Q�Xs sont ensuite dilué s �S�D�U���O�·�D�M�R�X�W���G�H��

50 µL �G�·�H�D�X���'�(�3�&���� 

4 - PCR quantitative (qP CR) 

�/�D�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �$�'�1�F�� �G�H�V�� �J�q�Q�H�V�� �G�H�� �O�D�� �*�$�3�'�+�� �H�W���G�H�� �O�·�,�)�1�t est réalisée 

�S�D�U�� �O�D�� �W�H�F�K�Q�L�T�X�H�� �G�H�� �3�&�5�� �H�Q�� �W�H�P�S�V�� �U�p�H�O�� �j�� �O�·�D�L�G�H�� �G�H�� �F�R�X�S�O�H�V�� �G�·�D�P�R�U�F�H�V��

spécifiques (tableau 5 ) et de  �O�·�D�J�H�Q�W�� �L�Q�W�H�U�F�D�O�D�Q�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�� �6�<�%�(�5® Green. 

La réaction de qPCR est effectuée  dans un volume réactionnel de  20 µL 

contenant  :  

- 2 µL de chacune des amorces (à 10 pmol/ µL) 

- 1 µL �G�· H2O   

- 10 µL du mélange B -R SYBER ® Green SuperMix (Quanta Bioscience)  

- 5 µL �G�·�$�'�1�F�� 



Amorces   Séquences  

GAPDH fwd  ���·-TGG TATCGT GGA AGG ACT CA-���· 

GAPDH rev  ���·-CCA GTA GAG GCA GGG ATG AT-���· 

IFN �Ã fwd  ���·-GCA GTA TTC AAG CCT CCC AT -���· 

IFN �Ã  rev  ���·-TCC AAA TTG CTC TCC TCT TG-���· 

Tableau  5 : Séquences  des  amorces  utilisées  pour  amplifier  les  ADNc  
correspondants  aux  gènes  de la  GAPDH  et  de �O�·�,�)�1�Ã 
 
 

Cycle  Étape   Temps  Température  Répétition   

1 10 min  95 °C 

2 Étape  1 10 sec  95 °C X45  

Étape  2 30 sec  58 °C 

Étape  3 30 sec  72 °C 

3 30 sec  95 °C 

4 1 min  50 °C 

5 10 sec  50 °C X100 * 

* : Après le cycle numéro 2 augmenter la température de 0,5 °C après 
chaque cycle  

Tableau 6 : Programme utilisé pour la PCR quantitative  
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Le progra mme de PCR utilisé est indiqué dans le tableau 6 . La mesure de l a 

fluorescence  est quantifiée après 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 grâce au logice l CFX Manager (BioRad).  

5 - Quantification relative avec la méthode de 2 -�4�4Ct  

�/�·�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�X�� �J�q�Q�H�� �G�H�� �O�·�,�)�1�t par qPCR est réalisée selon la 

quantification relative par la méthode de 2 -�4�4Ct ���� �/�D�� �T�X�D�Q�W�L�W�p���G�·�$�'�1�F�� �G�X�� �J�q�Q�H��

IFN�t dans les cellules inf ectées est normalisée par rapport à deux 

�S�D�U�D�P�q�W�U�H�V���� �/�H�� �S�U�H�P�L�H�U�� �H�V�W�� �O�D�� �T�X�D�Q�W�L�W�p�� �G�·�$�'�1�F�� �R�E�W�H�Q�X�H�� �S�R�X�U�� �O�H�� �J�q�Q�H�� �G�H��

référence de la GAPDH (Glycéraldéhyde -3-phosphate déshydrogénase), le 

deuxième est les valeurs obtenues pour ces deux gènes (IFN �t��et GAPDH)  

dans les cellules infectées (NI). Voici la formule utilisée  : 

 2-�4�4Ct = 2-[(Ct IFN �t��- Ct GAPDH) cellule infectée - (Ct IFN �t��- Ct GAPDH) NI ] 
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Chapitre 1  : La rupture des membranes lors de 
�O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V��Ad �9���L�Q�G�X�L�W���O�·autopha gie sélective   

 

 

Notre laboratoire a précédemment montré que le motif PPxY, exposé lors de 

�O�D�� �O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �3�9�,�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9���� �V�H�� �O�L�H�� �D�X�[��

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, 

où le motif PPxY de la PVI est muté en PGAA , ne sont plus capables de 

�U�H�F�U�X�W�H�U�� �O�H�V�� �1�H�G�G���� �H�W�� �S�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W�� �O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �3�9�,�� �H�V�W�� �D�E�R�O�Le. 

Pour des raisons encore mal comprises �����O�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���F�\�W�R�S�O�D�V�P�L�T�X�H���G�H���O�·�$�G�9��

�M�X�V�T�X�·�D�X���0�7�2�&���H�V�W���O�R�X�U�G�H�P�H�Q�W���D�I�I�H�F�W�p���S�D�U���F�H�W�W�H���P�X�W�D�W�L�R�Q���H�W���O�H���Y�L�U�X�V���P�X�W�D�Q�W��

est 20  fois infectieux que le virus sauvage (Wodrich et al., 2010) .  

A- Implication du  motif PPxY dans  �O�·échappement 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)  �H�W�� �P�H�V�X�U�p�� �O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H��

�W�U�D�Q�V�G�X�F�W�L�R�Q���J�U�k�F�H���j�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���O�D�� �*�)�3. Des cellules U2OS et HeLa ont 

été transduites  avec différentes quantités de vecteurs sauvages ou mutants. 

Dans les cellules U2OS p our une MOI de 50 particules par cellule, 60% des 

cellules transduites �D�Y�H�F���O�·�$�G�9-WT expriment la GFP. Pour la même quantité 

�G�H���S�D�U�W�L�F�X�O�H�V���Y�L�U�D�O�H�V���V�H�X�O�H�V�����������G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���W�U�D�Q�V�G�X�L�W�H�V���D�Y�H�F���O�·�$�G�9-M1 sont 

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 

�T�X�H�� �O�H�� �G�p�I�D�X�W�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X�� �P�X�W�D�Q�W�� �0���� �H�V�W�� �R�E�V�H�U�Y�D�E�O�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �G�H�X�[��

modèles 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 

�G�X�� �0���� �H�V�W�� �U�H�S�U�R�G�X�F�W�L�E�O�H�� �G�D�Q�V�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �W�\�S�H�V�� �G�H�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� ��Figure 1 C ). Ces 



Figure  1 : Infectiosité  du  mutant  M1 dans  divers  types  cellulaires  
Pourcentage  de cellules  (A) U2OS, (B) HeLa et (C) MRC5, U2OS, HepG2, HuH 7 et MDA  
fluorescentes  après  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-M1.   
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�V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H���O�H���G�p�I�D�X�W���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p���G�X���P�X�W�D�Q�W���H�V�W���L�Q�G�p�S�H�Qdant du modèle 

cellulaire utilisé, que ce soit des fibroblastes ou des hépatocytes.  

2 - �$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O                                                                                   

Dans un deuxième temps, nous nous sommes demandés si  ce défaut 

�G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p���Q�·�p�W�D�L�W���S�D�V���O�L�p���D�X���U�{�O�H���G�H���O�D���3�9�,�� �G�D�Q�V���O�D���U�X�S�W�X�U�H���G�H���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H����

�$�I�L�Q�� �G�·�D�Q�D�O�\�V�H�U�� �O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���� �Q�R�X�V�� �X�W�L�O�L�V�R�Q�V�� �G�H�V��

cellules U2OS exprimant la protéine Gal3 -mCherry. En effet, notre 

laboratoire a précédemmen t démontré que la Gal3 est recrutée sur les 

�H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �U�R�P�S�X�V�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9��(Maier et al., 2012; Martinez et 

al., 2013) . Comme contrôle, nous utilisons le virus mutant TS1. Ce mutant 

�Q�·�L�Q�G�X�L�W���S�D�V���G�H�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �S�X�L�V�T�X�·�L�O�� �Q�·�H�V�W���S�D�V�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�H�� �O�L�E�p�U�H�U��

�O�D�� �3�9�,�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�F�\�W�R�V�H�� �G�H�� �O�D�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�� �Y�L�U�D�O�H��(Martinez et al., 2015) . Les 

cellules U2OS -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 

méthodes ( Schéma 35 ). Des anticorps anti -AdV sont utilisés pour marquer 

et détecter les virus. Les images obtenues en microscopie confocale 

�L�Q�G�L�T�X�H�Q�W�� �O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�� �P�D�U�T�X�D�J�H�� �*al3 ponctiforme dans le cytoplasme 

�G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-�:�7�� �H�W�� �O�·�$�G�9-M1. En revanche, pour les 

�F�H�O�O�X�O�H�V�� �Q�R�Q�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �H�W�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-TS1, la Gal3 ne 

semble pas être recrutée car le marquage reste diffus dans le cytoplasme 

(Figure 2 A ������ �$�I�L�Q�� �G�·�H�V�W�L�P�H�U�� �O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H�� �O�D�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H��

endosomale, nous avons quantifié le recrutement de la Gal3 au cours du 

temps après infection par les trois types virus ( Figure 2 B ). A aucun 

�P�R�P�H�Q�W���� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-TS1 (courbe gris �H���� �Q�·�L�Q�G�X�L�W�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H��

Gal3, confirmant ainsi que la rupture de la membrane endosomale est 

nécessaire pour ce recrutement ( Figure 2 B ). En ce qui concerne les cellules 

�L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-�:�7�� ���F�R�X�U�E�H�� �Q�R�L�U�H���� �R�X�� �O�·�$�G�9-M1 (courbe rouge), nous 

�Q�·�D�Y�R�Q�V���S�Ds observé 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 à échapper des 

endosomes rompus nous avons quantifié le p ourcentage de virus 

�F�R�O�R�F�D�O�L�V�D�Q�W�� �D�Y�H�F�� �O�D�� �*�D�O���� �D�X�� �F�R�X�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� ��Figure 2 C ). En effet, la 



Figure  2 : Lyse  des  endosomes  et  échappement  endosomal  des  AdV  sauvages  
et  mutants  
Des cellules  U2OS 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  à différents  temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  pour  
�O�·AdV (en vert) . La Gal3 est détectée  grâce à la fluorescence  de la protéine  mCherry  (en 
rouge) . Les images  représentées  ici  sont  les acquisitions  obtenues  en microscopie  confocale  
30  min  après  �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q du  virus . (B) Le nombre  �G�·�R�E�M�H�W�V positifs  pour  mCherry  (Gal3) 
par  cellule  est quantifié  à différents  temps  de �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. (C) Le pourcentage  de virus  
colocalisant  avec le signal  mCherry  est également  quantifié . Les résultats  obtenus  avec 
�O�·AdV-WT sont  représentés  par  les courbes  noires,  ceux  obtenues  avec �O�·AdV-M1 sont  
représentés  par  les courbes  rouges  et ceux  obtenus  avec �O�·AdV-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�·�H�U�U�H�X�U�V 
représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : ns : > 0.05 , * : p �” 0.05 , ** : p �” 0.01 , *** .  
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diminution de la colocalisation AdV+Gal3 reflète la dissociation entre les 

�Y�L�U�X�V�� �H�W�� �O�H�V�� �H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �U�R�P�S�X�V���� �'�H�� �P�D�Q�L�q�U�H�� �F�R�K�p�U�H�Q�W�H���� �O�·�$�G�9-TS1 ne 

colocalise que trè �V�� �S�H�X�� �D�Y�H�F�� �O�H�V�� �*�D�O���� �S�X�L�V�T�X�·�L�O�� �Q�H�� �U�R�P�S�W�� �S�D�V�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H��

endosomale. Le pourcentage de virus sauvages colocalisant avec la Gal3 

�D�X�J�P�H�Q�W�H�� �G�X�U�D�Q�W�� �O�H�V�� ������ �S�U�H�P�L�q�U�H�V�� �P�L�Q�X�W�H�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �M�X�V�T�X�·�j�� �D�W�W�H�L�Q�G�U�H��

���������� �S�X�L�V�� �L�O�� �G�L�P�L�Q�X�H�� �M�X�V�T�X�·�j�� �H�Q�Y�L�U�R�Q�� ������ �j�� ���� �K�� �S�R�V�W�� �L�Q�I�H�Ftion ( Figure 2 C ). 

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 

�M�X�V�T�X�·�j�� ���� �K�� �S�R�V�W-�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�R�X�U�� �D�W�W�H�L�Q�G�U�H�� ���������� �S�X�L�V�� �L�O�� �G�L�P�L�Q�X�H�� �M�X�V�T�X�·�j��

environ 15 % à 2 h post infection ( Figure 2 C ). Ces résultats révèlent que 

�O�·�$�G�9-M1 colocalise plus que le virus sauvage avec les endosomes rompus et 

reste associé avec ces vésicules endommagées plus longtemps. Par 

conséquent, ces résultats suggèrent que ce mutant pr ésente un défaut 

�G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O��         

Pour confirmer cette hypothèse, nous analysons la dissociation entre la 

�F�D�S�V�L�G�H���H�W���O�D���3�9�,���O�L�E�p�U�p�H���G�D�Q�V���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���V�H�O�R�Q���O�H���P�r�P�H���S�U�R�W�R�F�R�O�H���H�W���O�D���P�r�P�H��

�F�L�Q�p�W�L�T�X�H���T�X�H���S�U�p�F�p�G�H�P�P�H�Q�W�����/�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�X���Y�L�U�X�V���G�D�Qs la cellule, la PVI 

�Q�·�H�V�W�� �G�p�W�H�F�W�D�E�O�H�� �S�D�U�� �L�P�P�X�Q�R�P�D�U�T�X�D�J�H�� �T�X�H�� �O�R�U�V�T�X�H�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �H�V�W��

partiellement désassemblée. De ce fait, les événements de colocalisations 

AdV/PVI ne sont détectés que suite au désassemblage partiel de la capside 

�G�D�Q�V�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H��(Maier et al., 2012) . Après la �O�\�V�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���� �O�H�V�� �G�H�X�[��

signaux persistent mais les colocalisations AdV/PVI diminuent. En fait, la 

�P�D�M�R�U�L�W�p���G�H�V���3�9�,���U�H�V�W�H���D�V�V�R�F�L�p�H���D�X�[���P�H�P�E�U�D�Q�H�V���U�R�P�S�X�H�V���G�H���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���D�O�R�U�V��

�T�X�H�� �O�D�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�� �Y�L�U�D�O�H�� �G�p�V�D�V�V�H�P�E�O�p�H�� �H�V�W�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�p�H�� �M�X�V�T�X�·�D�X�� �Q�R�\�D�X���� �3�D�U��

consé�T�X�H�Q�W���� �O�D�� �G�L�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �V�L�J�Q�D�X�[�� �$�G�9���3�9�,�� �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�� �j�� �O�·�p�Y�p�Q�H�P�H�Q�W��

�G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�� ��Figure 3 A ). Des cellules U2OS 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 

quantification du pourcentage de virus positifs pour la PVI au cours de 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�� �T�X�H�� �O�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �0���� �U�H�V�W�H�� �D�V�V�R�F�L�p�� �D�X�[�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �U�R�P�S�X�H�V����

En effet, comme pour la Gal3 et selon la même cinétique, dans les cellules 

i�Q�I�H�F�W�p�H�V���S�D�U���O�·�$�G�9-M1, les colocalisations AdV/PVI sont plus nombreuses et 

les évènements de dissociations sont plus tardifs ( Figure 3 C ).  



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�·�H�Q�W�U�p�H de 
�O�·AdV. 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 �O�·endosome , le 
virus  et la PVI sont  détectés  en jaune  car  ils  colocalisent  (vert  + rouge ). Enfin,  après  la 
dissociation  du  virus  des vésicules  rompues,  le virus  est de nouveau  détecté  en rouge  et la 
PVI en vert . (B) Des cellules  U2OS 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  à différents  temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et 
marquées  pour  �O�·AdV (en rouge)  et pour  la PVI (en vert) . Les images  représentées  ici  sont  les 
acquisitions  obtenues  en microscopie  confocale  30  min  après  �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q du  virus . (C) 
Le pourcentage  de virus  colocalisant  avec la PVI est quantifié . Pour  chaque  condition  un  
minimum  de 10  cellules  est analysées,  les courbes  représentent  la moyenne  et les barres  
�G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . 
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3- Conclusion                                                

�/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�� �F�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�� �T�X�H�� �O�D�� �P�X�W�D�W�L�R�Q�� �G�X��motif PPxY (en 

�3�*�$�$���� �G�L�P�L�Q�X�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �V�D�Q�V�� �D�O�W�p�U�H�U�� �O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H�� �O�\�V�H�� �G�H�� �O�D��

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H���� �1�p�D�Q�P�R�L�Q�V���� �L�O�� �V�H�P�E�O�H�U�D�L�W�� �T�X�·�H�Q�� �S�O�X�V�� �G�H�� �G�L�P�L�Q�X�H�U�� �O�H��

transport du virus vers le MTOC (Wodrich et al., 2010 ,) cette mutation 

�D�I�I�H�F�W�H�� �O�·�p�W�D�S�H�� �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �P�X�W�D�Q�W�� �0����

présente un retard de dissociation de la membran e endosomale (positives 

aux Gal3 et PVI) après 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 

�D�X�[���Y�L�U�X�V���G�H���V�·�p�F�K�D�S�S�H�U���G�H�V���H�Q�G�R�V�R�P�H�V���U�R�P�S�X�V���� 

B- La �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9 indui t -

elle  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H? 

�1�R�X�V���D�Y�R�Q�V���H�Q�V�X�L�W�H���Y�R�X�O�X���H�[�D�P�L�Q�H�U���V�L�����F�R�P�P�H���S�R�X�U���O�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V�����O�·�$�G���L�Q�G�X�L�W��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���V�X�L�W�H���j���O�D���U�X�S�W�X�U�H���G�H���O�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H��(Thurston et a l., 

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�·�r�W�U�H�� �V�p�F�U�p�W�p�H�V���� �/�H�V�� �U�{�O�H�V�� �O�H�V�� �P�L�H�X�[�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�V�� �G�H�� �F�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �R�S�q�U�H�Q�W��

dans le milieu extracellulai re où, grâce à leur liaison aux protéines 

transmembranaires, elles participent à divers processus biologiques 

(différenciation, adhésion cellulaire, réponse pro -�L�Q�I�O�D�P�P�D�W�R�L�U�H���«����

(Houzelstein et al., 2004) . Comme �p�Y�R�T�X�p�� �G�D�Q�V�� �O�·�L�Q�W�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���� �F�H�U�W�D�L�Q�H�V�� �*�D�O��

(Gal3, 8 et 9) ont aussi une  fonction cytoplasmique  : elles détectent les 

�Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �U�R�P�S�X�H�V�� �V�X�L�W�H�� �j�� �O�·�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q�� �D�Q�R�U�P�D�O�H�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �L�Q�W�U�D�O�X�P�L�Q�D�O�H�V��

(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�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H�� �D�I�L�Q�� �G�·�p�O�L�P�L�Q�H�U�� �O�H�� �S�D�W�K�R�J�q�Q�H���� �'�H�� �F�H�� �I�D�L�W���� �Q�R�X�V�� �Q�R�X�V��

sommes demandés si la Gal8 participait aussi à la détection des vésicules 

�U�R�P�S�X�H�V�� �S�D�U�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·AdV. Pour répondre à cette question, nous avons 

�L�Q�I�H�F�W�p�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �8���2�6�� �D�Y�H�F�� �O�·�$�G�9-WT pendant 30 min puis réalisé une  



Figure  4 : Recrutement  de la  Gal 8 pendant  �O�·�H�Q�W�U�p�H de �O�·AdV  
(A) Des cellules  U2OS sont  infectées  avec �O�·AdV-WT. 30  min  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q les cellules  
sont  fixées  et marquées  pour  la PVI (vert)  et la Gal8 (violet) . Les flèches  blanches  indiquent  
des évènements  de colocalisations . (B). Des cellules  U2OS 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  à différents  temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  pour  �O�·AdV (en rouge)  
et pour  la Gal8 (en vert) . Les images  représentées  ici  sont  les acquisitions  obtenues  en 
microscopie  confocale  30  min  après  �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q du  virus . (C) Le nombre  �G�·�R�E�M�H�W�V 
positifs  pour  le marquage  Gal8 par  cellule  est quantifié  à différents  temps  de �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. 
Pour  chaque  condition,  un  minimum  de 10  cellules  est analysé . Les points  utilisés  pour  
tracer  les courbes  représentent  la moyenne  et les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W 
type . Statistique  : ns : > 0.05 , * : p �” 0.05 , **  : p �” 0.01 , ***  : p �” 0.001 , ****  : p �” 0.0001  
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immunofluorescence (IF) marquant la PVI et la Gal8 ( Figure 4 A ). Les images 

�R�E�W�H�Q�X�H�V�� �H�Q�� �P�L�F�U�R�V�F�R�S�L�H�� �F�R�Q�I�R�F�D�O�H�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W�� �G�·�R�E�V�H�U�Y�H�U�� �G�H��nombreux 

événements de colocalisation entre la Gal8 et la PVI. Ceci suggère que la 

Gal8 est recrutée lors de la rupture des membranes induite par la PVI.  

�1�R�X�V���D�Y�R�Q�V���H�Q�V�X�L�W�H���U�p�D�O�L�V�p���G�H�V���F�L�Q�p�W�L�T�X�H�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�H���Y�L�U�X�V���V�D�X�Y�D�J�H���H�W��

les deux mutants (M1 et  TS1) toujours en suivant le même protocole 

(Schéma 35 ). Le recrutement de la Gal8 est quantifié comme précédemment 

en comptabilisant le nombre de spots Gal8 dans les cellules infectées grâce à 

un immunomarquage ( Figure 4 B ). Le marquage de la Gal8 montre une 

accumulation de structures ponctiformes dans les cellules infectées par 

�O�·�$�G�9-�:�7�� �H�W�� �O�·�$�G�9-M1 mais pas dans les cellules non infectées ou infectées 

�D�Y�H�F�� �O�·�$�G�9-TS1 (Figure 4 C ������ �&�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�Q�W���� �T�X�·�H�Q�� �S�O�X�V�� �G�·�r�W�U�H��

détectée par la Gal3, la rupture  �G�H�V�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9�� �H�V�W�� �D�X�V�V�L��

décelée par la Gal8.  

Puisque la Gal8 est impliquée dans le recrutement de la machinerie 

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H���V�X�U���O�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�H�V���U�R�P�S�X�H�V���O�R�U�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H�����Q�R�X�V��

�D�Y�R�Q�V���G�R�Q�F���F�K�H�U�F�K�p���j���V�D�Y�R�L�U���V�L���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���D�F�W�L�Y�p�H���S�D�U���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V���$�G�9���� 

2 - �$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�Q�G�D�Q�W���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V���$�G�9 

�3�R�X�U���G�p�P�R�Q�W�U�H�U���T�X�H���O�H�V���G�R�P�P�D�J�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�D�L�U�H�V���L�Q�G�X�L�W�V���S�D�U���O�·�$�G�9���D�F�W�L�Y�H�Q�W��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���U�H�S�U�R�G�X�L�W���O�H�V���F�L�Q�p�W�L�T�X�H�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���P�D�L�V���F�H�W�W�H���I�R�L�V-

ci en marqu ant la protéine LC3 ( Figure 5 A ). En effet, la protéine LC3 est 

�X�Q�H���S�U�R�W�p�L�Q�H���F�\�W�R�V�R�O�L�T�X�H���T�X�L�����O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����H�V�W���U�H�F�U�X�W�p�H��

�V�X�U�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �G�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���� �'�D�Q�V�� �X�Q�H�� �F�H�O�O�X�O�H�� �R�•�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

�Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �D�F�W�L�Y�p�H���� �O�H�� �P�D�U�T�X�D�J�H�� �G�H�� �/�&���� �H�V�W�� �Giffus dans le cytoplasme. En 

�U�H�Y�D�Q�F�K�H���� �O�R�U�V�T�X�·�H�O�O�H�� �H�V�W�� �L�Q�G�X�L�W�H���� �/�&���� �H�V�W�� �U�H�J�U�R�X�S�p�H�� �V�R�X�V�� �I�R�U�P�H�� �G�H�� �F�O�X�V�W�H�U�V��

témoignant ainsi de la formation des autophagosomes (Klionsky et al., 2016) . 

La quantification du recrutement de LC3 sur les vésicules autophagiques 

�U�p�Y�q�O�H���T�X�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���L�Q�G�X�L�W�H���G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���L�Q�I�H�F�W�p�H�V���S�D�U���O�·�$�G�9-WT et 

�O�·�$�G�9-�0���� �P�D�L�V�� �S�D�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-TS1 (Figure 5 B ). 

Ceci suggère que les dommages membranaires sont requis pour initier 

�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V���$�G�9�����(�Q���H�I�I�H�W�����O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W��



Figure  5 : Induction  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H lors  de �O�·�H�Q�W�U�p�H de �O�·AdV  
Des cellules  U2OS 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  à différents  temps  après  
�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  pour  �O�·AdV (en rouge)  et pour  la LC3 (en vert) . Les images  
représentées  ici  sont  les acquisitions  obtenues  en microscopie  confocale  30  min  après  
�O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q du  virus . (B) Le nombre  �G�·�R�E�M�H�W�V positifs  pour  le marquage  LC3 par  cellule  
est quantifié  à différents  temps  de �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. Pour  chaque  condition  un  minimum  de 10  
cellules  est analysé . Les points  utilisés  pour  tracer  les courbes  représentent  la moyenne  et 
les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : ns : > 0.05 , * : p �” 0.05 , ** : p �” 
0.01 , ***  : p �” 0.001 , ****  : p �” 0.0001 . (C) Des cellules  U2OS sont  infectées  avec les 
vecteurs  AdV-WT ou  AdV-M1 ou  AdV-TS1 pendant  30  ou   60  min  ou  sont  traitées  avec 50  
µM 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�Q�W�H�Q�V�L�W�p de la bande  LC3-II  et celle  de la bande  
GAPDH  pour  chacune  des conditions . Ces chiffres  sont  normalisés  par  rapport  à la 
condition  non  infectée  (NI). 
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�U�D�S�L�G�H�P�H�Q�W�� �D�F�W�L�Y�p�H�� �������� �j�� ������ �P�L�Q�� �D�S�U�q�V�� �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �Y�L�U�X�V���� �H�W�� �O�D��

cinétique de son indu ction ( Figure 5 B ) ressemble fortement à la cinétique 

de la libération de la PVI ( Figure 3 C ). Les mêmes résultats ont été obtenus 

par nos collaborateurs (Dr. C Wiethoff, Chicago) dans un autre modèle 

cellulaire, les cellules HeLa. Pour confirmer ces obser vations, nous avons 

�D�Q�D�O�\�V�p�� �O�D�� �O�L�S�L�G�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �/�&���� �D�X�� �F�R�X�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�V�� �W�U�R�L�V��

virus. En effet, pour être associée aux membranes autophagosomales LC3 

doit être conjuguée à un groupement phosphatidyl -éthanolamine (PE) 

(Schéma 14  du Chapi �W�U�H�� ���� �G�H�� �O�·�L�Q�W�U�R�G�X�F�W�L�R�Q������ �/�D�� �I�R�U�P�H�� �F�\�W�R�V�R�O�L�T�X�H�� �G�H�� �/�&����

est dénommée LC3 -I alors que la forme lipidée est appelée LC3 -II. La 

�F�R�Q�Y�H�U�V�L�R�Q�� �G�·�X�Q�H�� �I�R�U�P�H�� �j�� �O�·�D�X�W�U�H�� �S�H�U�P�H�W�� �G�H�� �V�X�L�Y�U�H�� �O�·�D�F�W�L�Y�L�W�p�� �G�X�� �I�O�X�[��

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H���� �,�O�� �H�V�W�� �O�D�U�J�H�P�H�Q�W�� �p�W�D�E�O�L�� �T�X�H�� �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �Iorme LC3 -II 

���R�E�V�H�U�Y�D�E�O�H�� �H�Q�� �Z�H�V�W�H�U�Q�� �E�O�R�W���� �U�H�I�O�q�W�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Klionsky et 

al., 2016) . Par conséquent, nous avons analysé par western blot (WB) le flux 

autoph agique dans les cellules infectées. Nous utilisons comme contrôle 

positif des cellules traitées avec de la chloroquine (CQ). Le traitement par la 

CQ entraîne une accumulation de la forme LC3 -II en inhibant la fusion 

autophagosome -lysosome (Klionsky et al., 2016) . Les virus capables de 

�U�R�P�S�U�H���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�����:�7���H�W���0�������L�Q�G�X�L�V�H�Q�W���X�Q�H���D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���I�R�U�P�H���/�&��-

II alors que pour les virus incapabl es de rompre la vésicule (TS1), le niveau 

de LC3 -II est similaire à celui des cellules non infectées (NI) ( Figure 5 C ). Ces 

�U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9���� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H�� �U�p�S�R�Q�G�� �j�� �O�D��

�U�X�S�W�X�U�H���G�H���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���H�Q���L�Q�G�X�L�V�D�Q�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 

Enfin, no �X�V���D�Y�R�Q�V���Y�R�X�O�X���Y�p�U�L�I�L�H�U���V�L���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���L�Q�G�X�L�W�H���S�D�U���O�·�$�G�9���P�H�W���H�Q���M�H�X��

aussi le recrutement des protéines adaptatrices impliquées dans la 

�[�p�Q�R�S�K�D�J�L�H���O�R�U�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���P�L�F�U�R�E�L�H�Q�Q�H.  

3- �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���L�Q�G�X�L�W�H���H�V�W���H�O�O�H���V�p�O�H�F�W�L�Y�H ? 

�&�R�P�P�H���G�p�F�U�L�W���G�D�Q�V���O�·�L�Q�W�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�X�W���F�L�E�O�H�U���V�p�O�H�F�W�L�Y�H�P�H�Q�W���G�H�V��

protéines spécifiques, des pathogènes invasifs ou des organelles 

�H�Q�G�R�P�P�D�J�p�V���� �/�D�� �V�S�p�F�L�I�L�F�L�W�p�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �F�R�Q�G�X�L�W�H�� �S�D�U�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

adaptatrices qui reconnaissent les «  eat-me signal  » sur les cargos à dég rader 



Figure  6 : Recrutement  des  protéines  adaptatrices  lors  de �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q par  �O�·AdV   
Des cellules  U2OS 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  à différents  
temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  pour  �O�·AdV (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  après  �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q du  virus . Le nombre  �G�·�R�E�M�H�W�V positifs  
par  cellule  pour  (B) le marquage  NDP52 ou  (D) le marquage  p62  est quantifié  à différents  
temps  de �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. Pour  chaque  condition  un  minimum  de 10  cellules  est analysé . Les 
points  utilisés  pour  tracer  les courbes  représentent  la moyenne  et les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V 
représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : ns : > 0.05 , * : p �” 0.05 , ***  : p �” 0.001 .  
 
 



- 99 - 
 

(Boyle and Randow, 2013) . Les protéines adaptatrices i mpliquées de manière 

redondante dans la xénophagie sont NDP52 et P62 (Svenning and Johansen, 

2013) .      

1 - Recrutement des protéines adaptatrices   

�$�I�L�Q�� �G�·�p�W�X�G�L�H�U�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H��

�O�·�$�G�9�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���U�p�S�p�W�p���O�H�V���F�L�Q�p�W�L�T�X�H�V���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�H�V���W�U�R�L�V���Y�L�U�X�V���Hn co -

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 B et 6 D ). Une fois de plus, 

seuls les virus qui in duisent des dommages membranaires (WT et M1) 

�L�Q�G�X�L�V�H�Q�W���O�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���F�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���D�O�R�U�V���T�X�H���F�H���Q�·�H�V�W���S�D�V���O�H���F�D�V���S�R�X�U��

le virus contrôle (TS1) ( Figure 6 B et 6 D ������ �&�H�F�L�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�� �T�X�H�� �O�·�p�W�D�S�H�� �G�H��

�U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �G�p�F�O�H�Q�F�K�H�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V adaptatrices 

�L�P�S�O�L�T�X�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H���� �3�R�X�U�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�U�� �T�X�H�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

�D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V���V�R�Q�W���U�H�F�U�X�W�p�H�V���V�X�L�W�H���j���O�·�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q���G�H���© eat-me signal  » (Ub, Gal8) 

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 système de détection des membranes rompues permet de limiter 

la réplication de bactéries telles que les Salmonelles (Thurston et al., 2012) . 

