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Résumé 

L’autophagie induite par les glycoprotéines de l’enveloppe du VIH-1 dégrade les 

peroxysomes : rôle dans la mort des lymphocytes T CD4 non infectés. 

Le développement de la phase SIDA (Syndrome de l'ImmunoDéficience Acquise) chez les 

patients infectés par le virus VIH-1 (Virus de l'Immunodéficience Humaine) se caractérise par 

une diminution progressive du nombre de cellules T CD4. Or la majorité des cellules 

constituant cette déplétion sont non-infectées et appelées "bystander". En 2006, notre équipe 

a montré que le contact entre les cellules infectées exprimant les glycoprotéines de 

l’enveloppe (Env) et les cellules non-infectées exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 

déclenche au sein de ces dernières la voie d’autophagie, ce qui mène à une mort cellulaire par 

apoptose. L'autophagie est un processus impliqué dans la dégradation de matériel 

cytoplasmique après sa séquestration au sein de vacuoles dans lesquelles il sera dégradé puis 

recyclé. Ce processus peut être hautement sélectif par l'action de protéines réceptrices tels 

que p62 ou NBR1.  

L’objectif de mon projet de thèse vise à comprendre comment l'autophagie induite par Env 

mène les cellules T CD4 bystander à leur mort par apoptose. Une précédente étude menée 

par notre équipe a démontré que les changements induits par Env au sein de ces cellules T 

CD4 non infectées comprenaient la production d’espèces oxygénées réactives (ROS) menant 

à un état de stress oxydatif. Nous avons utilisé la technique HTRF (Homogeneous Time 

Resolved Fluorescence), pour montrer que le stress oxydatif induit par Env est impliqué dans 

la mort des cellules T CD4 bystander par apoptose. Nous avons également observé que 

l’autophagie doit être dégradative pour mener ces cellules T CD4 à leur mort par apoptose.  

De plus, nous avons observé une dégradation des protéines peroxysomales par l’autophagie 

induite par Env dans le même modèle. Les peroxysomes sont des organelles essentielles de la 

cellule qui sont en partie responsables de la détoxification des ROS dans la cellule. Leur 

nombre est régulé par une dégradation sélective autophagique que l’on appelle la 

pexophagie.  

Dès lors, nous étudions l’hypothèse de l'induction par Env d’une dégradation sélective des 

systèmes antioxydants de la cellule par autophagie dans les cellules T CD4 bystander. Les 

peroxysomes étant des organites responsables de la réponse au stress oxydatif, leur 

dégradation sélective pourrait empêcher la cellule de faire face au stress oxydatif qu’elle subit 

et la mener vers une mort cellulaire par apoptose. En conclusion, nous montrons que 

l’autophagie induite par Env dégrade un système antioxydant important qui est un facteur clé 

nécessaire à la survie des cellules T CD4 bystander pour réduire le stress oxydatif induit par 

Env.  

Mots-clés : Pexophagie, VIH-1, Apoptose, ROS, Env 

Laboratoire : Autophagie et Infections, Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier 

IRIM, UMR9004, 1919 Route de Mende 34293 Cedex 5 Montpellier   
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Abstract 

Autophagy induced by HIV-1 envelope glycoproteins degrades peroxisomes: role in 

apoptosis of uninfected T CD4 lymphocytes. 

The development of AIDS (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome) in HIV-1 (Human 

Immunodeficiency Virus)-infected patients is characterized by a progressive decrease in the 

number of CD4 T cells. The majority of dying cells are non-infected and called bystander CD4 

T cells. In 2006, our team demonstrated that the contact between infected cells (expressing 

the envelope glycoproteins (Env)) and non-infected cells (expressing the CD4 and CXCR4 

receptors) was responsible for enhancing the autophagic pathway which lead to their cellular 

death by apoptosis. The autophagic pathway is involved in the degradation of cytoplasmic 

material after its sequestration into vacuoles wherein it will be degraded and then recycled. 

This process can be highly selective through the involvement of receptor proteins such as p62 

or NBR1.  

We aim at understanding how Env-mediated autophagy can lead to apoptosis in bystander 

CD4 T cells. A precedent work of our team showed that the changes induced by Env in 

bystander CD4 T cells included the production of reactive oxygen species (ROS) leading to an 

oxidative stress state. We used an HTRF technic (Homogeneous Time Resolved Fluorescence) 

to show that the oxidative stress induced by Env is involved in the cellular death by apoptosis 

of bystander CD4 T cells. We also show that the autophagic process involved has to be a 

degradative process to lead these CD4 T cells to their death by apoptosis.  

Moreover, we have observed that Env-mediated autophagy was degrading peroxisomal 

proteins. Peroxisomes are essential organelles in the cell responsible partly for the 

detoxification of ROS in the cell. Their number is regulated through a selective autophagic 

degradation known as pexophagy. 

Therefore, we hypothesized that Env induced a selective degradation by autophagy of the cell 

antioxidant system in bystander CD4 T cells. Since peroxisomes are responsible for regulating 

the cellular response to an oxidative stress state, their selective degradation could prevent 

the cell from overcoming this event and eventually lead to its death by apoptosis. In 

conclusion, we are showing that Env-mediated autophagy degrades important antioxidant 

systems which are a key survival factor necessary to the bystander CD4 T cells to reduce the 

oxidative stress induced by Env.  

 

Key words: Pexophagy, HIV-1, apoptosis, ROS, Env 

Laboratory : Autophagie et Infections, Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier 

IRIM, UMR9004, 1919 Route de Mende 34293 Cedex 5 Montpellier 
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Figure 1 : Découverte, phylogénie et prévalence des sous-types du VIH-1 

A. Couverture du numéro Science dans lequel est paru en 1983 l’article de l‘identification d’un nouveau 

rétrovirus, le virus de l’immunodéficience humaine par F.Barré-Sinoussi et L.Montagnier. B. Phylogénie de 

la diversité génétique du VIH de type 1 et 2 et leurs groupes respectifs. Origine de l’émergence des groupes 

du VIH de type 1 et 2 par transmission d’animaux à l’homme. C. Prévalence de plusieurs soustypes du groupe 

M du VIH de type 1 à travers le globe.  

Source : MOOC Pasteur HIV Science « Types, groups and subtypes and recombinants of HIV in the world » 

par Dr Ahidjo Ayouba 
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1 Introduction 

1.1 Le Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1) 

1.1.A Généralités 

1.1.A.1 Historique 

Au début des années 1980, la population mondiale se trouve confrontée à une nouvelle 

épidémie qui se caractérise par des lymphadénopathies observées chez certains patients (Levy 

et al. 1984). Les communautés scientifiques et médicales identifient rapidement les modes de 

transmission de cette maladie qui se propage par voie sexuelle, intraveineuse, par transfusion 

sanguine ou d’une mère à son enfant. En 1983, l’agent infectieux est identifié dans un 

laboratoire de l’Institut Pasteur de Paris à la suite d’une biopsie