�3�R�X�U���G�H�V���U�D�L�V�R�Q�V���W�H�F�K�Q�L�T�X�H�V�����Q�R�X�V���Q�·�D�Y�R�Q�V���S�D�V���S�X���P�D�U�T�X�H�U���H�Q�V�H�P�E�O�H���1�'�3������

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 être 

u tilisés ensemble. De ce fait, pour marquer les endosomes rompus, nous 

avons utilisé des U2OS -Gal3 -mCherry. Les cellules exprimant la Gal3 -

mCherry ont ainsi été infectées avec du virus sauvage et co -marquées pour 

�O�·�$�G�9�� �H�W�� �1�'�3������ ��Figure 7 A ). Les protéines P 62, reconnaissent les Ub lors 

�G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H��(Cemma et al., 2011) . Nous avons donc infecté des 

�8���2�6�� ���S�U�p�D�O�D�E�O�H�P�H�Q�W�� �W�U�D�Q�V�I�H�F�W�p�H�V�� �D�Y�H�F�� �G�H�V�� �S�O�D�V�P�L�G�H�V�� �F�R�G�D�Q�W�� �S�R�X�U�� �O�·�8�E-HA) 

�D�Y�H�F�� �O�·�$�G�9�� �V�D�X�Y�D�J�H�� �H�W�� �F�R-�P�D�U�T�X�p�� �3�������� �O�·�$�G�9�� �H�W�� �+�$�� ��Figure 7 B ). Ces 

�H�[�S�p�U�L�H�Q�F�H�V�� �G�H�� �W�U�L�S�O�H�V�� �P�D�U�T�X�D�J�H�V�� �Q�R�X�V�� �R�Q�W�� �S�H�U�P�L�V�� �G�·�R�E�V�H�U�Y�H�U�� �G�H�V�� �W�U�L�S�O�H�V��

colocalisations NDP52 -Galectines -AdV et P62 -Ub-AdV. Ces résultats 

�V�X�J�J�q�U�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V�� �V�R�Q�W�� �U�H�F�U�X�W�p�H�V�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H��



Figure  7 : Colocalisations  entre  les  virus,  les  protéines  adaptatrices  et  les  
récepteurs  moléculaires   
(A) Des cellules  U2OS exprimant  la Gal3-mCherry  (en violet)  sont  infectées  avec du  vecteur  
AdV-WT. 30  min  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q les cellules  sont  fixées  et marquées  pour  �O�·AdV (en rouge)  
et NDP52 (en vert) . Les flèches  blanches  indiquent  les évènement  de triples  colocalisations . 
(B) Des cellules  U2OS préalablement  transfectée  avec un  plasmide  codant  la protéine  Ub-
mCherry  (en violet)  sont  infectées  avec du  vecteur  AdV-WT. 30  min  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q les 
cellules  sont  fixées  et marquées  pour  �O�·AdV (en rouge)  et p62  (en vert) . Les flèches  blanches  
indiquent  des évènements  de triples  colocalisations . 
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�O�·�$�G�9�� �J�U�k�F�H�� �j�� �O�H�X�U�V�� �O�L�J�D�Q�G�V�� �U�H�V�S�H�F�W�L�I�V : �*�D�O���� �S�R�X�U�� �1�'�3������ �H�W�� �O�·�8�E�� �S�R�X�U�� �3��������

�&�H�S�H�Q�G�D�Q�W�����F�H�V���R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V���G�H�Y�U�R�Q�W���r�W�U�H���F�R�Q�I�L�U�P�p�H�V���S�D�U���G�·�D�X�W�U�H�V���D�S�S�U�R�F�K�H�V��

expérimentales afin de mieux caractériser le recrutement de ces protéines 

sur les AdV. En effet, NDP52 possède également un domaine de liaison à 

�O�·Ub. Il est tout à fait probable que NDP52 soit recrutée via  son interaction 

�D�Y�H�F���G�H�V���8�E�����'�H���S�O�X�V�����E�L�H�Q���T�X�H���S�O�X�V�L�H�X�U�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���G�H���O�·�$�G�9���D�L�H�Q�W���p�W�p���G�p�F�U�L�W�H�V��

comme étant ubiquitinylées (PVI, penton, Wodrich et al., 2010) , on ne peut 

�S�D�V�� �H�[�F�O�X�U�H�� �T�X�H�� �O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�X�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �3������ �H�W���R�X��

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 grâce aux récepteurs moléculaires Gal8 et Ub. 

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �U�D�S�L�G�H�P�H�Q�W�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�V��

�F�H�O�O�X�O�H�V�� �������� �j�� ������ �P�L�Q�X�W�H�V�� �D�S�U�q�V�� �O�·�D�G�G�L�W�L�R�Q�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �V�X�U�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V). 

Néanmoins nous avons observé que le mutant M1, défectueux pour 

�O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O���� �L�Q�G�X�L�W�� �X�Q�H�� �U�H�O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �/�&����

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�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �F�H�� �T�X�L�� �S�R�X�U�U�D�L�W�� �H�[�S�O�L�T�X�H�U�� �S�R�X�U�T�X�R�L�� �L�O�� �H�V�W�� �E�H�D�X�F�R�X�S�� �P�R�L�Q�V��

�L�Q�I�H�F�W�L�H�X�[�� �T�X�H�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H���� �&�H�F�L�� �I�H�U�D�� �O�·�R�E�M�H�W�� �G�X�� �S�U�R�F�K�D�L�Q�� �F�K�D�S�L�W�U�H�� �G�H�V��

résultats.  

 

 

 

 



 

  



- 101 - 
 

Chapitre 2  : Un AdV dont le motif PPxY de la PVI est 
muté est sujet à l �D���G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

 

 

Le mutant M1 est environ 20 fois moins infectieux que le virus sauvage 

(Figure 1 ���� �:�R�G�U�L�F�K�� �H�W�� �D�O���� �������������� �&�H�� �G�p�I�D�X�W�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �S�R�X�U�U�D�L�W�� �I�D�F�L�O�H�P�H�Q�W��

�V�·�H�[�S�O�L�T�X�H�U�� �S�D�U�� �O�H�� �I�D�L�W�� �T�X�H�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�� �H�V�W�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�·�p�O�L�P�L�Q�H�U�� �O�H virus 

�P�X�W�D�Q�W�� �P�D�L�V�� �S�D�V�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H���� �&�R�P�P�H�� �Y�X�� �S�U�p�F�p�G�H�P�P�H�Q�W���� �O�·�$�G�9�� �L�Q�G�X�L�W��

une autophagie sélective lors de la rupture des membranes endosomales et 

le mutant M1 induit un plus fort recrutement de la protéine LC3. 

�/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H���� �W�H�O�O�H�� �T�X�H�� �O�D�� �[�p�Q�Rphagie, permet de dégrader des 

�S�D�W�K�R�J�q�Q�H�V���L�Q�Y�D�V�L�I�V���J�U�k�F�H���j���O�·�D�F�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V���T�X�L���G�p�W�H�F�W�H�Q�W��

et livrent les pathogènes à la dégradation lysosomale (Gomes and Dikic, 

2014) . 

A- �/�H�� �Y�L�U�X�V�� �P�X�W�D�Q�W�� �G�p�I�H�F�W�L�I�� �S�R�X�U�� �O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O��

�V�H�P�E�O�H���r�W�U�H���X�Q���V�X�E�V�W�U�D�W���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 

1- �$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���Y�L�U�X�V-auto phagosomes sur cellules vivantes  

�'�D�Q�V���X�Q���S�U�H�P�L�H�U���W�H�P�S�V���� �Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���Y�R�X�O�X���Y�L�V�X�D�O�L�V�H�U���O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H�V���Y�L�U�X�V��

(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 faço n 

covalente à des fluorochromes. Des cellules U2OS -LC3-GFP ont donc été 

�L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �D�Y�H�F�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �:�7�� �H�W�� �0���� �F�R�Q�M�X�J�X�p�V�� �j�� �O�·�$�O�H�[�D-555 et observées en 

�G�L�U�H�F�W���J�U�k�F�H���j�� �X�Q���P�L�F�U�R�V�F�R�S�H���F�R�Q�I�R�F�D�O���p�T�X�L�S�p���G�·�X�Q���G�L�V�T�X�H���U�R�W�D�W�L�I�� �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W��

�X�Q�H�� �D�F�T�X�L�V�L�W�L�R�Q�� �G�·�L�P�D�J�H�V�� �S�O�X�V�� �U�D�S�Lde (Figure 8 ). Nous avons observé une 

association soudaine des virus (WT et M1) avec LC3 entre 10 et 15 min après 

�O�·�D�G�G�L�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �V�X�U�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� ��Figure 8 A ). Ces associations se 

produisent souvent à la périphérie cellulaire suggérant que LC3 est re crutée 

�G�H�� �P�D�Q�L�q�U�H�� �S�U�p�F�R�F�H�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H���� �'�X�U�D�Q�W�� �O�H�V��

�S�U�H�P�L�q�U�H�V���P�L�Q�X�W�H�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�����O�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���/�&�����V�X�U���O�H�V���Y�L�U�X�V���V�H�P�E�O�H��

�V�H�� �S�U�R�G�X�L�U�H�� �G�H�� �I�D�o�R�Q�� �V�L�P�L�O�D�L�U�H�� �S�R�X�U�� �O�·�$�G�9-�:�7�� �H�W�� �S�R�X�U�� �O�·�$�G�9-M1. Cependant, 

�X�Q�H�� �K�H�X�U�H�� �D�S�U�q�V�� �O�·�D�M�R�X�W�� �Gu virus sur les cellules, la majorité des virus 



Figure  8 : Association  de �O�·AdV  avec  les  autophagosomes  in  vivo  
Des cellules  U2OS exprimant  la protéine  LC3-GFP sont  infectées  avec des vecteurs  (WT ou  
M1) couplés  à �O�·�$�O�H�[�D 594 . (A) Acquisition  �G�·�L�P�D�J�H�V en temps  réel  montrant  le recrutement  de 
LC3 (en vert)  sur  la particule  virale  (en rouge)  lors  de �O�·�H�Q�W�U�p�H du  virus  dans  la cellule . Les 
deux  images  du  panneau  supérieur  montrent  �O�·�H�Q�W�U�p�H du  virus  dans  la cellule  à 45  sec 
�G�·�L�Q�W�H�U�Y�D�O�O�H�V�� les flèches  blanches  indiquent  le virus  non  associé  à LC3 (à gauche)  puis  qui  
deviennent  positif  pour  LC3 (à droite) . Les images  du  panneau  inférieur  montrent  un  
grossissement  du  recrutement  de LC3 sur  la particule  virale . (B) Acquisition  �G�·�L�P�D�J�H�V en 
temps  réel  de U2OS-LC3-GFP infectées  avec le vecteur  AdV-WT (image  du  haut)  ou  AdV-M1 
(image  du  bas) 1 heure  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. Les flèches  indiquent  �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q de �O�·AdV-WT 
au  MTOC (images  du  haut)  et la séquestration  du  mutant  M1 dans  un  autophagosome  
(images  du  bas)   
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sauvages est accumulée à la périphérie nucléaire et peu de virus sont 

associés aux protéines LC3 ( Figure 8 B ). Ceci suggère que le virus sauvage 

�V�·�H�V�W���G�L�V�V�R�F�L�p���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���/�&�����H�W���D���p�F�K�D�S�S�p���j���O�D���G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q��autophagique. 

Au contraire, pour le virus mutant M1, après le même laps de temps, peu de 

virus sont accumulés à la périphérie nucléaire. De plus, de nombreuses 

�S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V�� �V�R�Q�W���R�E�V�H�U�Y�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�\�W�R�S�O�D�V�P�H�� �j�� �O�·�L�Q�W�p�U�L�H�X�U�� �G�H�� �J�U�R�V�V�H�V��

structures circula ires positives pour LC3, qui sont certainement des 

autophagosomes clôts ( Figure 8 B ). Ces observations suggèrent que 

�F�R�Q�W�U�D�L�U�H�P�H�Q�W���D�X���Y�L�U�X�V���V�D�X�Y�D�J�H�����O�H���P�X�W�D�Q�W���0�����Q�·�H�V�W���S�D�V���F�D�S�D�E�O�H���G�·�p�F�K�D�S�S�H�U��

aux vésicules autophagiques et est potentiellement un substrat de  

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 

2 - �$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���Y�L�U�X�V-autophagosomes sur cellules fixées  

Dans un deuxième temps et afin de confirmer les observations précédentes, 

�Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �I�D�L�W�� �X�Q�H�� �p�W�X�G�H�� �T�X�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�H�� �G�H�� �O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �D�Y�H�F�� �O�H�V��

protéines LC3. Des cel lules U2OS ont été infectées avec les AdV -WT et AdV -

�0�����H�W���X�Q�H���F�L�Q�p�W�L�T�X�H���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���D���p�W�p���U�p�D�O�L�V�p�H�����V�X�L�Y�D�Q�W���O�H���S�U�R�W�R�F�R�O�H���G�p�F�U�L�W���G�D�Q�V��

le paragraphe C -1 du matériel et méthodes, Schéma 35 ). Après 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 

endogène ( 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 

�S�U�H�P�L�q�U�H�V�� �K�H�X�U�H�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� ��Figure 9 A ). Par exemple, 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  

�/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H���G�H���F�H�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V���G�p�P�R�Q�W�U�H���T�X�H���O�·�p�W�D�S�H���G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O��

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 

�P�D�U�T�X�D�J�H���/�&�������8�Q�H���K�H�X�U�H���D�S�U�q�V���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V���Y�L�U�X�V���G�D�Q�V���O�D���F�H�O�O�X�O�H�����D�O�R�U�V���T�X�H��



Figure  9 : Quantification  de �O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q des  virus  avec  les  autophagosomes  
sur  cellules  fixées .  
Des cellules  U2OS 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  à différents  temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  
pour  �O�·AdV (en rouge)  et pour  LC3 (en vert) . Les images  représentées  ici  sont  les 
acquisitions  obtenues  en microscopie  confocale  30  min  après  �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q du  virus . (B) 
Le pourcentage  de virus  colocalisant  avec LC3 est quantifié . Pour  chaque  condition  un  
minimum  de 10  cellules  est analysé . Les points  utilisés  pour  tracer  les courbes  
représentent  la moyenne  et les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : * : p 
�” 0.05 , ** : p �” 0.01 .  
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�O�·�$�G�9-WT est accumulé proche de MTOC, la plupart des AdV -�0���� �Q�·�R�Q�W�� �S�D�V��

encore rejoint la périphérie nucléaire. En effet, les  virus mutants sont dans 

le cytoplasme, associés aux protéines LC3 qui décorent la membrane 

autophagosomale. Ceci suggère que le motif PPxY et probablement le 

�U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���O�D���1�H�G�G���������V�R�Q�W���L�P�S�O�L�T�X�p�V���G�D�Q�V���O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���G�X���Y�L�U�X�V���j���O�D��

�G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�Shagie. Néanmoins, nos résultats ne permettent pas 

�G�·�D�I�I�L�U�P�H�U���T�X�H���O�H�V���Y�L�U�X�V���P�X�W�D�Q�W�V���V�R�Q�W���U�p�H�O�O�H�P�H�Q�W���G�p�J�U�D�G�p�V���S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H������������ 

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 à sa dégradation par autophagie. Afin de savoir 

si le mutant M1 est dégradé par autophagie, nous avons inhibé cette voie 

�J�U�k�F�H�� �j�� �S�O�X�V�L�H�X�U�V�� �D�S�S�U�R�F�K�H�V�� �H�W�� �P�H�V�X�U�p�� �O�·�L�P�S�D�F�W�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �V�X�U��

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p���G�H�V���Y�L�U�X�V����WT et M1).  

1 -�/�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���H�V�W���V�W�L�P�X�O�p�H���S�D�U���O�H��

mutant M1 et est essentielle à sa dégradation  

�/�H�� �S�U�H�P�L�H�U�� �L�Q�K�L�E�L�W�H�X�U�� �T�X�H�� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �X�W�L�O�L�V�p�� �H�V�W�� �O�H�� ���·�0�$���� �/�H�� ���·�0�$�� �L�Q�K�L�E�H��

�O�·�D�F�W�L�Y�L�W�p�� �G�H�V�� �3�,���.�� �G�H�� �F�O�D�V�V�H�� �,�� �H�W�� �,�,�,�� �W�H�O�O�H�V�� �T�X�H�� �O�D�� �9�6�334 (faisant partie du 

complexe Beclin1) et par conséquent inhibe la production de PI3P essentielle 

à la biogenèse des autophagosomes ( Schéma 13  du chapitre 2 de 

�O�·�L�Q�W�U�R�G�X�F�W�L�R�Q����(Wu et al., 2010) ���� �7�R�X�W�� �G�·�D�E�R�U�G���� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �Y�p�U�L�I�L�p�� �T�X�H�� �O�H��

�W�U�D�L�W�H�P�H�Q�W�� �D�Y�H�F�� �G�X�� ���·�0�$�� �H�P�S�r�F�K�H�� �E�L�H�Q�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �S�O�D�W�H�I�R�U�P�H�V�� �3�,3P 

dans notre modèle cellulaire. Pour ce faire, nous avons traité des cellules 

U2OS préalablement transfectées avec un plasmide codant une protéine 

contenant un domaine PX fusionné à la GFP (noté PX -GFP). Le domaine PX 

est un motif de liaison au PI3P (Axe et al., 2008) . Fusio nné à la GFP, il sert 

de sonde pour  visualiser les membranes enrichies en PI3P. Nous pouvons 

�R�E�V�H�U�Y�H�U���T�X�·�H�Q���D�E�V�H�Q�F�H���G�H�����·�0�$�����O�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���3�;-GFP forment un marquage 

ponctiforme proche du noyau (qui correspond certainement au RE) ( Figure 

10 A ). En revanch �H���� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�H�� ���·�0�$�� �O�D�� �O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �3�;-

�*�)�3�� �G�H�Y�L�H�Q�W�� �G�L�I�I�X�V�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�\�W�R�S�O�D�V�P�H�� �F�H�� �T�X�L�� �V�X�J�J�q�U�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H��



Figure  10  : Les  phases  de �O�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H sont  essentielles  pour  dégrader  �O�·AdV - M1  
(A) Des cellules  U2OS 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  U2OS prétraitées  avec 
du  DMF  (condition  contrôle,  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  à la condition  
contrôle . Statistique  : ns : > 0.05 , ***  : p �” 0.001 . (C) Des cellules  U2OS, tranfectées  avec un  plasmide  codant  la 
sonde  PX-GFP, sont  infectées  pendant  1h avec les vecteurs  WT ou  M1. Aprés  fixation  �O�·AdV (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�·�K�L�V�W�R�J�U�D�P�P�H et les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : **  : p �” 
0.001 . (E) Des cellules  U2OS sont  infectées  avec les vecteurs  WT ou  M1, fixées  1h après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  
pour  �O�·AdV et la Beclin 1. Les images  représentées  ici  sont  les acquisitions  obtenues  en microscopie  confocale . 
(F) Les extraits  membranaires  de cellules  U2OS infectées  sont  analysés  1 et 2h après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q par  
westernblot  en utilisant  des anticorps  anti  Beclin 1. Comme  contrôle  de charge,  la  membrane  sur  laquelle  ont  
été transférées  les protéines  est colorée  avec du  rouge  Ponceau   
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plateformes PI3P ( Figure 10 A ������ �3�R�X�U�� �W�H�V�W�H�U�� �O�·�L�P�S�D�F�W�� �G�H�� �O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�X�U�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V���� �Q�R�X�V�� �X�W�L�O�L�V�R�Q�V�� �G�H�V vecteurs 

adénoviraux (WT et M1) qui portent dans leur génome le gène de la GFP. 

�/�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �*�)�3�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �W�U�D�Q�V�G�X�L�W�H�V�� �D�Y�H�F�� �F�H�V�� �Y�H�F�W�H�X�U�V��

�W�p�P�R�L�J�Q�H�� �G�H�� �O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H���� �'�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �8���2�6��

sont pré -traitées avec du ���·�0�$�� �S�X�L�V�� �W�U�D�Q�V�G�X�L�W�H�V�� �D�Y�H�F�� �O�H�V�� �Y�H�F�W�H�X�U�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�V��

�R�X���P�X�W�D�Q�W�V�����/�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���O�D���*�)�3���H�V�W���P�H�V�X�U�p�H���S�D�U���F�\�W�R�P�p�W�U�L�H���H�Q���I�O�X�[���������K��

après. Les résultats sont normalisées par rapport au contrôle DMF (solvant 

�G�X�� ���·�0�$���� �H�W�� �V�R�Q�W�� �U�H�S�U�p�V�H�Q�W�p�V�� �S�R�X�U�� �F�K�D�F�X�Q�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� ��Figur e 10 B ). Les 

�U�p�V�X�O�W�D�W�V���L�Q�G�L�T�X�H�Q�W���T�X�H���O�H���W�U�D�L�W�H�P�H�Q�W���D�Y�H�F���G�X�����·�0�$���Q�·�D�I�I�H�F�W�H���S�D�V���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p��

�G�X���Y�L�U�X�V���:�7���P�D�L�V���D�X�J�P�H�Q�W�H���V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�P�H�Q�W���H�W���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p��

du virus M1 ( Figure 10 B �����(�Q���H�I�I�H�W�����G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���W�U�D�L�W�p�H�V���D�Y�H�F���O�H�����·�0�$�����O�H��

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 

�S�O�D�W�H�I�R�U�P�H�V�� �3�,���3�� �J�p�Q�p�U�p�H�V�� �S�D�U�� �O�H�V�� �3�,���.�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H����

Pour ce faire, nous avons infecté d es cellules exprimant les protéines PX -GFP 

�D�Y�H�F���O�H�V���G�H�X�[���W�\�S�H�V���G�H���Y�L�U�X�V�����8�Q�H���K�H�X�U�H���D�S�U�q�V���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�����X�Q�H���,�)���H�V�W���U�p�D�O�L�V�p�H��

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 

quantitative révèle que les virus mutants co -localisent plus que les virus 

sauvages avec les «  amas  » de PI3P, et donc probablement avec les sites de 

biogenèse des autophagosomes ( Figure 10 D ). 

Les protéines responsables de la formation des PI3P font  partie du complexe 

Beclin1. Ce complexe est transloqué sur la membrane du RE lors de 

�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Molejon et al., 2013) . Nous avons voulu savoir si, 

nous pouvions observer une translocatio n de la Beclin1 en présence des 

deux virus. Des cellules U2OS sont infectées avec les deux virus et une IF 

est réalisée afin de marquer le virus et la Beclin1 ( Figure 10  E). Les images 

�R�E�W�H�Q�X�H�V�� �H�Q�� �P�L�F�U�R�V�F�R�S�L�H�� �F�R�Q�I�R�F�D�O�H�� �L�Q�G�L�T�X�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�D�v�Q�H�� �X�Qe 

relocalisaiton de la Beclin1. En effet , la Beclin1 a un marquage relativement 

�G�L�I�I�X�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �Q�R�Q�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V���� �/�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �L�Q�G�X�L�W�� �O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�H��



Figure  11  : �/�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H augmente  spécifiquement  
�O�·infectiosité  du  virus    
(A) Des cellules  U2OS sont  prétraitées  avec 50  µM de la CQ pendant  3h,  fixées,   marquées  
pour  LC3 et observées  en microscopie  confocale . (B) Les cellules  prétraitées  avec du  DMSO  
(condition  contrôle,  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  à la condition  contrôle . (C) Des cellules  U2OS SH-CTRL ou  déplétées  
pour  ATG5 (SH-ATG5)  sont  incubées  pendant  5h dans  de �O�·�+�%�6�6�� fixées,  marquées  pour  
LC3 et observées  en microscopie  confocale . (D) Le niveau  �G�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q �G�·�$�7�*5 dans  les 
lignées  SH-CTRL et SH-ATG5 est vérifié  par  westernblot . (E) Les lignées  SH-CTRL 
(condition  contrôle,  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  à la condition  contrôle . Statistique  : ns : > 0.05 , * : p �” 0.01 , ***  : 
p �” 0.0001 . 
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marquage plus intense à proximité du noyau et ceci de manière plus 

importante en présence du mutant M 1 (Figure 10 E ). Afin de confirmer 

�O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���%�H�F�O�L�Q�����D�Y�H�F���O�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�H�V���H�W���Y�p�U�L�I�L�H�U���V�·�L�O���H�[�L�V�W�H���X�Q�H���U�p�H�O�O�H��

�G�L�I�I�p�U�H�Q�F�H���G�D�Q�V���O�D���W�U�D�Q�V�O�R�F�D�W�L�R�Q���P�H�P�E�U�D�Q�D�L�U�H���G�H���O�D���%�H�F�O�L�Q�����O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��

du virus sauvage ou mutant, nous avons réalisé un fractionne ment 

membranaire (cf matériel et méthodes) des cellules U2OS infectées avec 

�O�·�$�G�9-�:�7�� �R�X�� �O�·�$�G�9-�0���� ������ �K�� �R�X�� ���� �K�� �S�L������ �/�·�D�Q�D�O�\�V�H�� �S�D�U�� �:�%�� �G�H�V�� �I�U�D�F�W�L�R�Q�V��

solubles et membranaires avec un anticorps anti -�%�H�F�O�L�Q���� �U�p�Y�q�O�H�� �T�X�·�H�Q��

présence du virus mutant, la Beclin1 est e nrichie dans la fraction 

membranaires et ce, de façon plus importante avec le virus M1 que le virus 

sauvage ( Figure 10 F ).          

�/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�� �F�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �V�X�J�J�q�U�H�� �T�X�H�� �O�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �0���� �D�F�W�L�Y�H�� �G�H�� �P�D�Q�L�q�U�H��

�S�O�X�V�� �V�R�X�W�H�Q�X�H�� �O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�Hs autophagosomes que 

le virus sauvage. Il semblerait donc que la  présence du motif PPxY chez le 

virus sauvage permettrait de limiter les premières étapes de la biogénèse des 

autophagosomes. De plus, le mutant semble être séquestré de manière 

précoce dans d es structures pré -autophagosomales (colocalisation avec les 

plateformes PI3P). Cette séquestration pourrait conduire à la dégradation du 

virus �S�X�L�V�T�X�H���� �V�L�� �O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q�� �V�R�Q�W�� �L�Q�K�L�E�p�H�V���� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X�� �Y�L�U�X�V��

mutant est largement augmentée.       

2 - �,�Q�L�E�L�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���D�X�J�P�H�Q�W�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p���G�X���P�X�W�D�Q�W���0�� 

Pour confirmer que le mutant M1 est dégradé par autophagie, nous avons 

utilisé deux autres approches pour inhiber cette voie. La première consiste à 

traiter les cellules avec de la chloroqui ne (CQ). La CQ est un inhibiteur de 

�O�·�D�F�L�G�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �H�W�� �S�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���� �H�O�O�H�� �L�Q�K�L�E�H�� �O�H�� �I�O�X�[��

autophagique. Lorsque des U2OS 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�� �H�I�I�H�W���� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �&�4�� �O�·�p�W�D�S�H�� �G�H��

dégradation lysosomale est bloquée et les autophagosomes (décorés de 

protéines LC3) sont accumulés dans le cytoplasme. La deuxième approche 

�X�W�L�O�L�V�p�H���S�R�X�U���L�Q�K�L�E�H�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���F�R�Q�V�L�V�W�H���j��transduire les cellules avec des 

lentivirus codant pour des ARN interférants (shRNA) dirigés contre la 
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séquence codante pour le gène ATG5���� �/�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�V�� �S�H�W�L�W�V�� �$�5�1�� �Y�D����

�L�Q�K�L�E�H�U�� �O�D�� �V�\�Q�W�K�q�V�H�� �G�·�$�7�*������ �1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �Y�p�U�L�I�L�p�� �S�D�U�� �:�%�� �T�X�H�� �O�D�� �V�\�Q�W�K�q�V�H��

�G�·�$�7�*���� �p�W�D�L�W bien diminuée dans les cellules transduites avec ces lentivirus 

(Figure 11 D ������ �/�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �$�7�*���� �H�V�W�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�H�� �j�� �O�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q�� �G�H�V��

membranes autophagosomales. Pour valider notre modèle cellulaire, nous 

�D�Y�R�Q�V�� �Y�p�U�L�I�L�p�� �T�X�·�H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�$�7�*������ �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�Hs autophagosomes est 

bien altérée. Des cellules U2OS (transduites avec des lentivirus SH -CTRL ou 

SH-ATG5) ont été incubées pendant 5 h dans un milieu dépourvu de 

�Q�X�W�U�L�P�H�Q�W�� ���+�%�6�6���� �D�I�L�Q�� �G�·�L�Q�G�X�L�U�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �6�X�L�W�H�� �j�� �F�H�W�W�H�� �L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q���� �O�H�V��

cellules sont fixé es et la protéine LC3 marquée par IF. Nous observons la 

�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �D�E�R�Q�G�D�Q�W�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �X�Q�L�T�X�H�P�H�Q�W�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V��

contrôles (SH -�&�7�5�/�������(�Q���H�I�I�H�W�����G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���G�p�S�O�p�W�p�H�V���G�·�$�7�*�������6�+-ATG5) 

très peu de structures positives pour LC3 sont observables  (Figure 11 C ). 

�8�Q�H���I�R�L�V���Q�R�V���P�R�G�q�O�H�V���G�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���Y�D�O�L�G�p�V�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���P�H�V�X�U�p��

�O�·�L�P�S�D�F�W�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �V�X�U�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �J�U�k�F�H�� �D�X�[�� �Y�H�F�W�H�X�U�V��

�H�[�S�U�L�P�D�Q�W���O�D���*�)�3�����&�R�P�P�H���S�R�X�U���O�H�����·�0�$�����O�H���W�U�D�L�W�H�P�H�Q�W���S�D�U���O�D���&�4����Figure 11 

B) ou par des  SH-ATG5 (Figure 11 E �����D�X�J�P�H�Q�W�H���V�S�p�F�L�I�L�T�X�H�P�H�Q�W���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p��

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.  

�3�R�X�U���F�R�Q�F�O�X�U�H���� �F�H�V���W�U�R�L�V���D�S�S�U�R�F�K�H�V���G�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�������·�0�$���� �&�4���H�W��

SH-�$�7�*������ �R�Q�W�� �S�H�U�P�L�V�� �G�H�� �G�p�P�R�Q�W�U�H�U�� �T�X�·�H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

fonctionnelle , le mutant M1 est plus infectieux. Ceci suggère que les virus 

ayant un défaut de dissociation des endosomes rompus sont dégradés par 

�D�X�W�R�S�K�D�J�K�L�H���� �&�H�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V���L�Q�G�L�T�X�H�Q�W���T�X�H���O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O���H�V�W���X�Q�H��

�p�W�D�S�H���F�O�H�I���G�X���F�\�O�H���Y�L�U�D�O���G�H�V���D�G�p�Q�R�Y�L�U�X�V���S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H���O�H�X�U���S�H�U�P�H�W���G�·�p�Y�L�W�H�U���G�·�r�W�U�H��

�F�D�S�W�X�U�p�V�� �H�W�� �G�p�J�U�D�G�p�V�� �S�D�U�� �O�D�� �Y�R�L�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �'�H�� �F�H�� �I�D�L�W���� �F�H�V�� �G�R�Q�Q�p�H�V��

suggèrent que le motif PPxY de la PVI confère au virus une résistance face à 

�O�D���G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� 
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C- Rôle 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 

�E�L�H�Q�� �G�X�H�� �j�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H���� �F�H�O�O�H-ci étant induite par la rupture des 

membranes endosomales et le recrutement des protéines a daptatrices. Nous 

�D�Y�R�Q�V�� �G�R�Q�F�� �D�Q�D�O�\�V�p�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �G�D�Q�V�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �G�p�S�O�p�W�p�H�V�� �S�R�X�U��

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  

�3�R�X�U�� �D�Q�D�O�\�V�H�U�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �*�D�O���� �G�D�Q�V�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �P�X�W�D�Q�W�� �0������

nous avons utilisé des ARNsi dirigés contre différentes galectines. Des 

cellules U2OS ont été transfectées avec des siGal3, Gal8, Gal9 et siCTRL 

�S�X�L�V�� �O�·�H�[�Sression de ces protéines a été contrôlée par WB ( Figure 12 D ). 

Comme précédemment décrit, les vecteurs adénoviraux exprimant la GFP 

�R�Q�W�� �p�W�p�� �X�W�L�O�L�V�p�V�� �S�R�X�U�� �P�H�V�X�U�H�U�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V���� �/�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �*�D�O���� �H�W��

�*�D�O���� �Q�·�D�� �D�X�F�X�Q�� �H�I�I�H�W�� �V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�I�� �V�X�U�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�Losité des virus mutants et 

sauvages ( Figure 12 A et C ). En revanche, la délétion de Gal8 induit une 

�D�X�J�P�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�H�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X�� �P�X�W�D�Q�W�� �0���� ��Figure 12 B ). De 

�P�D�Q�L�q�U�H���L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W�H�����H�O�O�H���L�Q�G�X�L�W���D�X�V�V�L���X�Q�H���O�p�J�q�U�H���G�L�P�L�Q�X�W�L�R�Q���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p��

du virus sauvage ( Figure 12 B ). Pour résumer, seule la délétion de Gal8 a 

�X�Q�� �H�I�I�H�W�� �V�p�O�H�F�W�L�I�� �V�X�U�� �O�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �G�p�J�U�D�G�p�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �&�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �V�R�Q�W��

en faveur de la dégradation par autophagie sélective du mutant défectif pour 

�O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O���� �(�Q��effet, seule la Gal8 a été décrite comme étant 

�L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H�� �V�p�O�H�F�W�L�I�� �G�H�� �S�D�W�K�R�J�q�Q�H�V�� �j�� �O�D�� �P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H�� �G�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����(�Q���F�R�O�O�D�E�R�U�D�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�·�p�T�X�L�S�H���G�X���'�U�����&���:�L�H�W�K�R�I�I�����&�K�L�F�D�J�R�����(�W�D�W�V��

Unis) nous avons analysé si la déplétion de Gal8 impactait ef fectivement 

�O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �D�X�[�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �H�W�� �D�X�[�� �O�\�V�R�V�R�P�H�V���� �'�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V��

HeLa ont été traitées avec les siARN (CTRL et GAL8) puis infectées de 

manière 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 



Figure  12  : La Gal 8 permet  �O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H du  mutant  M1 aux  vésicules  
autophagiques  
Des cellules  U2OS sont  traitées  avec des siRNA contrôles  (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  à la condition  contrôle . (D) Le 
niveau  �G�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q des différentes  galectines  dans  les cellules  traitées  avec les siRNA est 
vérifié  par  westernblot . Statistique  : ns : > 0.05 , * : p �” 0.01 , ** : p �” 0.001 . Des cellules   
traitées  avec des siRNA contrôles  ou  des siGal 8 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  à différents  temps  après  
�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  pour  �O�·AdV et pour  LC3 ou  pour  �O�·AdV et pour  Lamp 2. (E) Le 
pourcentage  de virus  colocalisant  avec le marqueur  LC3 est quantifié  à différents  temps  de 
�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. (F) Le pourcentage  de virus  colocalisant  avec le marqueur  Lamp 2 est également  
quantifié . Pour  chaque  condition  un  minimum  de 10  cellules  est analysé . Les points  
utilisés  pour  tracer  les courbes  représentent  la moyenne  et les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V 
représentent  �O�·�p�F�D�U�W type .   
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autophagosomes (par LC3) ( Figure 12 E ) ou pour les virus et les lysosomes 

(par Lamp1) ( Figure 12 F ������ �1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �H�Q�V�X�L�W�H�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�p�� �O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�V��

virus avec ces deux types de vésicules en présence et en  absence de Gal8. 

Dans les cellules contrôles (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). En effet, 1 h aprè �V���O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H�V���Y�L�U�X�V�����H�Q�Y�L�U�R�Q���������j�����������G�H�V���$�G�9-

M1 sont associés avec des vésicules (autophagosomes et lysosomes) alors 

que seulement 10 à 15% des AdV -WT sont positifs pour LC3 ou Lamp1. 

�'�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���G�p�O�p�W�p�H�V���S�R�X�U���*�D�O�������V�L�*�$�/���������L�O���Q�·�\���D���S�O�X�V��de différence entre 

les deux virus (courbes en pointillées, rouge pour le M1 et noire pour le WT). 

�(�Q�� �H�I�I�H�W���� ���� �K�� �D�S�U�q�V�� �O�H�� �G�p�E�X�W�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �H�W�� �H�Q�� �D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �*�D�O������ �P�R�L�Q�V�� �G�H��

20% des virus mutants colocalisent avec les marqueurs LC3 ou Lamp1 

(Figure 12 E e t F ). Ces données sont quasiment similaires aux pourcentages 

�R�E�W�H�Q�X�V�� �S�R�X�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H���� �&�H�F�L�� �L�Q�G�L�T�X�H�� �T�X�·�H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�H�� �*�D�O������ �O�·�$�G�9-

M1 est moins adressé aux compartiments vésiculaires. De ce fait, le mutant 

�H�V�W�� �P�R�L�Q�V�� �G�p�J�U�D�G�p�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�W�� �F�H�F�L�� �H�[�S�O�L�T�X�H�U�D�L�W�� �T�X�·�L�O�� �V�R�L�W�� �S�O�X�V��

infectieux. Ces résultats révèlent que le recrutement de Gal8 sur les 

�H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �H�Q�G�R�P�P�D�J�p�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9�� �H�V�W�� �Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�� �S�R�X�U�� �D�G�U�H�V�V�H�U�� �O�H�V��

membranes rompues contenant des virus à la dégradation autophagique.     

2 - Implication des pro téines adaptatrices  

�3�R�X�U�� �D�Q�D�O�\�V�H�U�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q��

�G�X���P�X�W�D�Q�W���0�����S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���X�W�L�O�L�V�p���O�H���P�r�P�H���W�\�S�H���G�·�D�S�S�U�R�F�K�H��

expérimentale. Puisque nos résultats précédent montrent le recrutement des 

protéines P6 �����H�W���1�'�3�������O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���Y�R�X�O�X���W�H�V�W�H�U��

leur implication dans la dégradation du mutant. Nous avons également 

�D�Q�D�O�\�V�p�� �O�H�� �U�{�O�H�� �S�R�W�H�Q�W�L�H�O�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�W�U�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�D��

�G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �E�D�F�W�p�U�L�H�V�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H : �O�·�2�3�7�1��(Wild et al., 2011) . Les 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �3������ �H�W���1�'�3������ �R�Q�W���p�W�p�� �G�p�O�p�W�p�H�V�� �J�U�k�F�H�� �j�� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �$�5�1�V�K�� �H�W���O�D��

�S�U�R�W�p�L�Q�H�� �2�3�7�1�� �H�V�W�� �G�p�O�p�W�p�H�� �J�U�k�F�H�� �j�� �G�H�V�� �$�5�1�V�L���� �/�D�� �G�L�P�L�Q�X�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q��

des protéines dans les cellules traitées avec shRNA et siRNA est contrôlée 

par WB ( Figure 13 D ). Les vecteurs viraux exprimant la GFP sont utilisés  



�)�L�J�X�U�H�������������$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V��adaptatrices dans 
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���L�Q�G�X�L�W�H���S�D�U���O�H���Y�L�U�X�V�� 
Des cellules U2OS 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 à la condition contrôle. 
�6�W�D�W�L�V�W�L�T�X�H�������Q�V�����!����������������������S���”�����������������������S���”��������������������������S���”���������������������'�����/�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V��
protéines adaptatrices après la déplétion par si ou sh RNA  est analysée par westernblot .  
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�S�R�X�U�� �P�H�V�X�U�H�U�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p���� �/�D�� �G�p�S�O�p�W�L�R�Q�� �G�H�� �1�'�3������ �D�X�J�P�H�Q�W�H�� �O�p�J�q�U�H�P�H�Q�W��

�P�D�L�V�� �V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X���P�X�W�D�Q�W���0���� �V�D�Q�V�� �D�I�I�H�F�W�H�U�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p��

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 grâce à son interaction avec la 

Gal8. La déplé �W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�2�3�7�1�� �Q�·�D�� �D�X�F�X�Q�� �H�I�I�H�W�� �V�X�U�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V��

(Figure 13 C ���� �V�X�J�J�p�U�D�Q�W�� �T�X�H�� �F�H�W�W�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�D��

dégradation du mutant M1 par autophagie. Enfin, la déplétion de P62 

�D�X�J�P�H�Q�W�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�H�V�� �G�H�X�[�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�Q�V�� �D�Y�R�L�U�� �X�Q�� �H�I�I�Ht sélectif sur le 

mutant ( Figure 13 B ) suggérant que P62 joue un rôle indépendant de 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�X�U�D�Q�W�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9���� �/�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �3������ �H�V�W�� �G�p�F�U�L�W�H�� �S�R�X�U�� �r�W�U�H��

impliquée dans divers processus biologiques. Elle peut, par exemple, réguler 

�O�D���Y�R�L�H���1�)�Ë�%���J�U�k�F�H �j���V�R�Q���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�·�X�E�X�L�T�X�L�W�L�Q�H���O�L�J�D�V�H���7�5�$�)����(Duran 

et al., 2008) . Nous avons donc fait des tests pour savoir si P62 était 

�L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �Y�R�L�H�� �1�)�Ë�%�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9����

�1�)�Ë�%�� �H�V�W�� �X�Q�� �I�D�F�W�H�X�U�� �G�H�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�� �T�X�L�� �H�V�W�� �O�D�U�J�H�P�H�Q�W�� �G�p�F�U�L�W�� �F�R�P�P�H��

�L�Q�G�X�F�W�H�X�U�� �G�H�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�V�� �J�q�Q�H�V��codant pour les IFN de type I lors 

�G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �Y�L�U�D�O�H�V��(Randall and Goodbourn, 2008) . Nous avons donc 

�D�Q�D�O�\�V�p���O�D���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���G�·�$�5�1�P���F�R�G�D�Q�W���S�R�X�U���O�·�,�)�1�t �V�X�L�W�H���j���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9��

dans des lignées cellulaires délétées de P62. Pour ce faire, nous avons extrait 

les ARNm to taux de cellules U2OS SH -CTRL et U2OS SH -P62 4 h après 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�� �R�X�� �S�D�U�� �O�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �P�X�W�D�Q�W�V�� ���0���� �H�W�� �7�6�������� �/�D��

�T�X�D�Q�W�L�W�p���G�·�$�5�1�P���F�R�G�D�Q�W���S�R�X�U���O�·�,�1�)�t��est mesurée par RTqPCR. Les résultats 

sont normalisés avec  le gène de ménage   GAPDH selon l a méthode du 2 -�4�4Ct 

(cf matériel et méthodes). Le mutant TS1 est utilisé comme contrôle négatif 

�F�D�U���L�O���Q�·�L�Q�G�X�L�W���S�D�V���O�D���S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���G�·�,�)�1�t��(Fejer et al., 2008) . Dans les cellules 

�F�R�Q�W�U�{�O�H�V���� �Q�R�X�V�� �S�R�X�Y�R�Q�V�� �G�p�W�H�F�W�H�U�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�·�,�)�1�t après infection par les 

virus WT et M1 ( Figure 14 ������ �/�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �7�6���� �T�X�D�Q�W�� �j�� �O�X�L���� �Q�·�L�Q�G�X�L�W�� �S�D�V�� �G�H��

réponse IFN �t�����/�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���6�+-P62, la réponse IFN �t��induite 

par les virus WT et M1 semble largement diminuée ( Figure 14 ). Ces 

résultats sugg èrent que P62 pourrait potentiellement jouer un rôle dans 

�O�·�p�W�D�E�O�L�V�V�H�P�H�Q�W�� �G�·�X�Q�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �,�1�)�t �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9���� �&�H�S�H�Q�G�D�Q�W����



Figure  14  : Implication  de P62  dans  la  réponse  interféron  
Des cellules  U2OS 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 ARNm 
spécifiques  des gènes de la GAPDH et de �O�·�,�)�1�t sont  quantifiées  par  RT-qPCR. Les valeurs  
obtenues  ont  été normalisées  par  la méthode  du  2-�4�4Ct , détaillée  dans  le paragraphe  H- 5- 
du  matériel  et méthodes .    
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ces résultats sont préliminaires et il est nécessaire de les reproduire avant de 

conclure quant au rôle 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 

�V�D�X�Y�D�J�H�� �G�X�U�D�Q�W�� �O�H�V�� �S�K�D�V�H�V�� �G�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X�� �Y�Lrus. De plus, par différentes 

approches expérimentales, nous avons montré que le mutant M1 est un 

�V�X�E�V�W�U�D�W�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �D�O�R�U�V�� �T�X�H�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�� �p�F�K�D�S�S�H�� �j�� �F�H�W�W�H�� �Y�R�L�H�� �G�H��

�G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�����/�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���V�L�5�1�$���G�L�U�L�J�p�V���F�R�Q�W�U�H���G�L�I�I�p�U�H�Q�W�H�V���J�D�O�H�F�W�L�Q�H�V���Q�R�X�V��

a p �H�U�P�L�V�� �G�H�� �P�H�W�W�U�H�� �H�Q�� �D�Y�D�Q�W�� �T�X�H�� �V�H�X�O�H�� �O�D�� �*�D�O���� �S�H�U�P�H�W�W�D�L�W�� �O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H�� �G�X��

mutant M1 aux autophagosomes et aux lysosomes. La délétion de différentes 

protéines adaptatrices indique que seule NDP52 semble être impliquée dans 

�O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H�� �G�X�� �0���� �S�D�U�� �O�·�D�Xtophagie certainement grâce à sa 

�O�L�D�L�V�R�Q�� �j�� �*�D�O������ �,�O�� �H�V�W�� �W�R�X�W�� �G�H�� �P�r�P�H�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W�� �G�H�� �Q�R�W�H�U�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X��

�P�X�W�D�Q�W�� �0���� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �F�R�P�S�O�q�W�H�P�H�Q�W�� �U�p�W�D�E�O�L�H�� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

�I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H���� �/�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �Q�·�H�V�W�� �G�R�Q�F�� �F�H�U�W�D�L�Q�H�P�H�Q�W�� �S�D�V�� �O�H�� �V�H�X�O�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H��

�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�X���G�p�I�D�X�W���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p���G�H���F�H���P�X�W�D�Q�W�����,�O���H�V�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W��

important de noter que nos résultats indiquent que le mutant M1 induit de 

�P�D�Q�L�q�U�H�� �S�O�X�V�� �V�R�X�W�H�Q�X�H�� �O�H�V�� �S�K�D�V�H�V�� �G�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �E�L�R�J�H�Q�q�V�H�� �G�H�V��

autophagosomes. Ceci laisse à penser �T�X�H�� �O�·�$�G�9�� �V�H�U�D�L�W�� �X�Q�� �Y�L�U�X�V�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�H��

�G�H�� �O�L�P�L�W�H�U�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��via  son motif PPxY pour éviter sa 

dégradation et donc favoriser sa réplication.  
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Chapitre 3  : �/�·�$�G�9���F�R�Q�W�U�{�O�H���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H��
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�R�X�U���O�L�P�L�W�H�U���O�D���S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q���D�Q�W�L�J�p�Q�L�Tue

 

�'�H���P�D�Q�L�q�U�H���J�p�Q�p�U�D�O�H���D�X���F�R�X�U�V���G�H���O�·�p�Y�R�O�X�W�L�R�Q�����O�H�V���Y�L�U�X�V���R�Q�W���G�€���V�·�D�G�D�S�W�H�U���j���O�H�X�U��

cellule hôte. De ce fait, les virus ont mis en place différentes stratégies afin 

de contourner les mécanismes de défense mis en place par les cellules 

�L�Q�I�H�F�W�p�H�V���� �/�R�U�V���G�H���O�·�Hntrée des AdV, la cellule détecte les endosomes rompus 

par le virus et utilise la machinerie autophagique pour éliminer les 

particules virales associées aux vésicules endommagées (les virus mutants 

M1). Nos résultats démontrent que le virus sauvage induit �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���P�D�L�V��

�Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �G�p�J�U�D�G�p�� �S�D�U�� �F�H�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H�� �G�H�� �G�p�I�H�Q�V�H���� �3�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���� �Q�R�X�V��

�p�P�H�W�W�R�Q�V�� �O�·�K�\�S�R�W�K�q�V�H�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9�� �D�� �G�p�Y�H�O�R�S�S�p�� �X�Q�H�� �V�W�U�D�W�p�J�L�H�� �S�R�X�U�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�U��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���D�I�L�Q���G�·�p�Y�L�W�H�U���G�·�H�Q���G�H�Y�H�Q�L�U���O�H���V�X�E�V�W�U�D�W���������������� 

 

A- �/�·�$�G�9���F�R�Q�W�U�{�O�H���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�·�D�X�W�Rlysosome  

�$�I�L�Q���G�H���G�p�P�R�Q�W�U�H�U���T�X�H���O�·�$�G�9���D�O�W�q�U�H���O�D���P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H���D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H���� �Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V��

�F�R�P�S�D�U�p���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���L�Q�I�H�F�W�p�H�V���S�D�U���O�·�$�G�9-M1 

���T�X�L���H�V�W���G�p�J�U�D�G�p���S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����H�W���G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���L�Q�I�H�F�W�p�H�V���S�D�U���O�·�$�G�9-WT 

���L�Q�V�H�Q�V�L�E�O�H���j���O�·�Dutophagie).  

1 - �/�·�$�G�9���F�R�Q�W�U�{�O�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�L�U�L�J�p�H���F�R�Q�W�U�H���O�H���Y�L�U�X�V 

Des cellules U2OS sont infectées avec les deux types de virus (WT et M1) 

�S�H�Q�G�D�Q�W�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V�� �W�H�P�S�V���� �M�X�V�T�X�·�j�� ���� �K�� �D�S�U�q�V�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���� �/�D�� �O�L�S�L�G�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D��

protéine LC3 est analysée par WB ( Figur e 15 A ). Nos résultats indiquent que 

�O�D���O�L�S�L�G�D�W�L�R�Q���G�H���/�&�����D���O�L�H�X���U�D�S�L�G�H�P�H�Q�W�����G�q�V���O�H���G�p�E�X�W���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��������-30 min) 

et ceci pour le virus sauvage comme pour le virus mutant ( Figure 15 A ). 

�&�H�F�L�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�� �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �X�Q�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �U�D�S�L�G�H�� �T�X�L�� �V�H�� �S�U�R�G�X�Lt dès 

�O�·�H�Q�W�U�p�H���G�X���Y�L�U�X�V���G�D�Q�V���O�D���F�H�O�O�X�O�H���H�W���T�X�L���V�X�L�W���O�D���P�r�P�H���F�L�Q�p�W�L�T�X�H���T�X�H���F�H�O�O�H���G�H���O�D��

rupture des membranes endosomales ( Figure 2 B ). Pour le virus sauvage, la 

�O�L�S�L�G�D�W�L�R�Q���G�H���/�&�����G�p�F�U�R�v�W���D�S�U�q�V���O�D���S�U�H�P�L�q�U�H���K�H�X�U�H���G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�R�X�U���U�H�Y�H�Q�L�U���D�X��

niveau basal à 2 h  post -�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�����&�H�F�L���Q�·�H�V�W���S�D�V���O�H���F�D�V���S�R�X�U���O�H���Y�L�U�X�V���P�X�W�D�Q�W��



Figure  15  : �/�·AdV  limite  la  maturation  des  autophagosomes  (1) 
Des cellules  U2OS sont  infectées  par  des vecteurs  WT ou  M1 puis  sont  récoltées  à 
différents  temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. (A) Les lysats  cellulaires  sont  analysés  par  western  blot  
en utilisant  des anticorps  anti -LC3 et anti -GAPDH . (B) Des cellules  U2OS sont  infectées  
pendant  1h avec les vecteurs  WT ou  M1. Après  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  �O�·AdV-WT (points  noirs)  et par  
�O�·AdV-M1 (points  rouges) . Chaque  point  du  graphique  représente  le pourcentage  obtenu  
pour  une  cellule . 13  cellules  sont  analysées  par  condition,  les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V 
représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : ***  : p �” 0.0001 .  
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�S�X�L�V�T�X�·�j�� ���� �K�� �S�R�V�W-infection, le niveau de LC3 -II est toujours très élevé 

(Figure 15 A ). Ces résultats suggèrent donc que le virus sauvage est capable 

�G�H���F�R�Q�W�U�{�O�H�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���F�R�Q�W�U�D�L�U�H�P�H�Q�W���D�X���Y�L�Uus mutant M1.  

Dans un deuxième temps, nous avons voulu analyser la maturation des 

vésicules autophagiques dans les cellules infectées par les deux types de 

�Y�L�U�X�V���� �'�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �8���2�6�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �D�Y�H�F�� �O�·�$�G�9-�:�7�� �R�X�� �D�Y�H�F�� �O�·�$�G�9-M1 ont été 

�I�L�[�p�H�V�� ���� �K�� �D�S�U�q�V�� �O�·�L�Q�I�H�F�Wion. Les autophagosomes et les lysosomes ont été 

marqués par IF grâce aux anticorps anti -LC3 et anti -Lamp2. Les acquisitions 

�R�Q�W���p�W�p���U�p�D�O�L�V�p�H�V���j���O�·�D�L�G�H���G�·�X�Q���P�L�F�U�R�V�F�R�S�H���F�R�Q�I�R�F�D�O������Figure 15 B ). Le nombre 

�G�·�R�E�M�H�W�V�� �S�R�V�L�W�L�I�V�� �S�R�X�U�� �/�&���� �H�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �S�R�V�L�W�L�I�V�� �S�R�X�U Lamp2 ont ensuite été 

quantifiés. Le pourcentage des objets doublement positifs par rapport au 

nombre de LC3 positifs totaux est calculé. Ce pourcentage reflète la 

proportion des autophagosomes qui ont maturé en autolysosomes. Une 

heure post infection, en viron 40% des vésicules présentes dans les cellules 

�L�Q�I�H�F�W�p�H�V���S�D�U���O�·�$�G�9-WT sont des autolysosomes contre 60% dans les cellules 

�L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-M1 ( Figure 15 C ). Ces résultats indiquent que le virus 

�V�D�X�Y�D�J�H�� �V�H�P�E�O�H�� �r�W�U�H�� �H�Q�� �P�H�V�X�U�H�� �G�·�L�Q�K�L�E�H�U�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H���� �$�I�L�Q��

de vérifier ces données, nous avons utilisé un outil communément employé 

pour analyser la maturation des vésicules autophagiques  : le tandem LC3 -

RFP-�*�)�3���� �/�H�� �S�U�L�Q�F�L�S�H�� �G�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �F�R�Q�V�W�U�X�F�W�L�R�Q�� �H�V�W�� �G�p�F�U�L�W�� �G�D�Q�V�� �O�H��

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������ �3�R�X�U�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�U�� �T�X�H�� �Q�R�W�U�H�� �V�\�V�W�q�P�H�� �G�·�p�W�X�G�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H���� �Q�Rus traitons des 

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�·�H�V�W���S�D�V���D�O�W�p�U�p�H���S�D�U���O�·�D�F�L�G�L�W�p���G�H�V���O�\�V�R�V�R�P�H�V���H�W���S�D�U���F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���O�D���S�O�X�S�D�U�W���G�H�V��

vésicules marquées sont immatures et donc jaunes (GFP+ RFP+) ( Figure 16 

A). La quantification des vésicules matures dans les cellules infectées 

confirme nos résultats précédents. En effet, 1 h apr �q�V�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���� �O�D��

�S�U�R�S�R�U�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �H�V�W�� �S�O�X�V�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V 



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  après  1h �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q ou  3h de traitement  
avec la CQ, puis  analysées  en microscopie  confocale . (B) La proportion  �G�·autophagosomes  
(RFP+, GFP+) et �G�·autolysosomes  (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  à différents  temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. Les lysats  
cellulaires  sont  analysés  par  westernblot  en utilisant  des anticorps  anti -LC3 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�Q�W�H�Q�V�L�W�p de la bande  LC3-
II  et celle  de la bande  GAPDH  pour  chacune  des conditions . Ces chiffres  sont  normalisés  par  
rapport  à la condition  non  infectée  (NI). 
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par le virus mutant que dans celles infectées par le virus sauvage ( Figure 16 

B������ �(�Q�I�L�Q���� �S�R�X�U�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�U�� �O�H�� �I�D�L�W�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9�� �H�V�W�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�U�� �O�D��

maturation d es autophagosomes, une autre approche a été utilisée. Des 

�F�H�O�O�X�O�H�V���S�U�p�W�U�D�L�W�p�H�V���D�Y�H�F���G�H���O�D���F�K�O�R�U�R�T�X�L�Q�H�����R�Q�W���p�W�p���L�Q�I�H�F�W�p�H�V���S�D�U���O�·�$�G�9-WT et 

�O�·�$�G�9-�0�����S�H�Q�G�D�Q�W�������K�����/�H���I�O�X�[���D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H���H�V�W���V�X�L�Y�L���D�X���F�R�X�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��

comme précédemment en analysant la lipidat ion de LC3 par WB. Le 

prétraitement des cellules avec de la chloroquine permet de bloquer le flux 

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�� �H�Q�� �L�Q�K�L�E�D�Q�W�� �O�·�p�W�D�S�H�� �G�H�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �H�W�� �G�R�Q�F�� �H�Q�� �L�Q�G�X�L�V�D�Q�W�� �X�Q�H��

�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���� �'�H�� �F�H�� �I�D�L�W���� �H�Q�� �:�%�� �O�D�� �E�D�Q�G�H�� �/�&��-I est 

difficilement dis tinguable puisque la majorité des protéines LC3 sont sous la 

forme LC3 -II et sont engagées dans la formation des autophagosomes 

(Figure 16 C ������ �6�H�X�O�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�·�$�G�9-M1 induit une accumulation 

supplémentaire de la forme LC3 -�,�,�� �F�R�P�P�H�� �O�·�L�Q�G�L�T�X�H�� �Q�R�V�� �P�H�Vures de 

densitométrie ( Figure 16 C ). Une fois de plus, ceci confirme que le virus 

sauvage contrôle la maturation des autophagosomes lors des premières 

�K�H�X�U�H�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� 

2 - �/�·�$�G�9���F�R�Q�W�U�{�O�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�Q�G�D�Q�W���O�D���S�U�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���Q�X�W�U�L�P�H�Q�W�V�� 

Nous avons ensu ite voulu savoir si le virus est capable de contrôler 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�R�Q�W�H�[�W�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �Q�R�Q�� �G�L�U�L�J�p�H�� �F�R�Q�W�U�H�� �O�X�L���� �3�R�X�U��

�F�H�� �I�D�L�U�H���� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �L�Q�G�X�L�W�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V�� �G�H�V�� �8���2�6�� �H�Q�� �O�H�V�� �L�Q�F�X�E�D�Q�W��

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 

�Q�R�P�E�U�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �H�V�W�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�p�� �H�Q�� �F�R�P�S�W�D�E�L�O�L�V�D�Q�W�� �O�H�� �Q�R�P�E�U�H�� �G�H��

structures positives pour LC3 sur les cellules fixées ( Figure 17 A ). Le statut 

de maturation de s vésicules est également étudié en quantifiant le 

�S�R�X�U�F�H�Q�W�D�J�H���G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���S�R�V�L�W�L�I�V���S�R�X�U���O�H���P�D�U�T�X�H�X�U���/�D�P�S������Figure 17 

B������ �&�R�P�P�H�� �O�·�L�Q�G�L�T�X�H�� �O�D�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �Q�R�P�E�U�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V����

�O�·�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q���G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���X�Q�H���Q�X�L�W���G�D�Q�V���G�X���+�%�6�6���L�Q�G�X�L�W���E�L�H�Q���O�·�D�X�W�R�Shagie. En 

�H�I�I�H�W���� �O�H�� �Q�R�P�E�U�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �H�V�W�� �S�O�X�V�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V��

incubées dans le HBSS ( Figure 17 A , points gris) que dans les cellules 

incubées dans du DMEM complet ( Figure 17 A ���� �S�R�L�Q�W�V�� �E�H�L�J�H�V������ �/�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��

des cellules privées de nutrimen t induit une accumulation supplémentaire 



Figure  17  : Analyse  du  contrôle  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H par  �O�·AdV  dans  des  cellules  
privées  de nutriments  
Des cellules  U2OS sont  incubées  toute  une  nuit  dans  de �O�·�+�%�6�6 pour  induire  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 
(point  gris)  ou  dans  du  DMEM  complet  (points  beiges). Le jour  suivant,  les cellules  incubées  
dans  �O�·�+�%�6�6 sont  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�·�R�E�M�H�W�V positifs  pour  LC3 par  cellule  est quantifié  pour  chaque  condition . (B) Le 
pourcentage  des objets  LC3 positifs  pour  le marquage  Lamp 2 est également  quantifié  pour  
chaque  condition . Chaque  point  des graphiques  représente  les moyennes  obtenues  pour  un   
minimum  de 15  cellules  par  condition,  les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . 
Statistique  : ns : > 0.05 , * : p �” 0.05 , ** : p �” 0.01 , ***  : p �” 0.001 .   
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�G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� ��Figure 17 A ���� �S�R�L�Q�W�V�� �Q�R�L�U�V�� �S�R�X�U�� �O�·�$�G�9-WT et points 

�U�R�X�J�H�V�� �S�R�X�U�� �O�·�$�G�9-�0�������� �&�H�F�L�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�V�� �G�H�X�[�� �Y�L�U�X�V��

�S�U�R�Y�R�T�X�H�� �X�Q�H�� �L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�Q�� �S�O�X�V�� �G�H�� �F�H�O�O�H�� �G�p�M�j�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �S�D�U��

�O�·absence de nutriment. Il est intéressant de noter que ce résultat reflète la 

�S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���G�H�X�[���W�\�S�H�V���G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H �����O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���V�p�O�H�F�W�L�Y�H���G�L�U�L�J�p�H���F�R�Q�W�U�H���O�H��

�Y�L�U�X�V�� �H�W�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �Q�R�Q�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H�� �L�Q�G�X�L�W�H�� �V�X�L�W�H�� �j�� �O�D�� �F�D�U�H�Q�F�H�� �Q�X�W�U�L�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H����

�(�Q�� �U�H�Y�D�Q�F�K�H���� �O�·�D�Q�D�O�\�Ve du statut de maturation des vésicules indique que 

�V�H�X�O�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�� �D�O�W�q�U�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V��

(Figure 17 B ���� �S�R�L�Q�W�V�� �Q�R�L�U�V������ �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-WT diminue 

�V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W�� �O�D�� �S�U�R�S�R�U�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �F�R�Q�W�U�D�L�U�Hment au virus 

mutant M1 ( Figure 17 B , points rouges).  

�)�L�Q�D�O�H�P�H�Q�W���� �O�·�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�� �Q�R�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �G�p�P�R�Q�W�U�H�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9�� �F�R�Q�W�U�{�O�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�D�Q�V�� �D�O�W�p�U�H�U�� �O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �P�D�L�V�� �H�Q�� �O�L�P�L�W�D�Q�W�� �O�D��

maturation des autophagosomes.   

B- �/�·�$�G�9���O�L�P�L�W�H���O�D���S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q��antigénique  

�3�O�X�V�L�H�X�U�V�� �p�W�X�G�H�V�� �R�Q�W�� �P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �j�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q��

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 -II. Par conséquent, 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�X�W���S�U�R�P�R�X�Y�R�L�U���O�D���S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q���D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H���H�Q���I�R�X�U�Q�L�V�V�D�Q�W���D�X�[��

molécules du CMH -II des antigènes viraux (Paludan e t al., 2005, Schéma 

24 )�����'�H���S�O�X�V�����X�Q�H���p�W�X�G�H���U�p�F�H�Q�W�H���D���P�L�V���H�Q���D�Y�D�Q�W���O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

�G�D�Q�V�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�Q�W�L�J�q�Q�H�V�� �L�Q�F�R�U�S�R�U�p�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9��(Klein 

et al., 2016) ���� �(�Q�� �F�R�O�O�D�E�R�U�D�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�·�p�T�X�L�S�H�� �G�X�� �'�U�� �:�L�H�W�K�R�I�I�� ���&�K�L�F�D�J�R���� �(�W�D�W�V��

�8�Q�L�V������ �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �Y�R�X�O�X�� �W�H�V�W�H�U�� �V�L�� �O�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�U�P�H�W�W�D�L�W�� �j��

�O�·�$�G�9�� �G�H�� �O�L�P�L�W�H�U�� �V�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H���� �'�D�Q�V�� �O�H�� �F�D�G�U�H�� �G�H�� �F�H�W�W�H��

collaboration, nous avons pu compare r la présentation antigénique du virus 

sauvage et du virus mutant M1 dans un modèle in vivo  et un modèle 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) 



Figure  18  : �/�·AdV  limite  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H pour  limiter  sa présentation  
antigénique  
(A) Des souris  sont  infectées  avec 10 10  particules  virales  des vecteurs  WT et M1 ou,  
comme  contrôle  du  PBS1X, leur  est administré . Dix  jours  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� les souris  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�Ä est 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�Q�W�L�J�q�Q�H�V transduites  avec les vecteurs  WT ou  M1. (D) 24  heures  
plus  tard,  la sécrétion  �G�·�,�)�1 �Ä est quantifiée  par  ELISA .  
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�V�R�L�W���D�Y�H�F���O�·�$�G�9-WT (groupe -�:�7�������V�R�L�W���D�Y�H�F���O�·�$�G�9-M1 (groupe -M1). En guise de 

contrôle un autre groupe de souris a subi une injection de PBS (groupe -

�3�%�6������ �'�L�[�� �M�R�X�U�V�� �D�S�U�q�V�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���� �O�H�V�� �V�R�X�U�L�V�� �R�Qt été sacrifiées et leurs 

splénocytes isolés ( Figure 18 A ). Les splénocytes ont ensuite été stimulés 

�D�Y�H�F�� �G�H�V�� �F�D�S�V�L�G�H�V�� �S�X�U�L�I�L�p�H�V�� �G�·�$�G�9�� ��Figure 18 A ). Pour contrôle, les cellules 

�R�Q�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���p�W�p���L�Q�F�X�E�p�H�V���D�Y�H�F���G�H���O�D���*�)�3���S�X�U�L�I�L�p�H�����/�D���V�p�F�U�p�W�L�R�Q���G�·�,�)�1-�Ä�����T�X�L��

reflète la réactivité des cellules suite à leur incubation avec les capsides) est 

mesurée par ELISPOT (Enzyme Liked Immuno SPOT). Le niveau de sécr étion 

�G�·�,�)�1-�Ä�� �H�V�W�� �U�H�O�D�W�L�I�� �D�X�� �Q�L�Y�H�D�X�� �G�H�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �V�S�O�p�Q�R�F�\�W�H�V�� �T�X�L�� �D�� �H�X�� �O�L�H�X��in 

vivo  lors de la présentation antigénique des virus. Les résultats obtenus 

indiquent que les cellules issues du groupe -�0���� �V�p�F�U�q�W�H�Q�W�� �S�O�X�V�� �G�·�,�)�1-�Ä�� �T�X�H��

celles du groupe -WT (Fi gure 18 B ������ �&�H�F�L�� �V�X�J�J�q�U�H�� �T�X�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q����

�O�·�$�G�9-M1 a été plus efficacement reconnu par le système immunitaire de la 

�V�R�X�U�L�V�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9-WT et donc mieux présenté aux cellules effectrices. Par 

�F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �V�S�O�p�Q�R�F�\�W�H�V�� �H�V�W�� �S�O�X�V�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�We dans le cadre 

�G�·�X�Q�H���L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9-M1. De manière intéressante, les résultats obtenus 

�V�X�L�W�H���j���O�·�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q���G�H�V���V�S�O�p�Q�R�F�\�W�H�V���D�Y�H�F���G�H���O�D���*�)�3���L�Q�G�L�T�X�H�Q�W���T�X�H���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V��

issues du groupe -�:�7�� �V�p�F�U�q�W�H�Q�W�� �S�O�X�V�� �G�·�,�)�1-�Ä�� �T�X�H�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �G�X�� �J�U�R�X�S�H-M1 

(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�·�L�Q�I�H�F�W�L�Y�L�W�p��in vivo  du mutant M1. En effet, la production de GFP dans les 

animaux infectés semble être plus imp �R�U�W�D�Q�W�H���D�Y�H�F���O�·�$�G�9-WT. 

2 - Analyse de la présentation antigénique in vitro  

Pour analyser la présentation antigénique in vitro,  nos collaborateurs ont 

utilisé des cellules T CD4+ répondant à un épitope conservé de la protéine 

virale hexon. Ces clones ont été  mis en co -culture avec des cellules 

�S�U�p�V�H�Q�W�D�W�U�L�F�H�V�� �G�·�D�Q�W�L�J�q�Q�H�V�� ���$�3�&���� �S�U�p�D�O�D�E�O�H�P�H�Q�W�� �W�U�D�Q�V�G�X�L�W�H�V�� �D�Y�H�F�� �G�H�V��

quantités égales de vecteur WT ou M1 ( Figure 18 C �������/�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V��

T a été mesurée par ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) anti - 

IFN-�Ä���� �/�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �R�E�W�H�Q�X�V�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�D�� �V�p�F�U�p�W�L�R�Q�� �G�·�,�)�1-�Ä�� �H�V�W�� �S�O�X�V��

�L�P�S�R�U�W�D�Q�W�H�� �O�R�U�V�T�X�H�� �O�H�V�� �$�3�&�� �V�R�Q�W�� �S�U�p�D�O�D�E�O�H�P�H�Q�W�� �W�U�D�Q�V�G�X�L�W�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-M1 
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(Figure 18 D ). Ceci suggère 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  

�3�R�X�U�� �U�p�V�X�P�H�U���� �Q�R�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �L�Q�G�L�T�X�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9�� �H�V�W�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�H�� �O�L�P�L�W�H�U�� �O�D��

�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �T�X�L�� �H�V�W�� �X�Q�H�� �p�W�D�S�H�� �L�Q�G�L�V�S�H�Q�V�D�E�O�H�� �S�R�X�U�� �O�D��

dégradation des substrats séquestrés par les vésicules a utophagiques. Grâce 

�j���O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�X���P�X�W�D�Q�W���0�������T�X�L���H�V�W���X�Q���V�X�E�V�W�U�D�W���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V��

�G�p�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�U�P�H�W�W�D�L�W�� �D�X�� �Y�L�U�X�V�� �G�H�� �O�L�P�L�W�H�U�� �V�D��

présentation antigénique. Ces résultats illustrent la fabuleuse capacité 

�G�·�D�G�D�S�W�D�W�Lon des virus face aux mécanismes de défense mis en place par leur 

�F�H�O�O�X�O�H���K�{�W�H���� �/�H���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���L�P�S�O�L�T�X�H���O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�X���P�R�W�L�I�� �3�3�[�<��

dans la protéine de capside PVI. En effet, le mutant M1 (où le PPxY est muté) 

�Q�·�H�V�W���S�O�X�V���F�D�S�D�E�O�H���G�H���F�R�Q�W�U�{�O�H�U���O�·�Dutophagie et en devient même le substrat.  

Dans le chapitre suivant, nous étudions le rôle du motif PPxY dans le 

�F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H������ 
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Chapitre 4  : La Nedd4.2 régule la formation 
�G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9����

 

Les résultats an térieurs du laboratoire ont montré que le motif PPxY joue  

�S�U�L�P�R�U�G�L�D�O���O�R�U�V���G�H�V���S�K�D�V�H�V���G�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9��(Wodrich et al., 2010) . En effet, 

�F�R�P�P�H���G�p�F�U�L�W���G�D�Q�V���O�·�L�Q�W�U�R�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���F�H���P�D�Q�X�V�F�U�L�W�����F�H���P�R�W�L�I���G�H���O�D���3�9�,���S�H�U�P�H�W��

�O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�·�X�E�L�T�X�L�W�L�Q�H�V�� �O�L�J�D�V�H�V�� �(���� �G�H�� �O�D�� �I�D�P�L�O�O�H�� �G�H�V�� �1�H�G�G������ �3�D�U�P�L�� �F�H�V��

�O�L�J�D�V�H�V�����O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�D���1�H�G�G�����������V�H�P�E�O�H���r�W�U�H���O�D���S�O�X�V���L�P�S�R�Utante car seul 

�O�H�� �.�'�� �G�H�� �1�H�G�G�������� �F�R�Q�G�X�L�W�� �j�� �X�Q�H�� �G�L�P�L�Q�X�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X�� �Y�L�U�X�V���� �1�R�V��

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 

contrôler. Puisque la �G�L�I�I�p�U�H�Q�F�H�� �P�D�M�H�X�U�H�� �H�Q�W�U�H�� �O�·�$�G�9-�:�7�� �H�W�� �O�·�$�G�9-M1 est le 

recrutement de la Nedd4.2, nous avons donc voulu savoir si cette protéine 

�S�D�U�W�L�F�L�S�D�L�W���D�X���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9���� 

 

A- �/�D�� �1�H�G�G�������� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �X�Q�H�� �F�D�U�H�Q�F�H��

nutr itionnelle  

Dans un premier temps, nous avons étudié le rôle de la Nedd4.2 lors de 

�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�·�X�Q�H���D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���L�Q�G�X�L�W�H���S�D�U���X�Q�H���F�D�U�H�Q�F�H���Q�X�W�U�L�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�����3�R�X�U���F�H��

faire, nous avons déplété des cellules U2OS de la protéine Nedd4.2 par des 

siRNA dirigés contre �F�H�W�W�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�����/�H���Q�L�Y�H�D�X���G�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H���1�H�G�G���������D�S�U�q�V��

le traitement avec les siCTRL ou les siNedd4.2 est analysé par WB ( Figure 

19 A ������ �3�R�X�U�� �L�Q�G�X�L�U�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �L�Q�F�X�E�p�� �O�H�V�� �8���2�6-siCTRL et 

U2OS-siNedd4.2 durant une nuit dans un milieu dépourvu de nutriment 

���+�%�6�6������ �6�X�L�W�H�� �j�� �F�H�W�W�H�� �L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q���� �O�·�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �D�X�� �P�L�F�U�R�V�F�R�S�H��

nous a permis de constater un changement morphologique des cellules 

�V�L�1�H�G�G�������� �D�S�U�q�V�� �O�H�� �W�U�D�L�W�H�P�H�Q�W�� �S�D�U�� �O�·�+�%�6�6�� ��Figure 19 B ). En effet, la 

comparaison des cellules siCTRL  et des cellules siNedd4.2 incubées dans du 

milieu DMEM complet, montre une morphologie tout à fait similaire. En 

�U�H�Y�D�Q�F�K�H���� �V�L�� �O�·�R�Q�� �F�R�P�S�D�U�H�� �F�H�V�� �P�r�P�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�F�X�E�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �G�H�� �O�·�+�%�6�6�� �O�D��

morphologie des cellules est différente. Les cellules siNedd4.2 ont un e forme 



Figure  19  : La Nedd 4.2 est  impliquée  dans  le  contrôle  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H  lors  de  
�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H par  carence  nutritionnelle  
Des cellules  U2OS ont  été traitées  avec des siRNA dirigés  contre  la protéine  Nedd4.2. (A) �/�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q 
de Nedd4.2 dans  les cellules  siCTRL  et si  Nedd4.2 est vérifiée  par  westernblot . Ces mêmes  cellules  
sont  incubées  toute  une  nuit  dans  de �O�·�+�%�6�6 pour  induire  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. Les cellules  sont,  �G�·�X�Q�H part,  
(B) analysées  en microscopie  optique  en contraste  de phase  et,  �G�·�D�X�W�U�H part,  (C) fixées  puis  marquées  
pour  Lamp 2 (en violet)  et pour  LC3 (en vert) . Les images  représentées  ici  sont  les acquisitions  
obtenues  en microscopie  confocale . (D) Le nombre  �G�·�R�E�M�H�W�V positifs  pour  le marquage  LC3 par  cellule  
est quantifié,  (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�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : ns : > 0.05 , * : 
p �” 0.05 , ** : p �” 0.01 , ****  : p �” 0.0001  
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beaucoup plus longitudinale alors que les cellules siCTRL ont une forme 

beaucoup plus étalée ( Figure 19 B ������ �&�H�W�W�H�� �R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�� �V�X�J�J�q�U�H�� �T�X�·�H�Q��

condition de stress (stress auquel la cellule répond en induisant 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �G�p�S�O�p�W�p�H�V�� �G�H�� �1�Hdd4.2 se comportent différemment 

�G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�V���� �1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �H�Q�V�X�L�W�H�� �p�W�X�G�L�p�� �S�O�X�V�� �H�Q�� �G�p�W�D�L�O�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q��

�G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�Q�� �D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �1�H�G�G���������� �3�R�X�U�� �F�H�� �I�D�L�U�H���� �D�S�U�q�V�� �O�H�� �W�U�D�L�W�H�P�H�Q�W��

�G�D�Q�V�� �G�H�� �O�·�+�%�6�6���� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� ���V�L�&�7�5�/�� �H�W�� �V�L�1�H�G�G���������� �R�Q�W�� �p�W�p�� �I�L�[�p�H�V�� �H�W�� �O�H�V 

protéines LC3 et Lamp2 ont été marquées par IF ( Figure 19 C ). Des 

acquisitions en microscopie confocale ont été réalisées et comme 

�S�U�p�F�p�G�H�P�P�H�Q�W�����O�D���T�X�D�Q�W�L�W�p���G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���D�L�Q�V�L���T�X�H���O�H�X�U���P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q���R�Q�W��

été quantifiées. Concernant la quantité des autopha gosomes, nous 

observons une nette augmentation en absence de Nedd4.2 (points bleus) 

�D�S�U�q�V�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� ���+�%�6�6���� ��Figure 19 D ). En effet, pour les 

�F�H�O�O�X�O�H�V�� �V�L�&�7�5�/�� �L�Q�F�X�E�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �O�·�+�%�6�6���� �O�D�� �P�R�\�H�Q�Q�H�� �G�X�� �Q�R�P�E�U�H��

�G�·�D�X�W�R�S�K�R�J�R�V�R�P�H�V�� �H�V�W�� �G�·�H�Q�Y�L�U�R�Q�� ������ �Yésicules par cellule alors que, dans les 

cellules siNedd4.2, elle avoisine les 90 vésicules par cellule (soit trois fois 

plus, Figure 19 D ). Néanmoins, il est également très clair que le niveau 

�E�D�V�D�O�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� ���'�0�(�0���� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �D�X�J�P�H�Q�W�p�� �G�D�Q�V�� �O�H�V��cellules 

siNedd4.2 ( Figure 19 D ). Ces résultats soulignent très clairement 

�O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �1�H�G�G�������� �G�D�Q�V�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �3�R�X�U�� �O�D��

maturation des vésicules autophagiques, nos résultats indiquent que 

�O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �H�V�W�� �U�p�G�X�L�W�H�� �Gans les cellules siNedd4.2 

(Figure 19 E ������ �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �G�X�U�D�Q�W�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H��

Nedd4.2 semble empêcher la fusion autophagosome -lysosome. Les images 

obtenues en microscopie confocale semblent indiquer que les 

autophagosomes (signal vert ) et les lysosomes (signal violet) colocalisent 

�P�R�L�Q�V���H�Q���O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���1�H�G�G����������Figure 19 C ). Nos quantifications confortent 

�F�H�V�� �R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V�� �S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H�V�� �L�Q�G�L�T�X�H�Q�W�� �T�X�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �V�L�&�7�5�/���� �H�Q��

condition de stress, environ 80% des vésicules autophagique s sont des 

autolysosomes alors que dans les cellules siNedd4.2 ce pourcentage est 

diminué à 60% ( Figure 19 E ). Nedd4.2 semble donc être impliquée dans la 

régulation de la formation des autolysosomes. Ceci pourrait expliquer les 

résultats obtenus lors de la  quantification des autophagosomes ( Figure 19 



�)�L�J�X�U�H�������������/�D���1�H�G�G���������H�V�W���L�P�S�O�L�T�X�p�H���G�D�Q�V���O�H���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����O�R�U�V���G�H��
�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·AdV  
Des cellules  U2OS siCTRL  et siNedd 4.2 sont  infectées  avec des vecteurs  WT puis  sont  
récoltées  à différents  temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q. (A) Les lysats  cellulaires  sont  analysés  par  
westernblot  en utilisant  des anticorps  anti -LC3 et anti -GAPDH . 1h après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q les 
cellules  sont  fixées  et marquées  pour  LC3 et Lamp 2. (B) Le nombre  �G�·�R�E�M�H�W�V positifs  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�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . (D) Les images  représentées  ici  sont  les acquisitions  
obtenues  en microscopie  confocale . (E) Le pourcentage  des objets  LC3 positifs  pour  le 
marquage  Lamp 2 est également  quantifié . 15  cellules  sont  analysées  par  condition,  les 
barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : ns : > 0.05 , * : p �” 0.05 , ** : p �” 0.01 . 

Maturation des autophagosomes  
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D������ �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �V�L�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �Q�·�H�V�W�� �S�O�X�V�� �S�R�V�V�L�E�O�H���� �O�D��

dégradation des autophagosomes est inhibée et, par conséquent, les 

�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���V�R�Q�W���D�F�F�X�P�X�O�p�V���G�D�Q�V���O�D���F�H�O�O�X�O�H�����$�L�Q�V�L�����O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���1�H�G�G4.2 

�H�P�S�r�F�K�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �H�W���� �S�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���� �O�D�� �T�X�D�Q�W�L�W�p��

�G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �H�V�W�� �D�X�J�P�H�Q�W�p�H�� ���S�X�L�V�T�X�·�L�O�V�� �Q�H�� �V�R�Q�W�� �S�O�X�V�� �G�p�J�U�D�G�p�V������

�)�L�Q�D�O�H�P�H�Q�W���� �O�·�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�� �F�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �G�p�P�R�Q�W�U�H�Q�W���T�X�H�� �O�D�� �O�L�J�D�V�H�� �1�H�G�G�������� �D��

un rôle physiologique dans la régulation �G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���L�Q�G�X�L�W�H���S�D�U���F�D�U�H�Q�F�H��

nutritionnelle et notamment dans les étapes de formation des 

autolysosomes.  

B- �/�D�� �1�H�G�G�������� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U��

�O�·�$�G�9 

Dans un deuxième temps nous avons testé si la Nedd4.2 était aussi 

impliquée d �D�Q�V�� �O�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�D�G�U�H�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U��

�O�·�$�G�9�� 

1 -Effet sur la maturation des vésicules  

�'�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �8���2�6�� �V�L�&�7�5�/�� �H�W���V�L�1�H�G�G�������� �R�Q�W���p�W�p�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-WT et la 

conversion de LC3 -I en LC3 -II a été analysée par WB durant les 3 prem ières 

�K�H�X�U�H�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q����Figure 20 A ).  Les résultats indiquent que la lipidation 

de LC3 -II est plus importante et prolongée dans les cellules siNedd4.2. Le 

�Q�L�Y�H�D�X���E�D�V�D�O���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����F�R�Q�G�L�W�L�R�Q���1�, : non infectée) est plus important 

�H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �1edd4.2 comme observé précédemment ( Figure 20 A ). Ce 

résultat suggère que la Nedd4.2 participe également au contrôle de 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9���� �1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �H�Q�V�X�L�W�H�� �L�Q�I�H�F�W�p�� �G�H�V��

cellules U2OS siCTRL et siNedd4.2 avec du virus sauvage et fix é les cellules 

���K�� �S�R�V�W�� �L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���� �$�I�L�Q�� �G�·�D�Q�D�O�\�V�H�U�� �O�·�H�I�I�H�W�� �G�H�� �O�D�� �G�p�S�O�p�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �1�H�G�G�������� �V�X�U��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����O�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���R�Q�W���p�W�p���P�D�U�T�X�p�V���S�D�U���,�)���D�Y�H�F���G�H�V���D�Q�W�L�F�R�U�S�V��

anti -LC3 (Figure 20 D )���� �1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�p�� �O�H�� �Q�R�P�E�U�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V��

dans les cellules  infectées ( Figure 20 B ). Comme précédemment, nous avons 

�F�R�Q�V�W�D�W�p�� �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �1�H�G�G�������� �L�Q�G�X�L�W�� �X�Q�H�� �D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V��

autophagiques dans les cellules siNedd4.2. De manière 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 après le marquage LC3 est significativement 

�S�O�X�V���L�P�S�R�U�W�D�Q�W�H���H�Q���O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���O�D���1�H�G�G����������Figure 20 C  et D ). Néanmoins, 

ce résultat ne nous permet pas de conclure quant à 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 

�/�D�P�S���� �V�X�J�J�p�U�D�Q�W�� �T�X�·�L�O�� �Q�H�� �V�·�D�J�L�W�� �S�D�V�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V���� �1�Rs résultats 

�S�U�p�F�p�G�H�Q�W�V�� �G�p�P�R�Q�W�U�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�� �D�O�W�q�U�H�� �O�D��

�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H���� �,�O�V�� �G�p�P�R�Q�W�U�H�Q�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�D��

�1�H�G�G�������� �L�Q�G�X�L�W�� �O�H�� �P�r�P�H�� �S�K�p�Q�R�W�\�S�H�� ���I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�� �U�p�G�X�L�W�H������ �3�D�U��

conséquent, nous avons ensuite testé si le contrôle de la maturation des 

�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �H�Q�� �D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9�� �p�W�D�L�W�� �G�p�S�H�Q�G�D�Q�W�� �G�H�� �1�H�G�G����������

Pour ce faire, nous avons infecté des cellules déplétées de Nedd4.2 et des 

cellules contrôles avec les virus sauvage et mutant puis analysé la 

maturation des vésicules autophagiques en co -marquant LC3/Lamp2 1h 

après infection. Les quantifications des colocalisations LC3 -Lamp2 

�G�p�P�R�Q�W�U�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�D�� �S�U�R�S�R�U�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �H�V�W�� �U�p�G�X�L�W�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V��

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 

�J�U�L�V������ �&�H�F�L�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �O�H�� �F�D�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �P�X�W�D�Q�W��

(Figure 20 E , partie de gauche, points rouges). Ces résultats sont similair es 

à ceux précédemment obtenus. Au contraire, dans les cellules siNedd4.2 le 

statut de maturation des vésicules autophagiques est le même pour toutes 

les cellules (non infectées, infectées par le WT et infectées par le M1) ( Figure 

20 E , partie de droite). �(�Q���H�I�I�H�W�����O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���V�L�1�H�G�G���������S�D�U���O�H���Y�L�U�X�V��

�V�D�X�Y�D�J�H�� �Q�·�L�Q�G�X�L�W�� �S�O�X�V�� �G�H�� �U�p�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�S�R�U�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V���� �&�H��

�U�p�V�X�O�W�D�W�� �V�R�X�O�L�J�Q�H�� �O�H�� �U�{�O�H�� �G�H�� �1�H�G�G�������� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�D�U��

�O�·�$�G�9���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �L�O�� �V�H�P�E�O�H�U�D�L�W�� �T�X�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9���� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��

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 empêche la Nedd4.2 de jouer son rôle 

�S�K�\�V�L�R�O�R�J�L�T�X�H���G�D�Q�V���O�D���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�W���L�O���H�Q résulterait un défaut 

de formation des autolysosomes.  

2 -Effet sur le transport des vésicules  

Plusieurs études suggèrent que la maturation des autophagosomes après 

�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�·�D�F�F�R�P�S�D�J�Q�H�� �G�·�X�Q�H�� �P�L�J�U�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �Y�H�U�V��

le MTOC où les  lysosomes sont regroupés afin de fusionner avec ces derniers 

(Kimura et al., 2008; Korolchuk and Rubinsztein, 2011) . Puisque la formation des 

autolysosomes semble être 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�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �D�X�W�R�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �D�X�W�R�X�U�� �G�X�� �0�7�2�&�� ��Figure 21 A ). De 

manière 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 diamètres 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 

�V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W���D�O�W�p�U�p�H���S�D�U���O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���O�D���1�H�G�G����������Figure 21 B ). En effet, 

dans les cellules siCTRL, plus de 40% des autophagosomes sont situés à 

moins de 10 µm du MTOC alors que dans les cellules siNedd4.2, plus de 

40% des autophagosomes sont à plus de 20 µm du MTOC ( Figure 21 B ). Il 

�V�H�P�E�O�H�U�D�L�W�� �G�R�Q�F�� �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�D�� �1�H�G�G�������� �S�H�U�W�X�U�E�H�� �O�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�V��

autophagosomes orienté vers le MTOC. Ces résultats laissent à penser que la 

Nedd4.2 régule la formation des autolysosomes en contrôlant le tra fic des 

vésicules autophagiques.  



Figure 21 : Analyse du transport des autophagosomes  en absence de Nedd4.2  
Des cellules  U2OS 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�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . 
Statistique  : ns : > 0.05 , ** : p �” 0.01 .   
 

e 
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3- Conclusion générale du chapitre  

�/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�� �F�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �G�p�P�R�Q�W�U�H�� �T�X�H�� �O�D�� �O�L�J�D�V�H�� �1�H�G�G�������� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �j�� �O�D��

�U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�H�V���D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9���� �,�O��

�V�H�P�E�O�H�U�D�L�W�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�D�� �Srotéine de capside PVI et la Nedd4.2 

�S�H�U�P�H�W�W�H�� �D�X�� �Y�L�U�X�V�� �G�·�p�Y�L�W�H�U�� �V�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�Q�� �H�P�S�r�F�K�D�Q�W�� �O�D��

ligase de jouer son rôle dans la maturation des vésicules autophagiques. En 

�H�I�I�H�W���� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �O�L�J�D�V�H���� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �Q�·�H�V�W�� �S�O�X�V�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�H��limiter la 

formation des autolysosomes. De manière intéressante, nous avons constaté 

�T�X�H�� �O�H�� �W�U�D�I�L�F�� �G�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�V�� �Y�H�U�V�� �O�H�� �0�7�2�&�� �Q�·�p�W�D�L�W�� �S�O�X�V��

fonctionnel dans les cellules déplétées de Nedd4.2. Ce trafic est 

�L�Q�G�L�V�S�H�Q�V�D�E�O�H�� �S�R�X�U�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�Wolysosomes. De ce fait nous pensons 

�T�X�H�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �3�9�,-�1�H�G�G�������� �H�P�S�r�F�K�H�� �O�D�� �O�L�J�D�V�H�� �G�·�H�[�H�U�F�H�U�� �V�R�Q�� �U�{�O�H��

�S�K�\�V�L�R�O�R�J�L�T�X�H�� �H�W�� �S�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W�� �O�L�P�L�W�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �� �H�Q��

altérant le trafic des autophagosomes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  



- 123 - 
 

Chapitre 5  : Rôle pro -viral �G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�H�Q�G�D�Q�W��
�O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V���$�G�9�� 

 

Notre laboratoire a précédemment montré que la ligase Nedd4.2 est 

�L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V�� �S�U�R�F�K�H�� �G�X�� �0�7�2�&�� �O�R�U�V��

�G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9�� ���:�R�G�U�L�F�K�� �H�W�� �D�O������ �������������� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �1�H�G�G����2 

�L�Q�G�X�L�W�� �X�Q�� �G�p�I�D�X�W�� �G�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �D�X�� �0�7�2�&���� �&�R�P�P�H�� �p�Y�R�T�X�p�� �� �G�D�Q�V��

le chapitre précédent, nos résultats indiquent 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- �,�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�D�Q�V���O�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���G�H�V���Y�L�U�X�V���� 

1-Transport des autophagosomes dans les cellules infectées            

Dans un prem �L�H�U�� �W�H�P�S�V���� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �p�W�X�G�L�p�� �O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�V��

�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H���� �1�R�X�V�� �Y�R�X�O�L�R�Q�V�� �V�D�Y�R�L�U�� �V�L�� �F�H��

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 

�D�Y�R�Q�V���L�Q�I�H�F�W�p���S�H�Q�G�D�Q�W�����K���G�H�V���8���2�6���D�Y�H�F���O�·�$�G�9-WT (dont la PVI interagit avec 

�O�D�� �1�H�G�G���������� �R�X�� �D�Y�H�F�� �O�·�$�G�9-�0���� ���G�R�Q�W�� �O�D�� �3�9�,�� �P�X�W�p�H�� �Q�·�L�Q�W�H�U�D�J�L�W�� �S�O�X�V�� �D�Y�H�F�� �O�D��

Nedd4.2). Après 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 grâce à la péricentrine) est ensuite analysée 

comme précédemment décrit ( Figure  22 B ). Dans les c ellules infectées par le 

virus sauvage, environ 40% des autophagosomes sont à moins de 10  µm du 

MTOC alors que dans les cellules infectées avec le virus mutant la majorité 

des autophagosomes est à plus de 20 µm du MTOC ( Figure  22 B ). Ces 

résultats indiquen t que le transport des structures autophagosomales vers le 

�Q�R�\�D�X�� �H�V�W�� �S�O�X�V�� �H�I�I�L�F�D�F�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H���� �3�X�L�V�T�X�H�� �O�H��

mouvement orienté vers le MTOC est un phénomène commun au transport 



Figure  22  : Localisation  des  autophagosomes  dans  les  cellules  infectées  par  
�O�·AdV .  
Des cellules  U2OS sont  infectées  avec des vecteurs  WT ou  M1 pendant  1h. Après  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  �O�·AdV-WT (barres  aux  bords  noirs)  et dans  les cellules  
infectées  par  �O�·AdV-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�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . 
Statistique  : ns : > 0.05 , ** : p �” 0.05 , ** : p �” 0.01 .   
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des virus et au transport des autophagosomes, nous n ous sommes 

�G�H�P�D�Q�G�p�V���V�L���F�H�V���G�H�X�[���W�\�S�H�V���G�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���Q�·�p�W�D�L�H�Q�W���S�D�V���F�R�X�S�O�p�V���� 

2 - Mouvement des virus dans des cellules LC3 -GFP                  

�$�I�L�Q�� �G�·�D�Q�D�O�\�V�H�U�� �V�L�� �O�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �H�W�� �F�H�O�X�L�� �G�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �V�R�Q�W��

couplés, nous avons infecté des cellules  U2OS-LC3-GFP avec des virus 

fluorescents. Nous avons pu suivre le mouvement des virus et des 

�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�V���H�Q���W�H�P�S�V���U�p�H�O���j���O�·�D�L�G�H���G�·�X�Q���P�L�F�U�R�V�F�R�S�H���F�R�Q�I�R�F�D�O��

�p�T�X�L�S�p�� �G�·�X�Q�� �G�L�V�T�X�H�� �U�R�W�D�W�L�I�� ��Figure  23 ). Grâce à ce système, nous avons pu 

observer que ���� �T�X�H�O�T�X�H�V�� �V�H�F�R�Q�G�H�V�� �D�S�U�q�V�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H���� �O�D��

particule virale devient positive pour LC3. Le mouvement du virus depuis la 

périphérie cellulaire jusqu'à 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 même 

intéressant de noter que les structures positives pour LC3 qui se meuvent en 

�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �Q�·�R�Q�W�� �S�D�V�� �O�·�D�V�S�H�F�W�� �G�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�V��

responsables  de la dégradation du mutant M1 précédemment observées 

(Figure 8 B ). En effet, elles sont de petite taille, approximativement aussi 

�S�H�W�L�W�H�� �T�X�·�X�Q�H�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�� �Y�L�U�D�O�H�� ��Figure  23 ) contrairement aux grosses 

�V�W�U�X�F�W�X�U�H�V���H�Q���I�R�U�P�H���G�·�D�Q�Q�H�D�X���R�E�V�H�U�Y�p�H�V���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�Wion par le mutant M1 

(Figure 8 B ). Nos données ne nous permettent pas de conclure quant à 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 

�E�L�H�Q���X�Q���U�{�O�H���G�D�Q�V���O�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���G�X���Y�L�U�X�V���M�X�V�T�X�·�D�X���0�7�2�&�� 

3 - �7�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�� �Y�L�U�X�V�� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H������

�3�R�X�U���D�Q�D�O�\�V�H�U���O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�D�Q�V���O�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���G�H�V���Y�L�U�X�V�����Q�R�X�V��

avons �p�W�X�G�L�p�� �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V�� �D�X�� �0�7�2�&�� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H��

�G�·�X�Q�H���D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�����'�H�V���8���2�6���F�R�Q�W�U�{�O�H�V�����6�+-CTRL) et des U2OS 

délétées du complexe de conjugaison ATG5 -ATG12 (SH -ATG5) sont infectées 

de manière synchrone avec des virus sauvage e t mutant. Quarante cinq 

�P�L�Q�X�W�H�V�� �D�S�U�q�V�� �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V���� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �V�R�Q�W�� �I�L�[�p�H�V���� �O�D��

péricentrine et les virus sont marqués par IF ( Figure 24 A ). La distribution 



Figure  23  : �/�·AdV  est  transporté  vers  le  noyau  en  association  avec  la  protéine  
LC3 
Des cellules  U2OS exprimant  la protéine  LC3-GFP sont  infectées  avec des vecteurs  WT  
couplés  à �O�·�$�O�H�[�D 594 . Les cellules  infectées  ont  été observées  en temps  réel  grâce à un  
microscope  confocal  équipé  �G�·�X�Q disque  rotatif . Les trois  images  du  panneau  supérieur  
montrent  �O�·�H�Q�W�U�p�H du  virus  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�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q de la particule  virale  
avec le marquage  LC3 lors  de son  transport  �M�X�V�T�X�·�D�X noyau . 
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des virus autour du MTOC est quantifiée suivant le même protocole que 

précédemment (Figure 24  B). Cette quantification reflète le transport 

cytoplasmique du virus depuis le site de rupture des endosomes à la 

�S�p�U�L�S�K�p�U�L�H�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �M�X�V�T�X�·�D�X�� �0�7�2�&�� ��Figure 24  C). Dans les cellules 

contrôles, 45 min post infection, environ 45% des AdV -WT sont à moins de 

10 µm du MTOC alors que seulement 25% des AdV -M1 sont à cette même 

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 altéré 

puisque 45 min post infection, seuls 25% des virus sont à 10 µm du MTOC 

(contre 45% dans les cellules contrôles) ( Figure 24  B). Le transp ort du 

�P�X�W�D�Q�W�� �0���� �Q�·�H�V�W�� �Q�L�� �D�X�J�P�H�Q�W�p�� �Q�L�� �G�L�P�L�Q�X�p�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �6�+-ATG5. Ces 

résultats indiquent que, pour être transporté de manière efficace vers le 

�Q�R�\�D�X�����O�·�$�G�9���Q�p�F�H�V�V�L�W�H���X�Q�H���D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H���G�D�Q�V���V�D���F�H�O�O�X�O�H���K�{�W�H�����(�Q��

�H�I�I�H�W���� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�Xtophagie fonctionnelle le virus sauvage à un 

phénotype similaire à celui du virus mutant. Les particules virales 

présentent une distribution qui semble aléatoire dans le cytoplasme au lieu 

�G�·�X�Q�H�� �D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �D�X�� �0�7�2�&���� �3�D�U�� �O�D�� �V�X�L�W�H���� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �Y�R�X�Ou 

savoir si les étapes qui précédent et succèdent le transport du virus étaient 

�D�X�V�V�L���D�I�I�H�F�W�p�H�V���S�D�U���O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� 

B- �,�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X��

virus    

1- �$�Q�D�O�\�V�H���G�H���O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O                      

D�D�Q�V�� �X�Q�� �S�U�H�P�L�H�U�� �W�H�P�S�V���� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �D�Q�D�O�\�V�p�� �O�·�L�P�S�D�F�W�� �G�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H��

�G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�X�U�� �O�·�p�W�D�S�H�� �T�X�L�� �S�U�p�F�q�G�H�� �O�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V���� �j��

�V�D�Y�R�L�U���O�·�p�W�D�S�H���G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O�����3�R�X�U���F�H���I�D�L�U�H�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���F�R�P�S�D�U�p��

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, 

�O�R�U�V�T�X�H�� �O�·�R�Q�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�H�� �O�H�V�� �F�R�O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�V�� �$�G�9���3�9�,���� �O�D�� �G�L�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �G�H�X�[��

�V�L�J�Q�D�X�[���U�H�I�O�q�W�H���O�·�p�W�D�S�H���G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O���G�X���Y�L�U�X�V����Figure 3 A ). Des 

U2OS-SH-CTRL et U2OS -SH-ATG5 ont été infectées avec les deux types de 



Figure  24  : Transport  de �O�·AdV  en  absence  �G�·�X�Q�H autophagie  fonctionnelle  
Des cellules  U2OS shCTRL  et shATG 5 sont  infectées  avec des vecteurs  WT ou  M1 pendant  
1h. Après  fixation  les cellules  sont  marquées  pour  �O�·AdV (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  AdV autour  du  marquage  
péricentrine  est quantifiée  dans  les cellules  infectées  par  �O�·AdV-WT (barres  aux  bords  
noirs)  et dans  les cellules  infectées  par  �O�·AdV-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�·�H�U�U�H�X�U�V 
représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : ns : > 0.05 , ** : p �” 0.01 . (C) Figure  représentant  les 
étapes  �G�·�H�Q�W�U�p�H de �O�·AdV dans  la cellule . Le carré  rouge  indique  �O�·�p�W�D�S�H analysée  lors  de 
cette  expérience  : le transport  du  virus  vers  le MTOC. 
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virus selon le protocole décrit dans la partie C -1 du matériel et méthodes. 

�$�X�[�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V�� �W�H�P�S�V�� �G�H�� �O�D�� �F�L�Q�p�W�L�T�X�H�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���� �O�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �H�W�� �O�H�V�� �3�9�,�� �V�R�Q�W��

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 ������ �&�H�F�L�� �U�H�I�O�q�W�H�� �O�H�� �G�p�I�D�X�W�� �G�·�p�F�K�D�Spement 

endosomal du virus mutant précédemment évoqué. Dans les cellules SH -

�$�7�*�������O�·�D�V�V�R�F�L�D�W�L�R�Q���G�X���Y�L�U�X�V���V�D�X�Y�D�J�H���D�Y�H�F���O�D���3�9�,�����F�R�X�U�E�H���Q�R�L�U�H���H�Q���S�R�L�Q�W�L�O�O�p�V����

ne suit plus la même cinétique que dans les cellules SH -CTRL. En effet, 

�O�·�$�G�9-WT colocalise beaucoup pl �X�V�� �D�Y�H�F�� �O�D�� �3�9�,�� �H�Q�� �D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�$�7�*������ �3�D�U��

exemple, 30 min post infection 45% des virus sauvages sont associés avec la 

PVI dans les U2OS -SH-ATG5 contre seulement 20% dans les U2OS -SH-

CTRL (Figure  25 B ). En revanche, la cinétique de colocalisation AdV+PVI du 

vir us mutant (courbe rouge en pointillés) reste inchangée dans les lignées 

SH-�$�7�*������ �&�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H�� �S�R�X�U�� �T�X�H��

�O�·�$�G�9�� �V�·�p�F�K�D�S�S�H�� �G�H�V�� �H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �U�R�P�S�X�V���� �(�I�I�H�F�W�L�Y�H�P�H�Q�W���� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H��

autophagie fonctionnelle, le virus sau vage semble présenter comme le virus 

�0�����X�Q���G�p�I�D�X�W���G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O������������ 

2 - Analyse de la libération du génome dans le noyau             

�'�D�Q�V���X�Q���G�H�X�[�L�q�P�H���W�H�P�S�V�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���Y�R�X�O�X���V�D�Y�R�L�U���V�L���O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

�D�I�I�H�F�W�H���D�X�V�V�L���O�·�p�W�D�S�H���V�X�F�F�p�G�D�Q�W���O�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���G�H�V���Y�L�U�X�V�������O�D���O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�$�'�1��

�Y�L�U�D�O�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �Q�R�\�D�X���� �3�R�X�U�� �F�H�� �I�D�L�U�H���� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �F�R�P�S�D�U�p�� �O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H�� �F�H�W�W�H��

libération du génome viral dans le noyau des cellules SH -CTRL et des 

cellules SH -ATG5 (Figure  26 C ). Cette étape peut être étudiée par le suivi de 

�O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�X�� �V�L�J�Q�D�O�� �G�H�� �O�D�� �3�9�,�,�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �Q�R�\�D�X�� ���.�R�P�D�W�V�X�� �H�W�� �D�O������ �������������� �(�Q��

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 

quantifié pour chaque condition. Les résultats sont normalisés par rapport 



Figure  25  : Echappement  endosomal  dans  les  lignées  U2OS SH-ATG 5 
Des cellules  U2OS shCTRL  et shATG 5 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  à différents  temps  après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  pour  �O�·AdV (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 quantifié  pour  les cellules  inféctées  par  
�O�·AdV-WT (courbes  noires)  et par  �O�·AdV-M1 (courbes  rouges)  et ceci pour  les cellules  shCTRL  
(courbes  pleines)  et pour  les cellules  shATG 5 (courbes  en pointillées) . Pour  chaque  
condition  un  minimum  de 10  cellules  est analysé . Les points  utilisés  pour  tracer  les 
courbes  représentent  la moyenne  et les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . (C) 
Figure  représentant  les étapes  �G�·�H�Q�W�U�p�H de �O�·AdV dans  la cellule . Le carré  rouge  indique  
�O�·�p�W�D�S�H analysée  lors  de cette  expérience  : �O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W endosomal . 
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au nombre de virus présents dans les cellules infectées ( Figure  26 B ). Pour 

�O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�� ���U�H�S�U�p�V�H�Q�W�p�� �H�Q�� �Q�R�L�U������ �O�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �L�Q�G�L�T�X�H�Q�W�� �T�X�·�H�Q�� �D�E�V�H�Q�F�H��

�G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H fonctionnelle, 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 complèt ement compensé à 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�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �H�[�S�O�R�L�W�p�H�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9�� �S�R�X�U�� �U�H�M�R�L�Q�G�U�H�� �O�H�� �Q�R�\�D�X���� �&�H�S�H�Q�G�D�Q�W���� �L�O��

semblerait �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�X�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �r�W�U�H�� �F�R�P�S�H�Q�V�p�H�� �S�D�U��

�G�·�D�X�W�U�H�V���P�p�F�D�Q�L�V�P�H�V���G�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�V���X�W�L�O�L�V�p�V���S�D�U���O�H���Y�L�U�X�V�����3�R�X�U���O�H���Y�L�U�X�V���P�X�W�D�Q�W��

���U�H�S�U�p�V�H�Q�W�p�� �H�Q�� �U�R�X�J�H������ �O�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9-M1 est sujet à la 

�G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �(�Q���H�I�I�H�W���� �D�X�W�D�Q�W���j�� ���� �K�S�L���T�X�·�j�� ���� �K�S�L����Figure  26 

B c et d ) une quantité plus importante de PVII dans le noyau est détectée 

dans les cellules SH -�$�7�*������ �&�H�V�� �G�R�Q�Q�p�H�V�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�Q�W�� �T�X�·�H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H��

autophagie fonctionnelle, les virions mutants survivent mieux aux étapes 

d�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H���� �3�D�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�W���� �O�D�� �T�X�D�Q�W�L�W�p�� �G�H�� �J�p�Q�R�P�H�V��

libérés dans le noyau des cellules infectées est plus importante.  

3 - Conclusion générale du chapitre  

�/�·�H�Q�V�H�P�E�O�H�� �G�H�� �F�H�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �D�� �U�p�Y�p�O�p�� �F�R�P�P�H�Q�W�� �O�·�$�G�9�� �H�[�S�O�R�L�W�H�� �O�D�� �P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H��

autoph �D�J�L�T�X�H���O�R�U�V���G�H���V�H�V���S�K�D�V�H�V���G�·�H�Q�W�U�p�H�����,�O���V�H�P�E�O�H�U�D�L�W���G�R�Q�F���T�X�H��via  le motif 

PPxY de la PVI et donc via  �O�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���O�D���1�(�'�'�����������O�·�$�G�9���H�V�W���F�D�S�D�E�O�H��

de contrôler le trafic des autophagosomes à son propre profit ( Figure  22 ). De 

plus, nous avons pu observer le  mouvement de virus associés à des 

structures positives pour la protéine LC3 ( Figure  23 ), suggérant ainsi que le 

virus contrôle le trafic de structures associées avec LC3 (telles que les 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�D�O�H�V���� �D�I�L�Q�� �G�·�r�W�U�H�� �O�X�L-�P�r�P�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�p�� �M�X�V�T�X�·�D�X��

�0�7�2�&�����*�U�k�F�H���j���O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�·�X�Q�H���O�L�J�Q�p�H���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���G�p�O�p�W�p�H���S�R�X�U���O�H���J�q�Q�H���$�7�*����

(essentiel pour la lipidation de LC3 et donc pour la formation des 

autophagosomes), nous avons pu confirmer que le transport du virus est 

�D�I�I�H�F�W�p�� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �I�Rnctionnelle ( Figure  24 ). En effet, 

�O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V�� �D�X�� �0�7�2�&�� �H�V�W�� �P�R�L�Q�V�� �H�I�I�L�F�D�F�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�V��



Figure  26  : Import  du  génome  de �O�·AdV  dans  les  lignées  U2OS SH-ATG 5 
Des cellules  U2OS shCTRL  et shATG 5 sont  infectées  avec des vecteurs  WT ou  M1 pendant  
1 et 2h. Après  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�M�H�W�V positifs  pour  le marquage  PVII  par  noyau  est quantifié  pour  les 
cellules  infectées  par  �O�·AdV-WT (points  noirs)  et par  �O�·AdV-M1 (points  rouges)  et ceci pour  
les cellules  shCTRL  (points  remplis)  et les cellules  shATG 5 (points  non  remplis) . Chaque  
point  des graphiques  représente  les moyennes  obtenues  pour  un   minimum  de 15  cellules  
par  condition,  les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . Statistique  : ** : p �” 0.01 , ****  : 
p �” 0.001 . (C) Figure  représentant  les étapes  �G�·�H�Q�W�U�p�H de �O�·AdV dans  la cellule . Le carré  
rouge  indique  �O�·�p�W�D�S�H analysée  lors  de cette  expérience  : la libération  du  génome  dans  le 
noyau .  
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lignées SH -�$�7�*������ �/�·�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�� �O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�� �G�D�Q�V�� �F�H�W�W�H�� �P�r�P�H��

�O�L�J�Q�p�H�� �D�� �U�p�Y�p�O�p�� �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�� �D�I�I�H�F�W�D�L�W��

égalem�H�Q�W���O�·�p�W�D�S�H���G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O����Figure  25 ). En effet, il est tout 

�j�� �I�D�L�W�� �S�U�R�E�D�E�O�H�� �T�X�H�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �G�L�I�I�p�U�H�Q�W�V�� �D�F�W�H�X�U�V�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

�S�X�L�V�V�H�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�U�� �j�� �O�·�H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�� �Y�L�U�D�O�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �U�R�P�S�X����

�(�Q�I�L�Q���� �O�·�D�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�� �O�D�� �O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �J�p�Q�R�P�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �Q�R�\�D�X�� �G�H�V��

�F�H�O�O�X�O�H�V�� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �Q�R�X�V�� �D�� �S�H�U�P�L�V�� �G�H�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�U�� �G�H�X�[�� �G�H�� �Q�R�V��

�K�\�S�R�W�K�q�V�H�V���� �3�U�H�P�L�q�U�H�P�H�Q�W���� �O�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �H�V�W�� �E�L�H�Q�� �D�I�I�H�F�W�p�� �S�D�U��

�O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�X�L�V�T�X�H�� �O�D�� �O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �J�p�Q�R�P�H���� �T�X�L�� �V�X�F�F�q�G�H�� �D�X��

transp ort du virus, est également impactée (diminuée dans les cellules SH -

ATG5, Figure  26 ). Deuxièmement, le mutant M1 est bien dégradé par 

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�X�L�V�T�X�·�L�O�� �\�� �D�� �S�O�X�V�� �G�H�� �J�p�Q�R�P�H�V�� �O�L�E�p�U�p�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �Q�R�\�D�X�� �O�R�U�V�T�X�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �Q�R�Q�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�� ��Figure  26 ). En effet, si le virus mutant 

�H�V�W�� �P�R�L�Q�V�� �G�p�J�U�D�G�p�� �G�X�U�D�Q�W�� �O�H�V�� �S�K�D�V�H�V�� �G�·�H�Q�W�U�p�H���� �L�O�� �H�V�W�� �O�R�J�L�T�X�H�� �T�X�·�L�O�� �\�� �D�L�H�� �S�O�X�V��

de génomes dans le noyau de la cellule infectée.      
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Chapitre 1  : La rupture des membranes active 
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���V�p�O�H�F�W�L�Y�H���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���Y�L�U�D�O�H�� 

 

�/�·�Dutophagie sélective est un des mécan ismes de défense cellulaire  

intrinsèques, qui vise entre autres choses, les pathogènes invasifs . Les 

bactéries  capables de rompre la membrane des vésicules dans lesquelles 

elles sont confinées,  sont parmi les ex emples  les mieux étudiés de 

pathogène s indui �V�D�Q�W���O�·autophagie sélective . �/�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H���G�H ces bactéries à la 

dégradation par autophagie sélective met en jeu la coopération de différentes 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V���� �-�X�V�T�X�·�j�� �S�Uésent, quatre protéines adaptatrices 

(NDP52, p62, OPTN, TAX1BP1) ont été décrites comme étant responsables de 

la séquestration des bactéries dans les autophagosomes (Castrejón -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  

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V���U�R�P�S�X�H�V���S�D�U���O�·�$�G�9 

1- Implication des « eat -me signal  »  

�/�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V���Q�H���V�R�Q�W���S�D�V���O�H�V���V�H�X�O�V���D�J�H�Q�W�V���S�D�W�K�R�J�q�Q�H�V���j���D�O�W�p�U�H�U���O�·�L�Q�W�p�J�U�L�W�p���G�H�V��

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V�����F�H�O�D���S�H�X�W���D�X�V�V�L���r�W�U�H���O�H���F�D�V���G�H���Y�L�U�X�V�����0�D�L�V���T�X�R�L�T�X�·�L�O���H�Q��

soit, la cellule infectée est en mesure de déceler les domma ges membranaire s 

causés par les pathogènes invasifs. En effet , les protéines intraluminales 

anormalement exposées lors de la rupture des membranes  sont reconnues 

par d es protéines cytosoliques appartenant à la famille des galectines (Baum 

et al., 2014; Paz et al., 2010) . Thurston et ses collègues ont montré que  

parmi toutes les galectines recrutées sur les membranes rompues,  seule la 

Gal8 peut  restreindre la prolifération de Salmonella. �(�Q���H�I�I�H�W�����O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���G�H��

Gal8  avec la pr �R�W�p�L�Q�H�� �D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�� �1�'�3�������� �S�H�U�P�H�W�� �G�·�D�G�U�H�V�V�H�U�� �O�H�V�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�V��

rompues contenant le pathogène à la dégradation par autophagie (Thurston 

et al., 2012) . Après le recrutement initial de NDP52  via  Gal8, des événements 

�G�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �E�D�F�W�p�U�L�H�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W�� �G�H�� �U�H�Q�I�R�U�F�H�U�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H��

�1�'�3�������D�L�Q�V�L���T�X�H���G�·�D�X�W�U�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V�����3���������2�3�7�1�����7�$�;���%�3�������S�R�X�U��
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éliminer les membranes rompues et le pathogène invasif (Svenning and 

Johansen, 2013) . Quand nous avons commencé ce travail,  il était difficile de 

savoir si ces système s étai ent spécifique s �D�X�[���E�D�F�W�p�U�L�H�V���R�X���V�·�L�O�V permettaient  

également  de lutter  contre des virus �F�D�S�D�E�O�H�V�� �G�·�L�Q�G�X�L�U�H�� �G�H�V�� �G�R�P�P�D�J�H�V��

membranaires .  

Nos résultats démontrent que les cellules peuvent répondre par le même  

�P�p�F�D�Q�L�V�P�H�� �O�R�U�V�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �Y�L�U�D�O�H�V���� �&�H�F�L�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�H�� �O�H�� �S�U�H�P�L�H�U�� �H�[�H�P�S�O�H�� �G�H��

virus non enveloppé qui induit une autophagie sélective suite à la 

reconnaissance des dommages membranaires.  Nous avons démontré que la 

�O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �I�D�F�W�H�X�U�� �O�\�W�L�T�X�H�� �3�9�,�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �L�Q�G�X�L�W�� �X�Q�H��

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  

sa PVI  e�W���G�H�� �O�\�V�H�U�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H), nous avons pu montré  le fait que la rupture 

�H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H�� �H�V�W�� �O�·�p�Y�p�Q�H�P�H�Q�W�� �T�X�L�� �L�Q�L�W�L�H�� �F�H�W�W�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H����Ceci suggère 

que la cellule répond  d'une manière similaire contre les dommages 

membranaires provoqués par différents types d 'agents pathogènes.  

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  près du MTOC. Au contraire, un virus 

muté pour  le motif P PxY de la PVI (AdV-M1) , 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 suggère 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 être conduite par le système de détection  Gal8 -NDP52 précédemment 

décrit ���� �&�H�F�L�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�� �T�X�H�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�D�U�� �O�·�D�[�H�� �*�D�O��-

NDP52 constitue une voie de  signalisation conservée pour la détection et la 

dégradation de pathogènes causant des dommages membranaires. 

Cependant , la déplétion des protéines Gal8 et NDP52 est moins efficace que 

�O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �J�O�R�E�D�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�R�X�U�� �S�U�R�W�p�J�H�U�� �O�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �0���� �G�H�� �O�D��

d�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�����&�H�F�L���V�X�J�J�q�U�H���T�X�·�L�O���H�[�L�V�W�H���G�H�V���Y�R�L�H�V���D�G�G�L�W�L�R�Q�Q�H�O�O�H�V���R�X���D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H�V��
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pour �U�H�F�U�X�W�H�U�� �O�D�� �P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H���G�D�Q�V�� �O�H�� �F�D�G�U�H�� �G�·�X�Q�H��

infection virale.  

�/�·�8�E : En plus du recrutement de s galectines sur les  membrane s 

endommagée s, �O�·ubiqui tylation a également été décrit e comme un signal 

reliant les dommages membranaires  à la dégradation autophagique. En effet, 

l �·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �E�D�F�W�p�U�L�H�V�� �S�H�U�P�H�W�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

adaptatrices de la xénophagie grâce à leurs domaines de liaisons à  �O�·�8�E��

(UBA) (Svenning and Johansen, 2013) . Il est fort probable que ce système 

�V�R�L�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �G�p�W�H�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �O�R�U�V�� �G�H�� �V�R�Q�� �H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q��

�G�D�Q�V�� �O�H�� �F�\�W�R�V�R�O�� �D�S�U�q�V�� �O�D�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���� �1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �S�X�� �R�E�V�H�U�Y�H�U�� �H�Q��

�,�)�� �G�H�V�� �p�Y�p�Q�H�P�H�Q�W�V�� �G�H�� �F�R�O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�·�$�G�9�� �H�W�� �O�·�8�E�� �V�X�J�J�p�U�D�Q�W�� �T�X�H�� �Oes 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V���G�H���F�D�S�V�L�G�H�����R�X���G�H�V���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���F�H�O�O�X�D�O�L�U�H�V���G�H���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���U�R�P�S�X�����V�R�Q�W��

�X�E�L�T�X�L�W�\�O�p�H�V�� �D�S�U�q�V�� �O�D�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H���� �,�O�� �H�V�W�� �G�R�Q�F�� �H�Q�Y�L�V�D�J�H�D�E�O�H�� �T�X�H��

�O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� ���R�X�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H�V������ �H�Q�� �S�O�X�V�� �G�H�� �O�D��

Gal8, permet le recrutemen t de la machinerie autophagique sur le virus 

grâce aux protéines adaptatrices.  

2 - Implication des protéines adaptatrices  

Les protéines adaptatrices permettent de relier les «  eat-me signal  » (Gal8 et 

Ub) à la machinerie autophagique. Les quatre protéines a daptatrices 

(NDP52, p62, OPTN, TAX1BP1 ) de la xénophagie ont été décrit es pour être 

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 

�[�p�Q�R�S�K�D�J�L�H�� �O�R�U�V�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Qs bactérienne s et virale s (Orvedahl et al., 2010; 

Zheng et al., 2009) . Nos résultats ont également montré  le recrutement de la 

protéine adaptatrice p62 suite à la rupture de la membrane endosomale lors 

�G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V���$�G�9���� �&�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���V�H�P�E�O�H���r�W�U�H���G�p�S�H�Q�G�D�Q�W���G�H���O�·�8�E���S�X�L�V�T�X�H��

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 

�T�X�H�� �O�D�� �G�p�O�p�W�L�R�Q�� �G�H�� �S������ �D�I�I�H�F�W�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V��M1 et sauvages 
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suggérant que son  �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �V�H�X�O�H�P�H�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�� �G�D�Q�V��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �(�Q�� �R�X�W�U�H���� �Q�R�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �S�U�p�O�L�P�L�Q�D�L�U�H�V�� �V�H�P�E�O�H�Q�W��indiquer  que 

�S�������S�R�X�U�U�D�L�W���r�W�U�H���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���S�R�X�U���O�·�p�W�Dblissement de la réponse IFN -�Ã���O�R�U�V���G�H��

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�����0�D�O�J�U�p���F�H�V���U�p�V�X�O�W�D�W�V, nous ne pouvons pas exclure que 

la protéine p62 soit impliquée dans le recrutement de la machinerie 

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9���������� 

OPTN : �/�·�2�3�7�1�� �� �D�� �p�J�D�O�H�P�Hnt été identifiée comme étant une protéine 

�D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H���P�D�M�H�X�U�H���L�P�S�O�L�T�X�p�H���G�D�Q�V���O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H���G�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V���j�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

sélective. En effet, in vivo �����O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�H���O�·�2�3�7�1���D�X�J�P�H�Q�W�H���O�D���S�U�R�O�L�I�p�U�D�W�L�R�Q���G�H���O�D��

Salmonella . La restriction exercée par OPTN sur la bact érie est dépendante 

�G�H�V�� �G�R�P�D�L�Q�H�V�� �8�%�$�� �H�W�� �/�,�5�� �S�X�L�V�T�X�H�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �P�X�W�p�H�V�� �S�R�X�U�� �O�·�X�Q�� �G�H�V�� �G�H�X�[��

domaines ne sont plus capables de contrôler la prolifération de la bactérie 

(Wild et al., 2011) . Dans le cadre de �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�����O�D���G�p�S�O�p�W�L�R�Q���G�·�2�3�7�1��

�Q�·�D�X�J�P�H�Q�W�H�� �S�D�V�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �P�X�W�D�Q�W�� �0���� ���G�p�J�U�D�G�p�� �S�D�U�� �D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

�V�p�O�H�F�W�L�Y�H�������'�H���S�O�X�V�����Q�R�X�V���Q�·�D�Y�R�Q�V���S�D�V���G�p�W�H�F�W�p���O�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���O�·�2�3�7�1���V�X�U���O�H��

�V�L�W�H�� �G�H�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�V�� �H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9���� �3�D�U�� �Fonséquent 

�O�·�2�3�7�1�� �Q�H�� �V�H�P�E�O�H�� �S�D�V�� �M�R�X�H�U�� �X�Q�� �U�{�O�H�� �S�U�L�P�R�U�G�L�D�O��dans le recrutement de la 

�P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H���D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9  

TAX1BP1  : La protéine TAX1BP1 a été récemment décrite comme étant 

également impliqué e �G�D�Q�V���O�·�p�O�L�P�L�Q�D�W�L�R�Q���V�p�O�H�F�W�L�Y�H���G�H���Eactérie s par autophagie. 

En effet , sa délétion entraîne une accumulation des bactéries positives pour 

�O�·�8�E�� �G�p�P�R�Q�W�U�D�Q�W�� �T�X�H�� �7�$�;���%�3���� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �D�X�V�V�L�� �j�� �O�·�p�O�L�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �G�H��S. 

Typhimurium par xénophagie (Tumbarello et al., 2015) �����/�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���F�H�W�W�H��

�S�U�R�W�p�L�Q�H�� �D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�� �Q�·�D�� �S�D�V�� �p�W�p�� �D�G�U�H�V�V�p�H�� �G�D�Q�V�� �F�H�W�W�H�� �p�W�X�G�H���� �L�O�� �V�H�U�D�L�W�� �G�R�Q�F��

�L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W���G�·�D�Q�D�O�\�V�H�U���V�R�Q���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�����1�R�X�V���Q�H��

�S�R�X�Y�R�Q�V�� �S�D�V�� �Q�R�Q�� �S�O�X�V�� �H�[�F�O�X�U�H�� �O�·�H�[�L�V�W�H�Q�F�H�� �G�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V adaptatrices encore 

inconnues et leur (s) implication (s) dans le recrutement de la machinerie 

autophagique.  

NDP52  : La protéine NDP52 peut également détecter les bactéries 

ubiquitylées grâce à son de domaine UBA (Thurston et al., 2009) . Ainsi, il est 

�D�X�V�V�L���S�R�V�V�L�E�O�H���T�X�·�H�Q���S�O�X�V���G�H���V�R�Q���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���V�X�U���O�H�V���Y�p�V�L�F�X�O�H�V���U�R�P�S�X�H�V����via  

la �*�D�O������ �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9���� �1�'�3������ �V�R�L�W�� �U�H�F�U�X�W�p�H��via  son interaction 
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avec les groupements Ub présents sur le site de rupture des membranes. De 

�S�O�X�V�����S�X�L�V�T�X�H���1�'�3�������O�L�H���S�U�p�I�p�U�H�Q�W�L�H�O�O�H�P�H�Q�W���O�·�L�V�R�I�R�U�P�H���/�&���&��(von Muhlinen et 

al., 2012)  il serait également intéressant de savoir si les autophasosomes 

�U�H�F�U�X�W�p�V���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9���V�R�Q�W���H�Q�U�L�F�K�Ls en LC3C.  

B- �,�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��

virale  

Les mécanisme s moléculaire s responsables  du recrutement de la machinerie 

�D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�� �O�R�U�V�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H�V�� �V�R�Q�W�� �U�H�O�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W�� �E�L�H�Q��

�F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�V���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�D�� �G�p�W�H�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�J�H�Q�W�� �S�D�W�K�R�J�q�Q�H�� �S�D�U�� �O�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��

adap tatrices permet le recrutement de la membrane autophagosomale sur le 

microorganisme à dégrader. Cependant, les événements responsables de 

�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �U�H�V�W�H�Q�W�� �H�Q�F�R�U�H�� �P�D�O�� �F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�V���� �(�Q�� �F�H�� �T�X�L��

�F�R�Q�F�H�U�Q�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�����S�O�X�V�L�H�X�U�V���K�\�S�R�Whèses sont envisageables.     

�/�H�� �V�H�Q�V�H�X�U�� �G�·�$�'�1�� �F�*�$�6 : �/�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �F�*�$�6�� �G�p�W�H�F�W�H�� �O�·�$�'�1�� �Y�L�U�D�O�� �O�R�U�V��

�G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �j�� �$�'�1���� �,�O�� �D�� �p�W�p�� �G�p�F�U�L�W�� �T�X�H, �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U��

�O�·�+�6�9-������ �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �F�*�$�6�� �H�W�� �O�D�� �%�H�F�O�L�Q���� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �j�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�X�Q�H 

auto phagie dirigée contre le virus (Liang et al., 2014) . En effet, en 

interagissant avec la Beclin1 , cGAS permet la dissociation de la protéine 

�5�8�%�,�&�2�1�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �%�H�F�O�L�Q������ �(�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �5�X�E�L�F�R�Q-

�%�H�F�O�L�Q������ �O�·�D�F�W�L�Y�L�W�p�� �3�,���.�� �G�X�� �F�R�P�S�O�H�[�H�� �%�H�F�O�L�Q���� �H�V�W�� �L�Q�L�W�L�p�H�� �F�R�Q�G�X�L�V�D�Q�W�� �j la 

�O�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V��(Liang et al., 2014) . Il a 

�p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �p�W�p�� �P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �F�*�$�6�� �G�p�W�H�F�W�H�� �O�H�� �J�p�Q�R�P�H�� �Y�L�U�D�O�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V��

AdV (Liang et al., 2014) . Il est donc tout à fait probable que cette protéine 

participe aussi �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H �O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V���$�G�9.  

Affection de la quantité intracellulaire en acide s aminés :  La rupture des 

membranes peut affecter le métabolisme i ntracellulaire C ette affection peut 

�r�W�U�H�� �S�H�U�o�X�H�� �S�D�U�� �O�D�� �F�H�O�O�X�O�H�� �H�W�� �L�Q�G�X�L�U�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �3�D�U�� �H�[�H�P�S�O�H����au cours de 

�O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H��Salmonella , la rupture de la SCV induit une diminution de la 

concentration intracellulaire en acides aminés essentiels  (EAA). Cette 

�S�H�U�W�X�U�E�D�W�L�R�Q���V�·�D�F�F�R�P�S�D�J�Q�H���G�·�X�Q�H���L�Q�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���Y�R�L�H���P�7�2�5���F�R�Q�G�X�L�V�D�Q�W���j��

�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Tattoli et al., 2012) . On peut suivre la 



Figure  27  : Relocalisation  de  mTOR  sur  la  membrane  lysosomale  lors  de  
�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q par  �O�·AdV  
Des cellules  U2OS sont,  soit  infectées  avec les vecteurs  AdV-WT (point  noirs)  ou  AdV-M1 
(points  rouges)  pendant  2h,  soit  incubées  avec 20  µM de Torin 1 pendant  2h30  (points  gris  
clairs),  soit  incubées  avec du  DMEM  contenant  la même  quantité  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  Lamp 2 (en vert) . Les images  représentées  ici  
sont  les acquisitions  obtenues  en microscopie  confocale . (B) Le pourcentage  �G�·�R�E�M�H�W�V positifs  
pour  le marquage  mTOR colocalisant  avec Lamp 2 est quantifié . Pour  chaque  condition  un  
minimum  de 10  cellules  est analysé . Les barres  �G�·�H�U�U�H�X�U�V représentent  �O�·�p�F�D�U�W type . 
Statistique  : ** : p �” 0.01 , ***  : p �” 0.001 .  
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localisation de mTOR dans les cellules et celle -ci témoigne de son état 

�G�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�R�U�V�T�X�H�� �P�7�2�5 est localisé sur les membranes 

�O�\�V�R�V�R�P�D�O�H�V�� �O�D�� �Y�R�L�H�� �P�7�2�5�� �H�V�W�� �D�F�W�L�Y�p�H�� �H�W�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �L�Q�K�L�E�p�H���� �(�Q��

revanche, lorsque mTOR est relocalisé dans le cytoplasme, la voie mTOR est 

�L�Q�D�F�W�L�Y�H�� �H�W�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �D�F�W�L�Y�p�H�� ��Schéma 11 ). Nous avons analysé la 

localisa �W�L�R�Q���G�H���P�7�2�5���S�D�U���,�)���O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9���G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���8���2�6��

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 contrôle 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 cytoplasmique (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 �������6�L���O�·�R�Q��

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 être  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, 

�F�R�w�Q�F�L�G�H�� �D�Y�H�F�� �Q�R�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �S�U�p�F�p�G�H�Q�W�V�� �P�R�Q�W�U�D�Q�W�� �T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �S�O�X�V��

�D�F�W�L�Y�p�H�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �P�X�W�D�Q�W�� �0������ �3�R�X�U�� �O�H�� �P�R�P�H�Q�W���� �Q�R�X�V�� �Q�H��

pouvons pas démontrer que cette relocalisation de mTOR dans les cellules 

infectées par le mu tant M1 est liée à une perturbation du niveau 

�L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�� �G�·�D�F�L�G�H�V�� �D�P�L�Q�p�V���� �&�H�S�H�Q�G�D�Q�W���� �S�X�L�V�T�X�·�L�O�� �H�[�L�V�W�H�� �X�Q�� �O�L�H�Q�� �p�W�U�R�L�W��

entre la rupture des membranes, la concentration intracellulaire en acides 

�D�P�L�Q�p�V���� �O�D�� �Y�R�L�H�� �P�7�2�5�� �H�W�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �O�R�U�V�� �G�·infections 

bactériennes (Tattoli et al., 2012) , il est tout à fait envisageable que cette 

signalisation �V�R�L�W���D�X�V�V�L���L�P�S�O�L�T�X�p�H���O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H�V���$�G�9�� 

�'�H�� �S�O�X�V���� �O�R�U�V�� �G�·�X�Q�H�� �p�W�X�G�H�� �G�H�� �S�U�R�W�p�R�P�L�T�X�H�� ���U�p�D�O�L�V�p�� �H�Q�� �F�R�O�O�D�E�R�U�D�W�L�R�Q�� �D�Y�H�F��

�O�·�p�T�X�L�S�H�� �G�X�� �'�U�� �0�D�U�W�L�Q�� �Y�R�Q�� �%�H�U�J�H�Q���� �/�H�L�S�]�L�J���� �$�O�O�H�P�D�J�Q�H������ �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �S�X��

�F�R�Q�V�W�D�W�H�U���T�X�H���O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�X���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�H�X�U���G�·�D�F�L�G�H�V���D�P�L�Q�p�V���6�/�&���$���� �S�Ruvait 

�r�W�U�H���P�R�G�X�O�p�H���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�����(�Q���H�I�I�H�W�����G�D�Q�V���O�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���L�Q�I�H�F�W�p�H�V��



�)�L�J�X�U�H�������������(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���H�W���O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���6�/�&���$�����O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·AdV  
(A) Analyse  de �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q de SLC1A5 par  spectrométrie  de masse  (méthode  SILAC : Stable  
isotope  labeling  with  amino  acids  in  cell  culture)  dans  des cellules  U2OS, 1 et 3 h après  
infection  par  des virus  AdV-WT ou  AdV-M1. (B) Des cellules  U2OS sont  infectées  avec les 
vecteurs  WT ou  M1, fixées  1h après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q et marquées  pour  �O�·AdV (en rouge)  et SLC1A5 
(en vert) . Les images  représentées  ici  sont  les acquisitions  obtenues  en microscopie  
confocale . 
 

A 

B 
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par le virus sauvage, la quantité de SLC1A5 est réduite de moitié 1 h après 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�����(�Q���U�H�Y�D�Q�F�K�H���������K���D�S�U�q�V���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�����O�D���T�X�D�Q�W�L�W�p���G�H���6�/�&���$�����V�H�P�E�O�H��

être régulée p ositivement ( Figure 28 A ). De manière intéressante, avec le 

mutant M1, la quantité de SLC1A5 est également régulée négativement 

�S�H�Q�G�D�Q�W���O�D���S�U�H�P�L�q�U�H���K�H�X�U�H���P�D�L�V�����j���O�·�L�Q�Y�H�U�V�H���G�X���Y�L�U�X�V���V�D�X�Y�D�J�H�����O�H���Y�L�U�X�V���0�����Q�H��

semble pas induire une ré -augmentation de la quanti té de SLC1A5 3 h après 

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q����Figure 28 A �������1�R�X�V���D�Y�R�Q�V���U�p�D�O�L�V�p���G�H�V���,�)���S�R�X�U���Y�R�L�U���V�·�L�O���H�[�L�V�W�D�L�W���X�Q�H��

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 ������ �/�R�U�V�T�X�H�� �O�·�R�Q�� �L�Q�I�H�F�W�H�� �O�H�V��

cellules avec du virus sauvage ou mutant, la localisation membranaire de 

SLC1A5 semble disparaître ( Figure 28 B ). En effet, le marquage SLC1A5 

suggère que la protéine a été internal isée et relocalisée près du noyau 

(Figure 28 B ������ �,�O�� �H�V�W�� �I�R�U�W�� �S�U�R�E�D�E�O�H�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �6�/�&���$����

�V�·�D�F�F�R�P�S�D�J�Q�H���G�·�X�Q�H���G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���S�D�U���O�D���Y�R�L�H���H�Q�G�R�F�\�W�D�L�U�H���� �&�H�F�L��

pourrait expliquer la diminution de la quantité de protéines observée lors de 

�O�·�p�W�X�G�H�� �G�H�� �S�U�R�W�p�R�P�L�T�X�H���� �8�Q�H�� �p�W�X�G�H�� �X�W�L�O�L�V�D�Q�W�� �X�Q�� �L�Q�K�L�E�L�W�H�X�U�� �G�H�� �6�/�&���$���� �D��

�G�p�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�·�H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �J�O�X�W�D�P�L�Q�H���� �O�H�� �Q�L�Y�H�D�X�� �G�·�(�$�$��

intracellulaire est diminué, la voie mTOR est inactivée et par conséquent, 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W�� �L�Q�G�X�L�W�H��(Nicklin et al., 2009) . Il est donc également 

�H�Q�Y�L�V�D�J�H�D�E�O�H�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �6�/�&���$���� �G�X�U�D�Q�W�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9��

�S�H�U�W�X�U�E�H�� �O�H�� �Q�L�Y�H�D�X�� �G�·�(�$�$�� �L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V�� �H�W�� �V�R�L�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q��

�G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�D�U���O�H���Y�L�U�X�V���� 

Affection de la concentration calcique intracellulaire  : Enfin, il existe une 

autre perturbation �P�p�W�D�E�R�O�L�T�X�H���O�L�p�H���j���O�D���S�H�U�W�H���G�·�L�Q�W�p�J�U�L�W�p���G�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�H�V�����(�Q��

effet, il a été constaté que la rupture de la membrane endosomale lors de 

�O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9�� �V�·�D�F�F�R�P�S�D�J�Q�H�� �G�·�X�Q�H�� �D�X�J�P�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q��

calcique intracellulaire (Luisoni et al., 2015) . Il a été montré que les 

�Y�D�U�L�D�W�L�R�Q�V���G�H���O�D���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���F�D�O�F�L�T�X�H���S�H�X�Y�H�Q�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���U�p�J�X�O�H�U���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q��

�G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Pfist erer et al., 2011) . En effet, la chélation du Ca 2+ 

intracellulaire inhibe le recrutement des protéines WIPI -I sur les membranes 

�D�X�W�R�S�K�D�J�V�R�V�R�P�D�O�H�V���� �3�D�U�� �Y�R�L�H�� �G�H�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�F�H�� �O�·�D�E�R�Q�G�D�Q�F�H�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V��



Schéma  38  : Signalisation  reliant  �O�·�H�Q�W�U�p�H de �O�·AdV , la  rupture  de la  membrane  
endosomale  et  �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H.  
Les dommages  membranaires  induits  par  �O�·AdV sont  détectés  par  �O�·�D�[�H Gal8-NDP52 . Ceci 
permet  �O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H de la vésicule  rompue  (contenant  le virus)  à la dégradation  par  
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. La reconnaissance  de groupements  Ub sur  le site  de la rupture  de �O�·endosome  
par  les protéines  p62  et TAX1BP1 pourrait  également  participer  au  recrutement  de la  
machinerie  autophagique . Cependant,  il  semblerait  que  la protéine  p62  pourrait  aussi  
participer  à �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q de la réponse  IFN-�t. Le senseur  �G�·�$�'�1 viral  cGAS est capable  de 
détecter  le génome  de �O�·�$�'�1. Il  se pourrait  que  cette  détection  soit  impliquée  dans  
�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H lors  de �O�·�H�Q�W�U�p�H de �O�·AdV. La rupture  de la membrane  
endosomale  induite  par  �O�·AdV entraîne  des perturbations  métaboliques . En  effet  la  
concentration  calcique  (Ca2+) ainsi  que  la concentration  en acides  aminés  essentiels  (EAA) 
sont  perturbées  lors  de la rupture  endosomale . Ces perturbations  métaboliques  pourraient  
également  participer  à �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H pendant  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q adénovirale .    
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LC3-II sur cette même membrane est également affectée ce q ui perturbe la 

formation des autophagosomes (Pfisterer et al., 2011) . Lors de la rupture de 

�O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9����la détection de �O�·augmentation de Ca2+ 

intracellulaire  pourrait  aussi �S�D�U�W�L�F�L�S�H�U���j���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� 

C- Conclusion générale du  chapitre  

Finalement, cette étude apporte la première évidence que la détection des 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�V�� �U�R�P�S�X�H�V�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H�� �S�H�U�P�H�W�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�D��

machinerie autophagique afin de dégrader le virus. Nos résultats indiquent 

�T�X�H���O�·�D�[�H���*�D�O��-NDP52 est  �H�Q���S�D�U�W�L�H���U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�H���O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H���G�H�V���Y�p�V�L�F�X�O�H�V��

rompues contenant les virus à la voie de dégradation par autophagie 

sélective ( Schéma 38 ������ �&�H�S�H�Q�G�D�Q�W���� �L�O�� �V�H�P�E�O�H�U�D�L�W���T�X�H�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �D�F�W�H�X�U�V�� �V�R�L�H�Q�W��

�L�P�S�O�L�T�X�p�V�� �G�D�Q�V�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�X�L�W�H�� �j�� �O�D�� �U�X�S�W�X�Ue des 

membranes. En effet, le recrutement de p62 pourrait également être 

�L�P�S�O�L�T�X�p�� �G�D�Q�V�� �F�H�W�W�H�� �V�L�J�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �E�L�H�Q�� �T�X�·�L�O�� �S�X�L�V�V�H�� �D�X�V�V�L�� �M�R�X�H�U�� �X�Q�� �U�{�O�H�� �G�D�Q�V��

�O�·�p�W�D�E�O�L�V�V�H�P�H�Q�W�� �G�·�X�Q�H�� �U�p�S�R�Q�V�H�� �D�Q�W�L�Y�L�U�D�O�H�� �G�H�� �W�\�S�H�� �,�)�1-�Ã�� ��Schéma 38 ). 

�/�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �D�G�D�S�Watrices (telles que TAX1BP1 ou des 

facteurs encore inconnus Schéma 38 ) est également envisageable.  

Enfin, de nombreuses hypothèses restent à être vérifiées afin de réellement 

�F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�H�U�� �O�D�� �V�L�J�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �U�H�O�L�D�Q�W�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9���� �O�D�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�D��

membran �H�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H�� �H�W�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�p�O�H�F�W�L�Y�H���� �$�� �F�H�� �S�U�R�S�R�V����

�O�H�� �U�{�O�H�� �G�H�� �V�H�Q�V�H�X�U�V�� �G�·�$�'�1�� �Y�L�U�D�O�� ���F�*�$�6����Schéma 38 ) ou encore des 

perturbations du métabolisme intracellulaire (EAA, Ca 2+, Schéma  38 ) 

pourraient  tout à fait être impliqué s �G�D�Q�V���O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 
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Chapitre 2  : �/�·�$�G�9���F�R�Q�W�U�{�O�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�Q��
détournant la Nedd4.2 de son rôle physiologique      

 

�,�O�� �D�� �O�D�U�J�H�P�H�Q�W�� �p�W�p�� �U�p�I�p�U�H�Q�F�p�� �T�X�H�� �O�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �S�R�X�Y�D�L�H�Q�W�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�U�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�R�X�U���O�L�P�L�W�H�U���O�H�X�U���G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�����(�Q���H�I�I�H�W�����G�H���Q�Rmbreuses protéines 

�Y�L�U�D�O�H�V���S�H�X�Y�H�Q�W���L�Q�W�H�U�I�p�U�H�U���D�Y�H�F���O�H�V���Y�R�L�H�V���G�H���V�L�J�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���U�p�J�X�O�D�Q�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��

et ceci a été observé pour des virus appartenant à différentes familles 

(Jackson, 2015) ���� �'�H�� �S�O�X�V���� �D�X�� �F�R�X�U�V�� �G�H�� �O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H���� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�H�X�W��

fournir a ux molécules de CMH -�,�,�� �G�H�V�� �S�H�S�W�L�G�H�V�� �Y�L�U�D�X�[�� �D�I�L�Q�� �G�·�D�F�W�L�Y�H�U�� �O�H�V��

�F�H�O�O�X�O�H�V�� �G�H�� �O�·�L�P�P�X�Q�L�W�p�� �D�G�D�S�W�D�W�L�Y�H�� �S�R�X�U�� �O�X�W�W�H�U�� �F�R�Q�W�U�H�� �O�D�� �G�L�V�V�p�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H��

(Schéma 24 , Paludan et al., 2005) ���� �$�L�Q�V�L���� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �Hst une cible 

classique des stratégies virales pour contourner les défenses mises en place 

par les cellules infectées.    

A- �/�·�$�G�9�� �L�Q�K�L�E�H���O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�Vomes grâce au motif 

PPxY 

�1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �G�p�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�X�� �P�R�W�L�I�� �3�3�[�<�� �L�Q�G�X�L�V�D�L�W�� �X�Q�� �G�p�I�D�X�W��

�G�·échappement endosomal (mutant M1) et entraînait 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 empêche la formation efficace 

�G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�����&�H�W���H�I�I�H�W���Q�·�H�V�W���S�D�V���O�L�p���D�X�[���p�W�D�S�H�V���G�·�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q���G�H���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q��

�G�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �S�X�L�V�T�X�H���� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-WT, nous  avons 

�S�X���G�p�W�H�F�W�H�U�����G�·�X�Q�H���S�D�U�W�����X�Q���P�D�U�T�X�D�J�H���S�R�Q�F�W�L�I�R�U�P�H���G�H���O�D���S�U�R�W�p�L�Q�H���/�&�������H�Q���,�)����

�H�W���� �G�·�D�X�W�U�H�� �S�D�U�W���� �O�D�� �F�R�Q�Y�H�U�V�L�R�Q�� �G�H�� �/�&��-I en LC3 -II (en WB). Nos expériences 

de WB ont cependant révélé que la lipidation de la protéine LC3 ne suivait 

pas la même cinétique �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-�:�7�� �R�X�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-M1. 

�$�O�R�U�V�� �T�X�H�� �O�·�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �I�R�U�P�H�� �/�&��-II est rapidement détectée après 

�O�·�D�M�R�X�W�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�� �R�X�� �P�X�W�D�Q�W�� ���H�Q�W�U�H�� ������ �H�W�� ������ �P�L�Q�� �D�S�U�q�V�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q������

�F�·�H�V�W���O�H���U�H�W�R�X�U���D�X���Q�L�Y�H�D�X���E�D�V�D�O���T�X�L���V�H�P�E�O�H���r�W�U�H���G�L�I�I�p�U�H�Q�W����Ceci suggère que les 

�p�W�D�S�H�V�� �W�D�U�G�L�Y�H�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�R�Q�W�� �D�I�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H��
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du motif PPxY. De plus, en présence de CQ, une lipidation supplémentaire 

�G�H���/�&�����Q�·�H�V�W���G�p�W�H�F�W�p�H���T�X�·�H�Q���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�X���Y�L�U�X�V���0�������F�R�Q�I�L�U�P�D�Q�W���T�X�H���O�H�V���p�W�D�S�H�V��

de matur ation des autophagosomes sont affectées dans les cellules infectées 

�S�D�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H���� �1�R�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �G�·�L�P�D�J�H�U�L�H�� �H�Q�� �W�H�P�S�V�� �U�p�H�O�� �P�R�Q�W�U�H�Q�W�� �T�X�H����

�O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H���� �O�H�V��structures autophagosomal es 

formées sont beaucoup moins  développées  que dans les cellules infectées par 

�O�H�� �Y�L�U�X�V�� �0������ �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�·�$�G�9-M1 induit la formation de larges structures en 

�I�R�U�P�H�V�� �G�·�D�Q�Q�H�D�X�[�� ���S�R�V�L�W�L�Y�H�V�� �S�R�X�U�� �/�&��-GFP) dans lequel le virus mutant 

�V�H�P�E�O�H�� �r�W�U�H�� �V�p�T�X�H�V�W�U�p���� �(�Q�� �U�H�Y�D�Q�F�K�H���� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Yage, 

le marquage LC3 -GFP indique la formation de petites structures 

ponctiformes dont la taille avoisine celle de la capside. Il est clair que ces 

�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V���G�H�Y�U�R�Q�W���G�·�r�W�U�H���Y�p�U�L�I�L�p�H�V���S�D�U���G�H�V���W�H�F�K�Q�L�T�X�H�V���G�·�L�P�D�J�H�U�L�H���D�Y�H�F���X�Q�H��

résolution plus puissante comme la microscopie électronique. Ceci nous 

permettrait de vraiment savoir si les structures (positives pour LC3 -GFP) 

�I�R�U�P�p�H�V�� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9-�:�7�� �H�W�� �G�H�� �O�·�$�G�9-M1 sont réellement 

différentes. Une explication possible à cette observation est que le virus 

�V�D�X�Y�D�J�H�� �L�Q�W�H�U�I�q�U�H�� �D�Y�H�F�� �O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�p�O�R�Q�J�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H��

autophagosomale et, par conséquent, empêche la fermeture des 

autophagosomes. Cette hypothèse serait pausible  car seul s les 

autophagosome s comp lètement 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�\�V�R�V�R�P�H�V���Q�·�D���O�L�H�X��

que sur les autophagosome clos (Itakura et al., 2012) . Par conséquent, les 

autophagosomes qui ne sont pas complètement fermé ne peuvent pas 

fusionner avec les lysosomes po ur induire la dégradation du cargo séquestré.  

B- �/�·�$�G�9���F�R�Q�W�U�{�O�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �S�R�X�U�� �O�L�P�L�W�H�U�� �V�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q��

antigénique  

Une des raisons attractive s pour les virus de  contrôler la formation des 

autolysosomes est de limiter la présentation antigénique de pep tides viraux 

via  les molécules de CMH -�,�,���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �F�R�P�P�H�� �Q�R�X�V�� �O�·�D�Y�R�Q�V�� �p�Y�R�T�X�p��

�S�U�p�F�p�G�H�P�P�H�Q�W�����O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�����H�Q���G�p�J�U�D�G�D�Q�W���O�H�V���S�D�U�W�L�F�X�O�H�V���Y�L�U�D�O�H�V�����S�H�X�W���I�R�X�U�Q�L�U��

aux molécules de CMH -II des antigènes viraux (Münz, 2012) . Nos résultats 
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indiquent que le mo �W�L�I�� �3�3�[�<�� �S�H�U�P�H�W�� �j�� �O�·�$�G�9�� �G�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�U�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q��

�D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H���O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�X���Y�L�U�X�V�����(�Q���H�I�I�H�W�����H�Q���F�R�O�O�D�E�R�U�D�W�L�R�Q���D�Y�H�F���O�·�p�T�X�L�S�H��

�G�X���'�U���&�����:�L�H�W�K�R�I�I�����Q�R�X�V���D�Y�R�Q�V���S�U�R�X�Y�p���T�X�H���O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�X���P�R�W�L�I���3�3�[�<���H�Q�W�U�D�v�Q�D�L�W��

une présentation antigénique beaucoup plus effi cace (Schéma 39 ). Le motif 

PPxY est donc un déterminant majeur de la présentation antigénique et ce 

avant mê�P�H���O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���G�H�V��gènes viraux .     

C- �/�H���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���O�D���1�H�G�G���������S�H�U�P�H�W���j���O�·�$�G�9���G�H���F�R�Q�W�U�{�O�H�U��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� 

�/�·�X�Q�L�T�X�H���G�L�I�I�p�U�H�Q�F�H���H�Q�W�U�H���O�H���Y�L�U�X�V���Vauvage et le virus mutant est 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 rôle crucial 

�G�X�U�D�Q�W�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �$�G�9�� �S�X�L�V�T�X�H�� �V�H�X�O�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �1�H�G�G�������� �U�p�G�X�L�W��

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X�� �Y�L�U�X�V��(Wodrich et al., 2010) . Le mutant M1, incapable de 

recruter la Nedd4.2, est 20 fois moins infectieux que le virus sauvage. Il 

�S�U�p�V�H�Q�W�H�� �X�Q�� �G�p�I�D�X�W�� �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�� �H�W�� �H�V�W�� �G�p�J�U�D�G�p�� �S�D�U��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �,�O�� �V�H�P�E�O�H�U�D�L�W�� �G�R�Q�F�� �T�X�H�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�D�� �1�H�G�G����������via  le 

motif PPxY, soit une stratégie virale pour contourner les mécanismes de 

défense mis en place par la cellule infectée.  

1 - Rôle  �G�H���O�D���1�H�G�G���������G�D�Q�V���O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O 

�1�R�X�V���D�Y�R�Q�V���F�R�Q�I�L�U�P�p���T�X�H���O�D���P�X�W�D�W�L�R�Q���G�X���P�R�W�L�I���3�3�[�<���G�H���O�D���3�9�,���Q�·�D�O�W�p�U�D�L�W���S�D�V��

�O�·�H�I�I�L�F�D�F�L�W�p�� �G�H�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�� �O�D�� �P�Hmbrane endosomale par la PVI. En revanche, 

nos résultats indiquent que cette même mutation induit un défaut 

�G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �P�X�W�D�Q�W�� �0���� �T�X�L�� �Q�·�H�V�W�� �S�D�V��

capable de recruter la Nedd4.2 reste associé aux vésicules endommagées 

après leu �U�� �U�X�S�W�X�U�H���� �/�H�� �P�p�F�D�Q�L�V�P�H�� �P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H�� �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W��

�H�Q�G�R�V�R�P�D�O���G�H���O�·�$�G�9���U�H�V�W�H���H�Q�F�R�U�H���Q�R�Q���F�D�U�D�F�W�p�U�L�V�p�����&�H�S�H�Q�G�D�Q�W�����O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���G�H��

la Nedd4.2 dans cette étape clef du cycle viral semble évidente. Une 

possibilité est que, suite à son recrutement, la Nedd4.2 ubiquityle la PVI (ou 

�G�·�D�X�W�U�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �F�H�O�O�X�O�D�L�U�H�V�� �S�U�p�V�H�Q�W�H�V�� �D�X�� �Q�L�Y�H�D�X�� �G�X�� �V�L�W�H�� �G�H�� �U�X�S�W�X�U�H�� �G�H�V��



Schéma  39  : Le motif  PPxY permet  à �O�·AdV  de limiter  la  présentation  
antigénique  en  contrôlant  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H  
Le motif  PPxY de la protéine  VI  (PVI) de �O�·AdV limite  la dégradation  du  virus  par  
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H et subséquemment  sa présentation  antigénique . En  effet,  le mutant  M1 (pour  
lequel  le motif  PPxY est muté  en PGAA) est dégradé  par  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H alors  que  le virus  
sauvage  ne �O�·�H�V�W pas. Ceci implique  que  la présentation  antigénique  du  virus  mutant  M1 
est plus  efficace  que  celle  du  virus  sauvage . 
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membranes). Cette ubiquitylation pourrait servir de signal pour le 

�U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� ���D�\�D�Q�W�� �G�H�V�� �G�R�P�D�L�Q�H�V�� �8�%�$�� �S�D�U�� �H�[�H�P�S�O�H������

�$�L�Q�V�L���� �O�·�X�E�L�T�X�L�Wylation de protéines 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 être transportées le long  des microtubules.    

2 - �5�{�O�H���G�H���O�D���1�H�G�G���������G�D�Q�V���O�H���F�R�Q�W�U�{�O�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

�'�D�Q�V�� �O�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �G�p�S�O�p�W�p�H�V�� �G�H�� �1�H�G�G���������� �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�� �Q�·�H�V�W�� �S�O�X�V�� �F�D�S�D�E�O�H��

�G�·�L�Q�W�H�U�I�p�U�H�U���D�Y�H�F���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�H�V���D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�����&�H�F�L���G�p�P�R�Q�W�U�H���T�X�H���O�H���P�R�W�L�I��

PPxY et le recrutement de �O�D���1�H�G�G���������M�R�X�H�Q�W���X�Q���U�{�O�H���F�H�Q�W�U�D�O���G�D�Q�V���O�·�p�Y�D�V�L�R�Q���G�H��

�O�·�$�G�9�� �I�D�F�H�� �j�� �O�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �5�p�F�H�P�P�H�Q�W���� �O�H�� �U�{�O�H�� �G�H�� �O�D��

�1�H�G�G���������G�D�Q�V���O�D���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���O�R�U�V���G�·�X�Q���V�W�U�H�V�V���G�X���5�(���D���p�W�p���P�L�V��

en avant. En effet, dans le contexte de cette étude et gr �k�F�H���j�� �O�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H��

siRNA, la Nedd4.2 est décrite comme étant un facteur capable de promouvoir 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Wang et al., 2016) . Dans nos mains, la déplétion de la Nedd4.2 

�D�X�J�P�H�Q�W�H�� �O�H�� �Q�L�Y�H�D�X�� �E�D�V�D�O�� �G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�W�� �L�Q�K�L�E�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q��

�G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �L�Q�G�p�S�H�Q�G�D�P�P�H�Q�W�� �G�H �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �Y�L�U�D�O�H���� �&�H�F�L�� �V�X�J�J�q�U�H�� �T�X�H�� �O�D��

�1�H�G�G���������H�V�W���L�P�S�O�L�T�X�p�H���G�D�Q�V���O�D���U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���S�K�\�V�L�R�O�R�J�L�T�X�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���K�R�U�V��

contexte infectieux. Détourner la Nedd4.2 de son rôle physiologique pourrait 

�r�W�U�H���O�D���I�R�Q�F�W�L�R�Q���P�D�M�H�X�U�H���G�X���P�R�W�L�I���3�3�[�<���G�H���O�D���3�9�,���O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9�����(�Q��

effet, nous pouvons aisément imaginer que le recrutement de la ligase par la 

�3�9�,�� �V�p�T�X�H�V�W�U�H�� �O�D�� �1�H�G�G�������� �T�X�L�� �Q�·�H�V�W�� �D�O�R�U�V�� �S�O�X�V�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�H�U�� �G�H�V��

�S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �L�P�S�O�L�T�X�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q���G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �3�R�X�U�� �O�H�� �P�R�P�H�Q�W���� �O�D��

(ou les) cible (s) de Nedd4.2 dans ce contexte est (ou sont) encore inconnue(s). 

Cependant, plusieurs hypothèses sont envisageables. En effet, nos résultats 

�V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H���O�·�$�G�9�����J�U�k�F�H���j���V�R�Q���P�R�W�L�I���3�3�[�<�����H�W���G�R�Q�F���F�H�U�W�D�L�Q�H�P�H�Q�W���J�U�k�F�H���D�X��

recrutement de Nedd4.2), peu altérer la  �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �P�D�L�V��

aussi le recrutement de la Beclin1 sur les membranes du RE.  

La Beclin1  :  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 Belcin1 

(Platta et al., 2012)  qui est, comme précédemment évoqué, une protéine 

cruciale pour la formation du phagophore (Cao and Klionsky, 2007) . Nos 
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résultats suggèrent que le virus M1 présente une plus forte association aux 

plateformes PI3P que le virus sauvage. De plus, ce résultat coïncide avec un 

enrichissement des membrane s en Beclin1 plus important dans les cellules 

�L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �S�D�U�� �O�·�$�G�9-M1. Il semblerait donc que le virus sauvage altère 

sélectivement la fonction du complexe Beclin1 -PI3K-ATG14 lors des phases 

�G�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V���� �&�H�S�H�Q�G�D�Q�W���� �Q�R�X�V�� �Q�H�� �V�R�P�P�H�V�� �S�D�V�� �H�Q�� �P�H�V�X�U�H�� �G�H�� �O�L�H�U cette 

observation au recrutement de la Nedd4.2. La Nedd4.1 interagit également 

�D�Y�H�F�� �O�H�� �P�R�W�L�I�� �3�3�[�<�� �G�H�� �O�D�� �3�9�,���� �(�Q�� �U�H�Y�D�Q�F�K�H���� �V�D�� �G�p�S�O�p�W�L�R�Q�� �Q�·�D�O�W�q�U�H�� �S�D�V��

�O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�V�L�W�p�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �V�D�X�Y�D�J�H�� ���F�R�Q�W�U�D�L�U�H�P�H�Q�W�� �j�� �O�D�� �1�H�G�G����������Wodrich et al., 

2010) . Il est tout à fait probable que le recrutement de la Nedd4.1 par la PVI 

�G�H�� �O�·�$�G�9�� �V�R�L�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H����

notamment via  �O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �%�H�F�O�L�Q������ �&�H�F�L�� �S�R�X�U�U�D�L�W�� �Q�R�W�D�P�P�H�Q�W��

�H�[�S�O�L�T�X�H�U�� �Q�R�V�� �R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V�� �T�X�D�Q�W�� �j�� �O�·�H�Q�U�L�F�K�L�V�V�H�P�H�Q�W�� �P�H�P�E�U�D�Q�D�L�U�H�� �H�Q��

Beclin1 dans les cellules infectées par le mutant M1. En outre, la Beclin1 est 

une hypothèse attract ive car cette protéine est ciblée par de nombreux virus 

(Schéma 26 , Münz, 2011 ������ �8�Q�H�� �p�W�X�G�H�� �D�� �G�·�D�L�O�O�H�X�U�V�� �P�R�Q�W�U�p�� �T�X�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H��

�(���%�����.�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �L�Q�W�H�U�D�J�L�W���D�Y�H�F�� �O�D�� �%�H�F�O�L�Q����(Piya et al., 2011) . Cette protéine 

�Q�·�H�V�W�� �S�D�V�� �S�U�p�V�H�Q�W�H�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9���� �(�O�O�H�� �Q�H�� �S�H�X�W�� �G�R�Q�F�� �S�D�V�� �r�W�U�H��

�L�P�S�O�L�T�X�p�H�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �O�R�U�V�� �G�H�V�� �S�K�D�V�H�V�� �G�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X��

�Y�L�U�X�V���� �(�Q�� �U�H�Y�D�Q�F�K�H���� �D�S�U�q�V�� �O�·�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�H�V�� �J�q�Q�H�V�� �Y�Lraux, la production 

�G�·�(���%�����.�� �S�D�U�W�L�F�L�S�H�� �j�� �O�·�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �J�U�k�F�H�� �j�� �V�D�� �O�L�D�L�V�R�Q�� �D�Y�H�F�� �O�D��

�%�H�F�O�L�Q�������'�D�Q�V���F�H���F�R�Q�W�H�[�W�H�����O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���H�V�W���I�D�Y�R�U�D�E�O�H���D�X���Y�L�U�X�V��

�S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H�� �S�H�U�P�H�W�� �O�D�� �O�\�V�H�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �H�Q�� �D�F�W�L�Y�D�Q�W�� �O�H�V�� �F�D�V�S�D�V�H�V���� �F�H��

qu i favorise la libération des nouveaux virions (Jiang et al., 2008 , 2011) .    

 

TAX1BP1  : La protéine adaptatrice TAX1BP1 possède deux motifs PPxY 

(Figure 29 ���� �$�X�F�X�Q�� �O�L�H�Q�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�Q�H�O�� �Q�·�H�V�W�� �p�W�D�E�O�L�� �S�R�X�U�� �O�·�L�Q�V�W�D�Q�W�� �D�Y�H�F�� �O�D��

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 

�S�R�X�U�U�D�L�W�� �M�R�X�H�U�� �X�Q�� �U�{�O�H�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W�� �G�D�Q�V�� �O�·�D�G�U�H�V�V�D�J�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �j�� �O�D�� �P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H��

autophagique. Il constitue ainsi un candidat particulièrement intéressant en 



Figure  29  : TAX 1BP1 possède  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.  
 

Figure  30  : Recrutement  des  protéines  adaptatrices  p62  et  NDP52  en  absence  
de Nedd 4.2  
Des cellules  U2OS traitées  avec des siRNA dirigés  contre  la Nedd4.2 ou  des siRNA 
contrôles  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�M�H�W�V positifs  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 après  �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q.  

A B 
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tant que protéine cible d �H�� �O�D�� �1�H�G�G�������� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�R�Q�W�H�[�W�H�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �S�D�U��

�O�·�$�G�9������ 

  

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�� �H�I�I�H�W���� �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H��S. 

Typhimurium dans la cellule , le moteur moléculaire MYO -VI est recruté sur 

�O�H�V���6�&�9���J�U�k�F�H���j���1�'�3���������/�·�X�W�L�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H���F�H�O�O�X�O�H�V���H�[�S�U�L�P�D�Q�W���G�H�V���V�L�5�1�$���G�L�U�L�J�p�V��

contre NDP52 puis transfectées avec des plasmides codant une protéine 

NDP52 mutante (incapable de recruter MYO -�9�,�����D���P�R�Q�W�U�p�����T�X�·�H�Q���O�·�D�E�V�H�Q�F�H���G�X��

recrutement de MYO6 par NDP52, les autophagosomes contenant les 

salmonelles restaient immatures (Verlhac et al., 2015) . Nous avons quantifié 

�O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �D�G�D�S�W�D�W�U�L�F�H�V�� �S������ �H�W�� �1�'�3������ �O�R�U�V�� �G�H�� �O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��

�S�D�U�� �O�·�$�G�9�� �H�Q�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �R�X�� �H�Q�� �D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�D�� �O�L�J�D�V�H�� �1�H�G�G�������� ��Figure 30 ). De 

maniè re intéressante, alors que le recrutement de p62 ne semble pas être 

�D�I�I�H�F�W�p�� �S�D�U�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�D�� �O�L�J�D�V�H���� �F�H�O�X�L�� �G�H�� �1�'�3������ �H�V�W�� �V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�H�P�H�Q�W�� �S�O�X�V��

important Figure 30 ). Il est donc probable que la Nedd4.2 régule le 

�U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���1�'�3�������O�R�U�V���G�H���O�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9�����&�H�W�W�H���K�\�S�R�W�K�q�V�H���H�V�W���G�·�D�X�W�D�Q�W��

�S�O�X�V�� �S�O�D�X�V�L�E�O�H�� �S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H�� �S�H�U�P�H�W�W�U�D�L�W�� �G�H�� �I�D�L�U�H�� �O�H�� �O�L�H�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�D�� �1�H�G�G����������

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���V�p�O�H�F�W�L�Y�H���H�W���O�D���P�D�W�X�U�D�W�L�R�Q���G�H�V���Y�p�V�L�F�X�O�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�V���� 

ULK1 :  Des résultats encore non publiés mais présentés lors de la 

conférence �(�0�%�2�� ���6�H�S�W�H�P�E�U�H�� ������������ �&�K�L�D���� �,�W�D�O�L�H���� �S�D�U�� �O�·�p�T�X�L�S�H�� �G�X�� �'�U�� �)����

Cecconi (Rome, Italie) ont suggéré que ULK1 pouvait être une cible 

�S�R�W�H�Q�W�L�H�O�O�H�� �G�H�� �O�D�� �1�H�G�G���������� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �L�O�� �V�H�P�E�O�H�U�D�L�W���T�X�H�� �O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q�� �G�·�8�/�.����

par Nedd4.2 permette une dégradation de la kinase pa r la voie du 

�S�U�R�W�p�D�V�R�P�H���� �/�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �G�·�8�/�.���� �D�X�U�D�L�W�� �S�R�X�U�� �F�R�Q�V�p�T�X�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�L�P�L�W�H�U��

�O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �3�R�X�U�� �O�H�� �P�R�P�H�Q�W���� �Q�R�X�V�� �Q�·�D�Y�R�Q�V�� �S�D�V�� �U�p�X�V�V�L�� �j��

�G�p�P�R�Q�W�U�H�U���O�H���P�r�P�H���P�p�F�D�Q�L�V�P�H���G�D�Q�V���O�H���F�R�Q�W�H�[�W�H���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9���� 

Le trafic vésiculaire :  on sait  �T�X�H���O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q���G�H���S�U�R�W�p�L�Q�H�V���P�H�P�E�U�D�Q�D�L�U�H�V��

pouvait réguler le trafic vésiculaire (Urbé, 2005) . Il est donc tout à fait 

�S�U�R�E�D�E�O�H�� �T�X�·�D�X�� �W�U�D�Y�H�U�V�� �O�·�X�E�L�T�X�L�W�\�O�D�W�L�R�Q���� �O�D�� �1�H�G�G�������� �S�X�L�V�V�H�� �U�p�J�X�O�H�U�� �O�H�� �W�U�D�I�L�F��

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�·�R�E�V�H�U�Y�H�U���X�Q���F�K�D�Q�J�H�P�H�Q�W���G�H���O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�H�V���Y�p�V�L�F�X�O�H�V����Figure 31 ). En effet, 

dans les cellules contrôle, les vésicules semblent avoir une localisation 

cytoplasmi �T�X�H���R�•���H�O�O�H�V���V�R�Q�W���U�H�J�U�R�X�S�p�H�V���G�·�X�Q���F�{�W�p���G�X���Q�R�\�D�X�����(�Q���U�H�Y�D�Q�F�K�H�����H�Q��

�O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �1�H�G�G���������� �F�H�W�W�H�� �O�R�F�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �H�V�W�� �S�H�U�W�X�U�E�p�H���� �/�H�V�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V��

(endosomes précoces et lysosomes) ont une distribution périnucléaire 

(Figure 31 ) similaire à celle précédemment observée pour les 

�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���� �,�O�� �V�H�P�E�O�H�� �G�R�Q�F�� �T�X�H�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�D�� �O�L�J�D�V�H�� �D�O�W�q�U�H�� �O�D��

localisation des vésicules et donc très 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 

�S�D�U�W�L�H�� �U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H�� �G�X�� �W�U�D�I�L�F�� �G�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V���� �G�p�P�R�Q�W�U�H�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q��

du trafic des autophagosomes altère la formation des a utolysosomes. En 

�H�I�I�H�W���� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �G�\�Q�p�L�Q�H���� �O�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �V�R�Q�W�� �U�H�G�U�L�V�W�U�L�E�X�p�V�� �j�� �O�D��

�S�p�U�L�S�K�p�U�L�H���F�H�O�O�X�O�D�L�U�H���H�W���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V���H�V�W���O�D�U�J�H�P�H�Q�W���G�L�P�L�Q�X�p�H��

(Jahreiss et al., 2008) ���� �,�O�� �H�V�W�� �G�R�Q�F�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �H�Q�Y�L�V�D�J�H�D�E�O�H�� �T�X�·�j�� �W�U�D�Y�H�U�V�� �O�D��

régulation du trafic vésiculaire, la Nedd4.2 contrôle indirectement la 

format �L�R�Q���G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V����Schéma 40 ). 

D- Conclusion générale du chapitre  

Pour résumer, nous avons démontré que la présence du motif PPxY dans la 

�S�U�R�W�p�L�Q�H�� �V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�H�� �3�9�,�� �S�H�U�P�H�W�W�D�L�W�� �j�� �O�·�$�G�9�� �G�·�p�Y�L�W�H�U�� �V�D�� �G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �S�D�U��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� ��Schéma 39 ). Nous avons égaleme �Q�W�� �S�U�R�X�Y�p�� �T�X�·�H�Q�� �O�L�P�L�W�D�Q�W�� �V�D��

�G�p�J�U�D�G�D�W�L�R�Q�� �S�D�U�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �O�·�$�G�9�� �U�H�V�W�U�H�L�Q�W�� �V�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H��

(Schéma 39 ������ �8�Q�H�� �p�W�X�G�H�� �U�p�F�H�Q�W�H�� �� �G�p�P�R�Q�W�U�H�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�F�R�U�S�R�U�D�W�L�R�Q�� �G�·�p�S�L�W�R�S�H�V��

« spécifiques de cancers  » dans la fibre de la capside de vecteurs adénoviraux 

�V�·�Dvérait intéressante pour le développement de vaccins anti -cancer. Cette 

�P�r�P�H���p�W�X�G�H���P�R�Q�W�U�H���T�X�H���O�·�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���U�p�G�X�L�W���G�U�D�V�W�L�T�X�H�P�H�Q�W���O�D��

�S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H�� �G�H�� �O�·�D�Q�W�L�J�q�Q�H�� �L�Q�F�R�U�S�R�U�p�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V��

(Klein et al., 2016) ���� �1�R�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�Q�W���T�X�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�V�W���L�P�S�O�L�T�X�p�H��

�G�D�Q�V�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �D�Q�W�L�J�p�Q�L�T�X�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9���� �'�H�� �S�O�X�V���� �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�p�� �O�H��

�P�X�W�D�Q�W���0���� �F�R�P�P�H���p�W�D�Q�W���X�Q���V�X�E�V�W�U�D�W���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���V�p�O�H�F�Wive (Schéma 39 ) 



Figure  31  : Rab5 et  Lamp 2 sont  relocalisées  dans  les  cellules  dépourvues  de  
Nedd 4.2 
Des cellules  U2OS traitées  avec des siRNA dirigés  contre  la Nedd4.2 ou  des siRNA contrôles  
sont  marqué  pour  (A) le marqueur  endosomal  Rab5 ou  (B) le marqueur  lysosomal  Lamp 2. 
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Schéma  40  : La PVI  interagit  avec  la  Nedd 4.2 pour  �O�·�H�P�S�r�F�K�H�U de réguler  
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H   
La Nedd4.2 semble  être  impliquée  dans  la régulation  de la formation  des autolysosomes . Il  
est possible  que  la Nedd4.2 contrôle  la formation  de ces vésicules  au  travers  
�O�·ubiquitylation  de protéines  impliquées  dans  la régulation  de  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H (telles  que  la 
Belcin 1, TAX1BP1, NDP52 ou  encore  ULK 1). Lors  de �O�·�H�Q�W�U�p�H des AdV, la PVI interagit  avec 
la Nedd4.2 via  son  motif  PPxY. Cette  interaction  semble  être  nécessaire  à la dissociation  
entre  la particule  virale  et �O�·endosome  rompu . De plus,  nous  pensons  que  �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q PVI-
Nedd4.2 est un  moyen  de séquestrer  la ligase  afin  de �O�·�H�P�S�r�F�K�H�U de jouer  son  rôle  
physiologique  dans  la régulation  de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H. Lorsque  PVI recrute  la Nedd4.2, la 
formation  des autolysosomes  est perturbée  et la dégradation  du  virus  par  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H est 
limitée .  
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et qui, par conséquent, pourrait constituer un outil potentiel pour améliorer 

�O�H�V�� �V�W�U�D�W�p�J�L�H�V�� �Y�D�F�F�L�Q�D�O�H�V�� �R�X�� �G�·�D�X�W�U�H�V�� �D�S�S�U�R�F�K�H�V�� �W�K�p�U�D�S�H�X�W�L�T�X�H�V�� �X�W�L�O�L�V�D�Q�W�� �G�H�V��

vecteurs adénoviraux.  

Finalement, nos résultats démontrent que la présence du motif PPxY, dans 

�O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �9�,�� �G�H�� �O�·�$�G�9���� �F�R�Q�V�W�L�W�X�H�� �X�Q�� �G�p�W�H�U�P�L�Q�D�Q�W�� �S�R�X�U�� �O�H�V�� �S�K�D�V�H�V�� �S�U�p�F�R�F�H�V��

du cycle de réplication. Il permet au virus de limiter sa dégradation par 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���J�U�k�F�H���D�X���U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W���G�H���O�D���O�L�J�D�V�H���1�H�G�G�����������(�Q���H�I�I�H�W�����H�Q���D�E�V�H�Q�F�H��

de cette protéine, �O�H�� �Y�L�U�X�V�� �Q�·�H�V�W�� �S�O�X�V�� �F�D�S�D�E�O�H�� �G�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�U�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q��

�G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V���� �1�R�X�V�� �S�H�Q�V�R�Q�V�� �T�X�H�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �3�9�,-Nedd4.2 est en fait un 

�P�R�\�H�Q���S�R�X�U���O�H���Y�L�U�X�V���G�H���V�p�T�X�H�V�W�U�H�U���O�D���O�L�J�D�V�H���S�R�X�U���O�·�H�P�S�r�F�K�H�U���G�H���M�R�X�H�U���V�R�Q���U�{�O�H��

�S�K�\�V�L�R�O�R�J�L�T�X�H�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H��(Schéma 40 ). Le 

�P�p�F�D�Q�L�V�P�H�� �P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H�� �S�D�U�� �O�H�T�X�H�O�� �O�D�� �1�H�G�G�������� �U�p�J�X�O�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �U�H�V�W�H��

encore inconnu. Cependant, il est fort probable que certaines protéines 

�L�P�S�O�L�T�X�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�D�� �U�p�J�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�R�L�H�Q�W�� �X�E�L�T�X�L�W�\�O�p�H�V�� �S�D�U�� �O�D��

ligase afin de les détour �Q�H�U�� �G�H�� �O�H�X�U�V�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q�V�� �F�U�X�F�L�D�O�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�·�L�Q�G�X�F�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���� �3�D�U�P�L�� �O�H�V�� �Q�R�P�E�U�H�X�V�H�V�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�V�� �H�Q�J�D�J�p�H�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�V�� �Y�R�L�H�V�� �G�H��

�V�L�J�Q�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �U�p�J�X�O�D�Q�W�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �F�H�U�W�D�L�Q�H�V�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�H�Q�W�� �G�·�H�[�F�H�O�O�H�Q�W�V��

candidats (Belcin1, TAX1BP1, NDP52, ULK1). Il est également probable que 

�O�D���1�H�G�G���������S�X�L�V�V�H���U�p�J�X�O�H�U���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V���G�H���P�D�Q�L�q�U�H���L�Q�G�L�U�H�F�W�H����

par exemple, en altérant le trafic vésiculaire ( Schéma 40 ).  
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Chapitre 3  �����/�·�$�G�9��exploite  la machinerie 
autophagique �O�R�U�V���G�H�V���S�K�D�V�H�V���S�U�p�F�R�F�H�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q 

 

De manière générale , de nombreuses études mettent en avant le rôle pro -

�Y�L�U�D�O���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���O�R�U�V���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���G�H���Y�L�U�X�V���H�Q�Y�H�O�R�S�S�p�V�����(�Q���U�H�Y�D�Q�F�K�H�����S�H�X��

�G�H�� �G�R�Q�Q�p�H�V�� �V�R�Q�W�� �G�L�V�S�R�Q�L�E�O�H�V�� �F�R�Q�F�H�U�Q�D�Q�W�� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �E�p�Q�p�I�L�T�X�H�� �G�H��

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�R�X�U���O�H�V���Y�L�U�X�V���Q�R�Q���H�Q�Y�H�O�R�Spés. De plus, la plupart de ces études 

propose nt  �T�X�H���O�H�V���Y�L�U�X�V���H�[�S�O�R�L�W�H�Q�W���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���G�X�U�D�Q�W���O�H�V���S�K�D�V�H�V���W�D�U�G�L�Y�H�V���G�H��

leur cycle viral. Une activité pro -�Y�L�U�D�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �G�X�U�D�Q�W�� �O�H�V�� �S�K�D�V�H�V��

précoces des infections virales reste peu documentée et mal car actérisée.  

�/�·�$�G�9�� �H�V�W�� �X�Q�� �Y�L�U�X�V�� �Q�R�Q�� �H�Q�Y�H�O�R�S�S�p�� �T�X�L�� �V�H�P�E�O�H�� �G�p�W�R�X�U�Q�H�U�� �O�D�� �P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H��

autophagique à son profit dès son entrée dans la cellule.  

A- Rôle pro -viral de �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H 

Notre laboratoire a précédemment démontré que �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V��

particules virales a u MTOC nécessitait la ligase Nedd4.2 et le motif PPxY 

(Wodrich et al., 2010) ���� �$�X�M�R�X�U�G�·�K�X�L���� �J�U�k�F�H�� �j ces travaux, nous démontrons 

que le système de conjugaison de LC3 (composé de la protéine ATG5) est 

�p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �L�P�S�O�L�T�X�p�� �G�D�Q�V�� �F�H�W�W�H�� �p�W�D�S�H�� �F�O�H�I�� �G�X�� �F�\�F�O�H�� �Y�L�U�D�O���� �/�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�X��

système de conjugaison dépendant de ATG5 prévient la dissociation des 

particules vira �O�H�V�� �G�H�V�� �H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �U�R�P�S�X�V���� �G�L�P�L�Q�X�H�� �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V��

au MTOC et retarde la libération du génome viral dans le noyau. Une 

�H�[�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �D�W�W�U�D�F�W�L�Y�H�� �S�R�X�U�� �F�H�V�� �R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V�� �V�H�U�D�L�W�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9�� �G�p�W�R�X�U�Q�H�U�D�L�W�� �O�D��

�P�D�F�K�L�Q�H�U�L�H�� �G�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�V�� �G�H�V�� �D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V�� �H�W�� �O�·�X�Wilise pour son propre 

transport. Cependant, les données de microscopie électronique actuelles 

�Y�L�V�D�Q�W�� �j�� �p�W�X�G�L�H�U�� �O�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �Q�·�R�Q�W�� �M�D�P�D�L�V�� �U�p�Y�p�O�p�� �X�Q�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W��

vésiculaire des particules virales  le long des microtubules. De manière 

intéressante, les structures positives pour LC3 associées au mouvement des 

�S�D�U�W�L�F�X�O�H�V���Y�L�U�D�O�H�V���Q�·�R�Q�W���S�D�V���O�·�D�V�S�H�F�W���G�H���Y�p�V�L�F�X�O�H�V���D�X�W�R�S�K�D�J�L�T�X�H�V�����(�Q���H�I�I�H�W�����O�R�U�V��

�G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�H���Y�L�U�X�V���V�D�X�Y�D�J�H�����O�H�V���V�W�U�X�F�W�X�U�H�V���S�R�V�L�W�L�Y�H�V���S�R�X�U���/�&�����V�R�Q�W���G�H��

petite taille et ont une forme ponctifo rme. En outre, avec le virus mutant M1 

�F�H�V�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�V�� �V�R�Q�W�� �S�O�X�V�� �J�U�R�V�V�H�V�� �H�W���R�Q�W�� �X�Q�H�� �I�R�U�P�H�� �G�·�D�Q�Q�H�D�X�� �G�D�Q�V�� �O�H�T�X�H�O�� �H�V�W��



Schéma  41  : Le recrutement  de LC3 permet  à �O�·AdV  de �V�·�p�F�K�D�S�S�H�U de 
�O�·endosome  rompu  et  �G�·�r�W�U�H transporté  vers  le  MTOC .  
�/�·AdV doit  rompre  la membrane  endosomale  (1) afin  �G�·�D�W�W�H�L�Q�G�U�H le cytoplasme  où  il  sera  
transporter  �M�X�V�T�X�·�D�X MTOC grâce aux  moteurs  moléculaires  (2) de type  dynéine . Nous  
pensons  que  la protéine  LC3 peut  stabiliser  �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q capside -moteur  moléculaire  et par  
conséquent  améliorer,  certaines  étapes  du  cycle  viral  de �O�·AdV. En  effet,  en stabilisant  cette  
interaction,  LC3 pourrait  participer,  �G�·�X�Q�H part,  à �O�·�H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q mécanique  de la particule  
virale  de �O�·endosome  rompu  (3) et,  �G�·�D�X�W�U�H part,  au  transport  du  virus  �M�X�V�T�X�·�D�X MTOC  (4).   

1 

2 

3 

4 
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séquestré le virus. Ces structures là sont certainement des autophagosomes 

fonctionnels qui vont devenir des autolysosomes afin de dégrader le  virus 

�V�p�T�X�H�V�W�U�p�� �j�� �O�·�L�Q�W�p�U�L�H�X�U���� �1�R�V�� �R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V�� �Q�H�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W�� �S�D�V�� �G�·�D�I�I�L�U�P�H�U�� �D�Y�H�F��

certitude que le virus sauvage se déplace en association avec un 

�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H���M�X�V�T�X�·�D�X���Q�R�\�D�X���� �&�H�S�H�Q�G�D�Q�W�����L�O���H�V�W���F�O�D�L�U���T�X�H���O�H���Y�L�U�X�V���S�H�X�W���V�H��

mouvoir en association avec des s tructures positives pour LC3 (qui ne sont 

pas systématiquement des autophagosomes mais qui peuvent être des 

phagophores par exemple).  

B- Rôle pro -viral de la protéine LC3  

Un transport des particules virales dans les autophagosomes semble aller à 

�O�·�H�Q�F�R�Q�Wre du dogme établi sur le transport des AdV . Cependant, il est tout à 

fait probable que la protéine  LC3 promeuve le recrutement de moteur (s) 

moléculaire (s) sur la particule virale piégée dans la vésicule rompue. Ainsi, 

�F�H�F�L�� �O�X�L�� �S�H�U�P�H�W�W�U�D�L�W���G�H�� �V�·�p�F�K�D�S�S�H�U�� �j���O�·�H�Q�G�R�V�R�P�H�� �S�H�Q�G�D�Q�W�� �T�X�H�� �O�H�� �U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W��

�G�H�� �1�H�G�G�������� �L�Q�W�H�U�I�q�U�H�U�D�L�W�� �D�Y�H�F�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�X�W�R�O�\�V�R�V�R�P�H�V�� �L�Q�L�W�L�p�H�� �S�D�U�� �O�D��

détection des membranes endommagées ( Schéma 41 ). 

Rôle de LC3 dans le transport des capsides  : �1�R�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �G�·�L�P�D�J�H�U�L�H�� �H�Q��

temps réel suggèrent q ue le virus sauvage peut se mouvoir en association 

avec des structures positives pour LC3, depuis le site de rupture de la 

�P�H�P�E�U�D�Q�H���H�Q�G�R�V�R�P�D�O�H���M�X�V�T�X�·�D�X���0�7�2�&�����'�H���S�O�X�V�����O�D���G�p�S�O�p�W�L�R�Q���G�X���V�\�V�W�q�P�H���G�H��

�F�R�Q�M�X�J�D�L�V�R�Q���G�H���/�&�������V�K�$�7�*�������D�O�W�q�U�H���O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q���G�H�V���S�D�U�W�L�F�X�Oes virales au 

�0�7�2�&���� �,�O�� �H�V�W�� �G�R�Q�F�� �Y�U�D�L�V�H�P�E�O�D�E�O�H�� �T�X�H�� �O�·�$�G�9�� �X�W�L�O�L�V�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �/�&���� �S�R�X�U�� �V�R�Q��

propre transport vers le noyau. Le rôle 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 FYCO1 ( FYVE 

And Coiled -Coil Domain Containing 1, Pankiv et al., 2010 ). La déplétion de 

FYCO1 entraîne une accumulation périnucléaire des autoph agosomes. Ceci 

�U�D�S�S�H�O�O�H���� �G�·�X�Q�H�� �S�D�U�W���� �Q�R�V�� �U�p�V�X�O�W�D�W�V�� �R�E�W�H�Q�X�V�� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �O�D�� �1�H�G�G�������� �H�W��

�V�R�X�O�L�J�Q�H���� �G�·�D�X�W�U�H�� �S�D�U�W���� �O�·�L�P�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�H�W�W�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �W�U�D�I�L�F�� �G�H�V��

vésicules autophagiques (Pankiv and Johansen, 2010; Pankiv et al., 2010) . 
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�/�H�V���D�X�W�H�X�U�V���G�H���F�H�V���p�W�X�G�H�V���V�X�J�J�q�U�H�Q�W���T�X�H���O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���/�&��-FYCO1 permet la 

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 être impliquée dans la stabilisation des complexes 

�P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H�V�� �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �O�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �G�H�� �F�D�U�J�R�V�� ���H�Q�� �O�·�R�F�F�X�U�U�H�Q�F�H���� �L�F�L����

�G�·�D�X�W�R�S�K�D�J�R�V�R�P�H�V������ �/�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9�� �S�H�X�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �L�Q�W�H�U�D�J�L�U�� �D�Y�H�F�� �G�H�V��

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, amé �O�L�R�U�H�U���O�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���G�H�V���F�D�S�V�L�G�H�V���M�X�V�T�X�·�D�X��

MTOC ( Schéma 41 ).  

�5�{�O�H���G�H���/�&�����G�D�Q�V���O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O : Une étude utilisant les AdV de 

�W�\�S�H�� ���� �S�U�R�S�R�V�H�� �T�X�H�� �O�D�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�P�S�K�L�V�R�P�H�V�� �S�R�X�U�U�D�L�W�� �r�W�U�H�� �I�D�Y�R�U�D�E�O�H�� �j��

�O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O���G�H���O�D���S�D�U�W�L�F�X�O�H���Y�L�U�D�O�H��(Zeng and Carlin, 2013) . Les 

auteurs propose nt que la fusion des endosomes (contenant le virus) avec les 

autophagosomes (formés suite à une privation nutritionnelle) permette la 

�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �G�·�D�P�S�K�L�V�R�P�H�V�� �G�H�V�T�X�H�O�V�� �O�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �V�·�p�F�K�D�S�S�H�U�R�Q�W�� �S�O�X�V�� �I�D�F�L�O�H�P�H�Q�W����

Nos résultats confirment que la machinerie autoph agique est impliquée dans 

�O�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �H�Q�� �O�·�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�·�X�Q�H��

autophagie fonctionnelle (shATG5), la dissociation des particules virales des 

endosomes rompus est moins efficace. Si notre hypothèse précédente 

concernant le rôle p �R�W�H�Q�W�L�H�O�� �G�H�� �/�&���� �G�D�Q�V�� �O�D�� �V�W�D�E�L�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��

capside -�P�R�W�H�X�U���P�R�O�p�F�X�O�D�L�U�H���V�·�D�Y�p�U�D�L�W���M�X�V�W�H�����H�O�O�H���S�R�X�U�U�D�L�W���p�J�D�O�H�P�H�Q�W���H�[�S�O�L�T�X�H�U��

�O�·�D�F�W�L�R�Q���E�p�Q�p�I�L�T�X�H���G�H���O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���V�X�U���O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W���H�Q�G�R�V�R�P�D�O���� �(�Q���H�I�I�H�W���� �V�L��

LC3 favorise le transport de la capside sur le s microtubules, nous pouvons 

�L�P�D�J�L�Q�H�U�� �T�X�H�� �F�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �S�H�U�P�H�W�W�H�� �G�·�H�[�W�U�D�L�U�H�� �P�p�F�D�Q�L�T�X�H�P�H�Q�W�� �O�D�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H��

virale de la vésicule rompue ( Schéma 41 ).   

Recrutement de LC3 :  �1�R�V�� �R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V�� �Q�H�� �Q�R�X�V�� �S�H�U�P�H�W�W�H�Q�W�� �S�D�V�� �G�·�D�I�I�L�U�P�H�U��

que la protéine LC3 est recrutée direc �W�H�P�H�Q�W�� �V�X�U�� �O�D�� �F�D�S�V�L�G�H�� �G�H�� �O�·�$�G�9���� �,�O�� �H�V�W 
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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 

�G�D�Q�V�� �O�D�� �E�D�V�H�� �G�H�� �G�R�Q�Q�p�H�V�� �G�X�� �V�L�W�H������ �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �G�·�D�S�U�q�V�� �O�H�� �V�L�W�H iLIR, la protéine 

hexon semble avoir dans sa séquence 9 domaines LIR potentiels, le penton 

base 5 et la fibre 1. De manière 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 

�G�H���O�D���F�D�S�V�L�G�H���G�H���O�·�$�G�9�����(�Q���U�H�Y�D�Q�F�K�H�����L�O���V�H�U�D�L�W���L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W���G�H���Y�p�U�L�I�L�H�U���V�L���S�D�U�P�L��

tous ces «  sites potentiels  �ª���F�H�U�W�D�L�Q�V���V�·�D�Y�q�U�H�U�D�L�H�Q�W���r�W�U�H���G�H���Y�p�U�L�W�D�E�O�H�V���G�R�P�D�L�Q�H�V��

LIR qui pourraient permettre un re crutement direct de LC3 sur la capside. 

�8�Q�� �D�X�W�U�H�� �S�R�L�Q�W�� �T�X�·�L�O�� �V�H�U�D�L�W�� �L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W�� �G�·�p�O�X�F�L�G�H�U�� �F�R�Q�F�H�U�Q�H�� �O�H�� �U�{�O�H�� �G�H�� �O�D��

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 système de 

conjugaison ATG5 -�$�7�*������ �O�R�U�V�� �G�H�V�� �p�W�D�S�H�V�� �G�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�X�� �Y�L�U�X�V�� �O�D�L�V�V�H�� �j�� �S�H�Q�V�H�U��

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 être associé à tous les orthologues 

appartenant à la famille des GABARAP/LC3.  

C- Conclusion générale du chapitre  

Finalement , �Q�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V�� �G�p�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�·�H�Q�� �S�O�X�V�� �G�H�� �V�R�Q�� �U�{�O�H�� �Dntiviral, 

�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H���S�R�X�Y�D�L�W���D�Y�R�L�U���X�Q���U�{�O�H���S�U�R-�Y�L�U�D�O���O�R�U�V���G�H�V���p�W�D�S�H�V���G�·�H�Q�W�U�p�H���G�H���O�·�$�G�9����

Le virus détourne la machinerie autophagique à son profit, notamment pour 

�V�·�p�F�K�D�S�S�H�U�� �G�H�V�� �H�Q�G�R�V�R�P�H�V�� �U�R�P�S�X�V���� �S�X�L�V�� �S�R�X�U�� �U�H�M�R�L�Q�G�U�H�� �O�H�� �0�7�2�&��via  un 

transport sur les microt �X�E�X�O�H�V���� �/�·�$�G�9�� �V�H�P�E�O�H�� �V�H�� �G�p�S�O�D�F�H�U�� �D�V�V�R�F�L�p�� �j�� �G�H�V��

�V�W�U�X�F�W�X�U�H�V�� �S�R�V�L�W�L�Y�H�V�� �S�R�X�U�� �/�&���� �T�X�L�� �Q�·�R�Q�W�� �S�D�V�� �O�·�D�V�S�H�F�W�� �G�H�� �Y�p�V�L�F�X�O�H�V��

autophagiques. De ce fait, nous ne pensons pas que toute la machinerie 

autophagique soit impliquée dans ce phénomène mais que seule la protéine  
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�/�&�������M�R�X�H���X�Q���U�{�O�H���L�P�S�R�U�W�D�Q�W�����(�Q���H�I�I�H�W�����O�·�K�\�S�R�W�K�q�V�H���O�D���S�O�X�V���S�U�R�E�D�E�O�H���H�V�W���T�X�H���O�H��

�U�H�F�U�X�W�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�D�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �/�&���� �S�H�U�P�H�W�W�H�� �G�H�� �V�W�D�E�L�O�L�V�H�U�� �O�·�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�� �H�Q�W�U�H�� �O�D��

capside et les moteurs moléculaires (de type dynéine ou kinésine). Ceci 

�S�H�U�P�H�W�W�U�D�L�W���G�·�X�Q�H���S�D�U�W���G�H���Oibérer le virus de la vésicule rompue ( Schéma 41 ) 

�H�W���G�·�D�X�W�U�H���S�D�U�W���G�H���S�U�R�P�R�X�Y�R�L�U���V�R�Q���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���M�X�V�T�X�·�D�X���0�7�2�&����Schéma 41 ). 
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Conclusion générale  

 

Dans un premier temps, cette étude a permis de montrer que le recrutement 

�G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �V�X�L�W�H�� �j�� �O�D�� �G�p�W�H�F�W�L�R�Q��des dommages membranaires est un 

�P�p�F�D�Q�L�V�P�H�� �G�H�� �G�p�I�H�Q�V�H�� �D�Q�W�L�P�L�F�U�R�E�L�H�Q�� �F�R�Q�V�H�U�Y�p���� �(�Q�� �H�I�I�H�W���� �M�X�V�T�X�·�j�� �S�U�p�V�H�Q�W�� �L�O��

�Q�·�p�W�D�L�W�� �G�p�F�U�L�W�� �T�X�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �F�R�Q�W�H�[�W�H�� �G�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H�V���� �1�R�X�V�� �D�Y�R�Q�V��

�G�p�P�R�Q�W�U�p�� �T�X�·�L�O�� �S�H�U�P�H�W�W�D�L�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �O�X�W�W�H�U�� �F�R�Q�W�U�H�� �O�H�V�� �L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V�� �Y�L�U�D�O�H�V 

(Schéma 42 ).     

Notre travail a également mis en évidence comment la conservation 

�J�p�Q�p�W�L�T�X�H�� �G�·�X�Q�� �S�H�W�L�W�� �P�R�W�L�I���� �S�R�U�W�p�� �S�D�U�� �X�Q�H�� �S�U�R�W�p�L�Q�H�� �G�H�� �F�D�S�V�L�G�H���� �S�H�U�P�H�W�� �D�X�[��

virus de subvertir les mécanismes de défenses intracellulaires lors de leur 

entrées dans les cellu �O�H�V���� �'�D�Q�V���O�H���F�R�Q�W�H�[�W�H���G�H���O�·�$�G�9���� �O�D���S�U�p�V�H�Q�F�H���G�H���F�H���P�R�W�L�I��

induit un contrôle de la réponse autophagique grâce au recrutement de la 

�O�L�J�D�V�H�� �1�H�G�G���������� �&�H�� �F�R�Q�W�U�{�O�H�� �G�H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �D�� �X�Q�H�� �G�R�X�E�O�H�� �I�R�Q�F�W�L�R�Q���� �'�·�X�Q�H��

part, il permet de limiter la dégradation du virus par  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�W��

subséquemment sa présentation antigénique ( Schéma 42 ������ �'�·�D�X�W�U�H�� �S�D�U�W���� �L�O��

�S�H�U�P�H�W�� �G�·�D�F�F�p�O�p�U�H�U�� �O�D�� �O�L�E�p�U�D�W�L�R�Q�� �G�X�� �J�p�Q�R�P�H�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �Q�R�\�D�X�� �G�H�V�� �F�H�O�O�X�O�H�V��

�L�Q�I�H�F�W�p�H�V�� �H�Q�� �S�U�R�P�R�X�Y�D�Q�W�� �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V�� �D�X�� �0�7�2�&��

(Schéma 42 ). Ceci suggère qu �H�� �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H�� �H�[�H�U�F�H�� �X�Q�H�� �D�F�W�L�Y�L�W�p�� �D�Q�W�L-virale 

mais également pro -�Y�L�U�D�O�H���O�R�U�V���G�H���O�D���S�K�D�V�H���S�U�p�F�R�F�H���G�H���O�·�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���S�D�U���O�·�$�G�9�������������� 

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 

�H�W�� �D�O������ �Q�R�Q�� �S�X�E�O�L�p������ �'�H�� �S�O�X�V���� �O�·�D�F�F�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �S�D�U�W�L�F�X�O�H�V�� �Y�L�U�D�O�H�V�� �D�X�[�� �0�7�2�&��

est un mécanisme retrouvé dans divers systèmes viraux (Brandenburg and 

Zhuang, 2007) ���� �'�H�� �F�H�� �I�D�L�W���� �L�O�� �V�H�P�E�O�H�U�D�L�W�� �L�Q�W�p�U�H�V�V�D�Q�W�� �G�·�H�[�D�P�L�Q�H�U�� �V�L�� �O�H��

recrutement de facteurs cellulaires tels que la Nedd4.2 ( via  les motifs PPxY) 

�G�X�U�D�Q�W�� �O�·�H�Q�W�U�p�H�� �G�H�V�� �Y�L�U�X�V�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�H�� �Xne stratégie virale commune pour 

échapper au système immunitaire et pour améliorer le transport des virus, 

ce qui en ferait une excellente cible thérapeutique.  
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Figure  42  : Modèle  proposé  pour  le  contrôle  de  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H durant  les  phases  
�G�·�H�Q�W�U�p�H de �O�·AdV  
�/�·AdV entre  dans  la cellule  par  endocytose  (1). Une  fois  dans  �O�·endosome  la particule  virale  
est partiellement  désassemblée  afin  de relarguer  son  facteur  lytique  PVI qui  va initier  la 
rupture  de �O�·endosome  (2). �/�·�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q de protéines  intraluminales  durant  la rupture  de la  
membrane  endosomale  est détectée  par  les galectines . La machinerie  autophagique  est 
recrutée  sur  �O�·endosome  endommagé  grâce à �O�·�D�[�H Gal8-NDP52 (3). Le recrutement  de la 
Nedd4.2 via  le motif  PPxY de la PVI empêche  la maturation  des autophagosomes  par  un  
mécanisme  encore  inconnu  et facilite  �O�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W endosomal  de la particule  virale  (4). 
�/�·�p�W�D�S�H �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W endosomal  semble  dépendre  de la machinerie  autophagique  
puisque  la déplétion  �G�·�$�7�*5 affecte  la dissociation  du  virus  des vésicules  endomagées  
(positives  pour  le marquage  Gal8 et PVI). Le moteur  moléculaire  dynéine  est requis  pour  le 
transport  du  virus  sur  les microtubules  vers  le MTOC. Ce transport  semble  pouvoir  être  
associé  à la protéine  LC3 (5). Enfin,  la libération  du  génome  de �O�·AdV dans  le noyau  de la 
cellule  a lieu  au  travers  du  complexe  du  pore  nucléaire  (6). �/�·�p�W�D�S�H de libération  du  
génome  est retardée  dans  les cellules  déplétées  �G�·�$�7�*5 confirmant  le rôle  bénéfique  de 
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H lors  de �O�·�H�Q�W�U�p�H des AdV. Si le facteur  lytique  PVI �Q�·�H�V�W pas libéré  pendant  
�O�·endocytose  de la particules  virale,  �O�·endosome  �Q�·�H�V�W pas rompu  et le virus  est dégradé  par  
la voie endocytaire  (mutant  TS1, 6). Si le virus  �Q�·�p�F�K�D�S�S�H pas de façon  efficace  à 
�O�·endosome  rompus  les capsides  sont  dégradées  par  �O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H (mutant  M1, 7). Cette  
dégradation  est limitée  en �O�·�D�E�V�H�Q�F�H �G�·�X�Q�H autophagie  fonctionnelle . Finalement  
�O�·�D�X�W�R�S�K�D�J�L�H a un  double  rôle  durant  les phases  précoce  du  cyle  viral  de �O�·AdV. Dans  un  
premier  temps  elle a un  rôle  antiviral  �S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H permet  la dégradation  des virus  associés  
aux  endosomes  rompus  et dans  un  deuxième  temps  elle a un  rôle  proviral  �S�X�L�V�T�X�·�H�O�O�H 
permet  �O�·�D�P�p�O�L�R�U�D�W�L�R�Q des étapes  �G�·�p�F�K�D�S�S�H�P�H�Q�W endosomal  et de transport  des particules  
virales .      
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Abstract   26 

Cells employ active measures to restrict infection by pathogens, even prior to 27 

responses from the innate and humoral immune defenses. In this context selective 28 

autophagy is activated upon pathogen induced membrane rupture to sequester and 29 

deliver membrane fragments and their pathogen contents for lysosomal degradation. 30 

Adenoviruses, which breach the endosome upon entry, escape this fate by 31 

penetrating into the cytosol prior to autophagosome sequestration of the ruptured 32 

endosome.  We show that a conserved PPxY motif in the viral membrane lytic protein 33 

VI is critical for efficient evasion of autophagic sequestration after endosomal lysis. 34 

Comparing the wildtype with a PPxY-mutant virus we show that adenoviruses exploit 35 

the autophagic machinery for efficient nuclear genome delivery and control 36 

autophagosome formation via the cellular ubiquitin ligase Nedd4.2 resulting in 37 

reduced antigenic presentation. Our data thus demonstrate that a short PPxY-38 

peptide motif in the adenoviral capsid permits multi-layered viral control of autophagic 39 

processes during entry.  40 

 41 

  42 



Author summary  43 

Cells have developed surveillance systems to detect invading pathogens, e.g. 44 

membrane damage caused upon cell entry.  Cells respond to membrane damage by 45 

activating selective autophagy to target pathogens for lysosomal degradation and 46 

pathogen removal. In this manuscript we show that endosome penetrating 47 

adenoviruses also activate an autophagic response upon entry but avoid degradation 48 

by escaping into the cytosol. We show that adenoviruses possess a small virion 49 

encoded PPxY-peptide motif, which they use to divert the autophagic response of the 50 

cell. This motif sequesters the cellular ubiquitin ligase Nedd4.2 resulting in limited 51 

autophagosome formation, which prevents viral degradation and antigenic 52 

presentation and ensures efficient endosomal escape and nuclear transport. 53 

  54 



Introduction  55 

Intracellular pathogens, such as viruses, penetrate the limiting membrane of the cell 56 

to access cellular functions for propagation support. In response, cells try to detect 57 

and eliminate entering viruses through multiple pre-existing defense mechanisms 58 

referred to as restriction factors or intrinsic immunity (1). To establish productive 59 

infections, viruses thus have to divert, limit or control cellular intrinsic immunity. 60 

Adenoviruses (AdV) are amongst the most efficient viruses to enter cells and rapidly 61 

establish lytic infections after nuclear genome delivery. AdV are non-enveloped, 62 

double stranded DNA viruses, which enter cells by receptor-mediated endocytosis 63 

(2,3). Uptake invokes structural changes in the capsid (4), which releases the 64 

membrane lytic internal capsid protein VI (PVI) to breach the endosomal membrane 65 

(5,6). Following membrane rupture, AdVs escape to the cytosol and use microtubule 66 

dependent transport accessing the nucleus via the microtubule organizing center 67 

(MTOC) (7). At the nucleus the capsid binds and disassembles at the nuclear pore 68 

complex followed by genome import into the nucleus (8).  69 

Work employing the hyper stable AdV mutant ts1 (TS1), which fails to release PVI 70 

upon entry, has shown that membrane penetration is an essential step in the 71 

infection process (9,10). A key role in AdV cell entry is played by a highly conserved 72 

PPxY peptide motif (where x can be any amino acid) in PVI, which is exposed upon 73 

PVI release (11). PPxY motifs bind to WW domains commonly found e.g. in the 74 

Nedd4 family of HECT-domain E3 ubiquitin ligases. Mutating the motif to PGAA 75 

removes Nedd4 binding and abolishes PVI ubiquitylation.  More significantly, 76 

although mutation of the PPxY motif does not decrease membrane rupture, for 77 

unknown reasons PVI-mutated viruses (M1) have a strong nuclear transport defect 78 



and fail to localize at the MTOC, resulting in a twenty-fold defect in specific infectivity 79 

compared to WT (11). 80 

Membrane damage, caused by viruses or other pathogens, is perceived as a danger 81 

signal by the cell and recognized through the galectin system. Galectins are beta-82 

galactoside-binding proteins that contain carbohydrate recognition domains, which 83 

sense and mark membrane damage through the abnormal cytosolic exposure of 84 

intra-lumenal glycans (12). Several galectins including Gal3, Gal9 and Gal8 mark 85 

bacteria induced membrane damage although only Gal8 was shown to restrict 86 

bacterial replication (13,14). Galectin positive membrane fragments can be subject to 87 

degradation via autophagy (14,15). This is achieved e.g. through Gal8 mediated 88 

recruitment of the adapter protein NDP52 towards bacteria containing vacuoles. 89 

NDP52 in turn establishes the link to the autophagic machinery for cargo degradation 90 

exemplifying how the initial sensing via galectins leads to an active antimicrobial 91 

response (14,16).  92 

Autophagy, or selective autophagy when the cargo is sequestered via receptors, is 93 

an evolutionary-conserved cytosolic, lysosome-dependent, degradation process (17). 94 

It is activated by several stimuli to serve as a cellular survival pathway to maintain 95 

homeostasis e.g. by providing the cell with nutrients upon starvation. It is initiated 96 

through formation of an isolated membrane structure, the phagophore, via the 97 

concerted action of several factors belonging to the AuTophaGy-related genes (ATG) 98 

(18,19). After initiation the membrane is elongated and forms a double-membrane 99 

vesicular structure, the autophagosome, which closes around the cargo destined for 100 

degradation.  101 

One of the most widely studied autophagy-related protein is the cytosolic protein LC3 102 

(Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3), which becomes lipidated and 103 



incorporated into the elongated membrane upon autophagy induction. The 104 

autophagosome formation and maturation into autolysosomes process is still not fully 105 

understood but may involve LC3 mediated transport from the site of origin towards 106 

the perinuclear region by using a retrograde, microtubule dependent and dynein-107 

dynactin motor complex mediated transport. This active transport facilitates efficient 108 

fusion of closed autophagosomes with perinuclear lysosomes (20�±22).  109 

Selective autophagy is part of the intrinsic immune response to attenuate intracellular 110 

pathogen infections via lysosomal degradation (23). Next to galectins, selective 111 

autophagy involves additional marker molecules such as ubiquitin and further 112 

adapter molecules (24). Bacterial strategies to overcome selective autophagy are 113 

currently ill-defined and subject to intensive research. Moreover it is not clear if the 114 

system also protects against membrane damaging viruses. We recently 115 

demonstrated that Gal3 also marks membrane damage caused by AdV and 116 

observed that AdV traffics in Gal3 positive membranes prior to endosomal escape  117 

(5,25) although a role in selective autophagy was not addressed. Still, several studies 118 

have reported that autophagy can promote or restrict viral infections including AdV 119 

(26�±28). Autophagy also indirectly restricts viral infection by increasing viral peptide 120 

presentation on MHC-II molecules to mount an adaptive immune response as 121 

recently shown for AdV (27) and other viruses (29,30). Accordingly several viruses 122 

have developed efficient strategies to temper with the autophagic machinery (31). 123 

Within this study we use AdV to show that selective autophagy also targets 124 

endosomolytic viruses. Moreover we show that AdV escape from and limit the 125 

autophagic response through a conserved PPxY peptide motif encoded in the 126 

membrane lytic capsid protein VI. We show that this is achieved by restricting the 127 

formation of autolysosomes via a mechanism involving the cellular ubiquitin ligase 128 



Nedd4.2 resulting in reduced antigenic presentation. Furthermore we provide 129 

evidence that AdV hijacks the autophagic response to achieve efficient endosomal 130 

escape and accelerated nuclear transport and genome delivery showing a 131 

multilayered viral control of the autophagic machinery during virus entry.   132 
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 147 



Results  148 

 149 
Microtubules and a conserved PPxY motif in capsid protein VI are required for 150 

AdV efficient endosomal escape.  151 

 152 

We showed that viruses with the PPxY-motif (WT) in capsid protein VI mutated to 153 

PGAA (M1) have reduced viral infectivity and altered nuclear transport (11). To verify 154 

the phenotype we infected cells with WT and M1 adenoviral vector and quantified the 155 

transduction levels at different multiplicities of infection (MOI). The results confirmed 156 

the M1 phenotype in a variety of cell types suggesting a virion-associated 157 

mechanism (Figures 1 A, B, S1). We then asked if the defect was linked to the role of 158 

protein VI in membrane penetration. We infected cells for different times with WT and 159 

M1 and used Gal3 as a marker for AdV induced membrane damage. The results 160 

showed that both viruses efficiently induce Gal3 puncta (Figure 1 C). We quantified 161 

both the number of Gal3 puncta per cell as a measure of membrane rupture and the 162 

colocalization of virus particles with Gal3 as a measure for endosomal escape. We 163 

observed no apparent difference in the kinetics of membrane lysis between WT and 164 

M1 (Figure1 D). In contrast, the M1 colocalized with Gal3 puncta to a much larger 165 

extend than WT (Figure 1 E), suggesting a post-lysis endosomal escape defect. 166 

Previous in vivo imaging of AdV endosomal escape suggested a propelled and 167 

microtubule dependent escape mechanism (5,25) and both dynein and microtubule 168 

transport have been implicated in AdV entry (32,33). To confirm that AdV utilize 169 

dynein to escape from ruptured endosomes we used Ciliobrevin D (CilioD), a 170 

reversible chemical inhibitor of the dynein AAA+ ATPase motor to inhibit dynein 171 

activity during viral transduction (Figure S1).  At non-toxic CilioD concentrations we 172 

observed decreased GFP transgene expression compared to vehicle control treated 173 



cells (Figure S1 B). Time course infection experiments with fluorescently labeled WT 174 

revealed no change in the initial number of Gal3 puncta upon CilioD treatment. 175 

However, Gal3 puncta increased over time (Figure S1 C) and the WT remained 176 

associated with Gal3 (Figure S1 D) in drug-treated cells suggesting involvement of 177 

dynein in virus escape and membrane damage removal but not in the initial lysis. 178 

Sequestration of the WT after CilioD treatment also prevented efficient virus 179 

translocation to the perinuclear area (Figure S1 E) consistent with previous 180 

observations made for the M1 virus (11).  Taken together, these data show that the 181 

PVI PPxY-motif and dynein are critical for efficient escape from ruptured endosomes 182 

and subsequent transport to the nucleus. 183 

 184 

Figure1: AdV endosomal escape is PPxY dependent  185 

HeLa cells (A) or U2OS cells (B) were infected with varying amounts of adenoviral 186 

vector particles expressing GFP (WT in black, M1 in red) and the percentage of GFP 187 

positive cells was determined 24hpi by FACS analysis. (C) U2OS cells expressing 188 

Gal3-mCherry (red signal) were infected with WT or M1 viruses and fixed at 30 189 

minutes post infection and stained for AdV (green signal). Note that colocalization 190 

(yellow signal) indicates membrane rupture. (D) U2OS cells were infected with 191 

fluorescent viruses fixed at different time points and stained for endogenous GAL3. 192 

At indicated time points Gal3 positive signals where quantified. The total number of 193 

Gal3 puncta is indicated. (E). Colocalization between Gal3 and AdV signals was 194 

quantified and is displayed as percentage colocalization of total. **: P<0.005 and 195 

errors bars are standard error. (See also Figure S1). 196 

 197 



Adenovirus induces selective autophagy upon endosomal membrane 198 

penetration  199 

�:�H�� �Q�H�[�W�� �D�V�N�H�G�� �L�I�� �$�G�9�¶�V����similar to invasive bacteria, would activate selective 200 

autophagy upon membrane rupture. To address this question we used three different 201 

�$�G�9�¶�V��all based on genotype HAdV-C5, which share receptor-mediated endocytosis 202 

but differ upon endosomal sorting. Next to WT and M1 we infected cells with the 203 

hyperstable ts1 mutant virus (TS1), which does not release PVI and does not lyse the 204 

endosome upon uptake. We then performed an infection time course (shown in 205 

Figure 2A) and quantified appearance of Gal8 puncta instead of Gal3 to mark 206 

membrane damage (Figures 2B and S2 A). We used Gal8 because of the functional 207 

role of Gal8 in selective autophagy (14). Gal8 puncta formation occurred in WT and 208 

M1 but not TS1 infected cells (Figure 2B). To show that AdV induced membrane 209 

damage activates autophagy we next stained for LC3 and quantified LC3 puncta 210 

reminiscent of autophagosome formation (34). We observed LC3 puncta formation 211 

for WT and M1 but not for TS1 supporting that membrane damage was required to 212 

initiate autophagy (Figure 2 C and D). LC3 puncta formation occurred rapidly within 213 

15-30 min after virus uptake resembling PVI release kinetics (10). We confirmed the 214 

results in a different cell type (Figure S2 B) and by showing the membrane damage-215 

dependent accumulation of phophatidyl-ethanolamin (PE) conjugated LC3-II by 216 

western blot (Figure 2 E).  We then asked if AdV induced autophagy was selective 217 

and mediated by adapter proteins. We repeated the time course experiment and 218 

analyzed recruitment of autophagy adapter p62, NDP52 and optineurin. 219 

Accumulation of p62 and NDP52 puncta was dependent on virus induced membrane 220 

damage (Figure 2F S2C and S2E). In contrast optineurin, was not detected under our 221 

conditions. Co-stain for cellular marker molecules and viruses showed large overlap 222 



in colocalization suggesting functional links (Figures S2 C and E). E.g. several 223 

viruses positive for either p62 or NDP52 also stained for galectins or ubiquitin 224 

respectively suggesting a similar mechanism of recruitment as shown for invasive 225 

bacteria (Figures S2 D and F). 226 

 227 

Figure2: AdV  induced membrane dam age causes selective  autophagy  228 

(A) Schematic representation of the experimental setup for quantitative immune 229 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H�� �D�Q�D�O�\�V�L�V���� �&�H�O�O�V�� �J�U�R�Z�Q�� �R�Q�� �F�R�Y�H�U�V�O�L�S�V�� �Z�H�U�H�� �L�Q�I�H�F�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �Y�L�U�X�V�� �D�W�� �����Û�&��230 

followed by inoculum removal after 30min. Coverslips were collected and fixed at 231 

indicated time points for quantitative immunofluorescene analysis as detailed in SI. 232 

(B). U2OS cells were infected with WT (black line), M1 (red line) or TS1 viruses (gray 233 

line) as outlined in (A). At each time points cells were fixed and stained for Gal8. 234 

Shown is the absolute number of Gal8 puncta per cell. Error bars indicate cell-to-cell 235 

variations (n>10 cells; NS : no significant; * : P<0.05; ** : P<0.01; *** : P<0.005 and 236 

errors bars are standard deviation). (C) Representative confocal images of cells 237 

infected with different AdV showing virus induced autophagy. Conditions are 238 

indicated to the left of each row. Cells were fixed at 30 minutes post infection and 239 

stained with anti-AdV (first column, red signal) and anti-LC3 (first and second 240 

columns, green signal).  (D) Experiment as in (B) stained with anti-LC3 depicting 241 

autophagy induction. (E) Infected U2OS cells were analyzed by western blot at 30 242 

min (T30) and 60 min (T60) post infection using LC3 and GAPDH specific antibodies. 243 

As a positive control cells were treated with 50µM of CQ during 3hours. The ratio of 244 

LC3II/GAPDH normalized to the non-infected condition was determined and is given 245 

below the panel.  (F) Experiment as in (B) stained with anti-p62 (left panel) and anti-246 



NDP52 (right panel) antibodies depicting the absolute number of puncta. (see also 247 

Figure S2) 248 

 249 

 In summary our analysis suggested that PVI release from entering viral particles 250 

caused membrane damage to which the cell responds with selective autophagy. 251 

Interestingly we observed a higher levels and more prolonged accumulation of LC3 252 

puncta for the escape defective mutant M1 vs. WT (Figure 2 D). We hypothesized 253 

that M1 virions maybe degraded by autophagy, which could explain their strongly 254 

reduced infectivity. 255 

 256 

AdV with mutated PPxY motif in capsid protein VI are subject to autophagic 257 

degradation  258 

To determine if M1 viruses are degraded via autophagy we first visualized AdV 259 

association with LC3 in living cells. We infected cells stably expressing LC3-GFP (35) 260 

with Alexa594 fluorophore coupled WT and M1 virions and imaged the cells using 261 

spinning disk confocal microscopy. We observed that within ~15-30 min several cell 262 

associated viruses turned LC3 positive, mostly occurring at the cellular periphery 263 

(Figure 3A, MovieS1). At >1hpi most WT viruses showed no more association with 264 

LC3 and accumulated in the vicinity of the nucleus (Figure 3B and 3C, top). In 265 

contrast, M1 viruses lacked nuclear accumulation and were often found inside large 266 

LC3 positive structures reminiscent of closed autophagosomes (Figure 3B and 3C, 267 

bottom). This difference in dynamic LC3 association between WT and M1 viruses 268 

was confirmed using quantitative time resolved fluorescence analysis (Figure 3D).   269 

 270 

Figure 3: The PPxY-mutant M1 associates with autophagosomes  271 



 (A) Live-cell imaging showing LC3 acquisition of WT upon entry. Stable expressing 272 

U2OS-LC3-GFP cells were infected with Alexa594 coupled WT and imaged using 273 

spinning-disk confocal microscopy. The top two images show individual frames 274 

separated by ~45 seconds from movie S1. The arrow points to an LC3 negative virus 275 

(left panel) becoming LC3-positive (right panel). The bottom panel shows a higher 276 

magnification and frame resolution of the same event. (See also Movie S1). (B) The 277 

panel shows single frames of cells infected as in (A) either with WT (top) or M1 virus 278 

(bottom) at 1 hpi. The arrow at the top panel points to the microtubule organizing 279 

center where WT viruses accumulate (shown at higher magnification to the right). 280 

The arrows at the bottom panel point to autophagosomes engulfing mutant M1 281 

viruses (shown at higher magnification to the right). (C) Representative confocal 282 

images of cells at 1hpi infected with WT (top row) and M1 (bottom row) and stained 283 

for AdV (red signal) and LC3 (green signal). Virus association with LC3 appears as 284 

yellow signal (see detail). (D) Experiment as in (C). The percentage of each AdV 285 

colocalizing with LC3 was quantified over time and is given as percentage of total 286 

virus. Error bars indicate cell to cell variation (n>10 cells ; * : P<0.05; ** : P<0.01). 287 

 288 

To investigate a potential autophagic degradation for the M1 virus we treated cells 289 

with 3-methyladenin (3-MA), which blocks autophagosome formation via the 290 

inhibition of class III PI3K (34). Pretreated and vehicle control cells were transduced 291 

with WT or M1 viral vector expressing GFP and relative transduction levels were 292 

determined using fluorescence activated cell sorting (FACS). 3-MA treatment did not 293 

affect WT virus infectivity but significantly increased M1 virus infectivity (Figure 4A). 294 

In addition we found that the M1 virus located per se more than the WT virus with 295 

Pi3P positive compartments from which autophagosome formation originates (Figure 296 
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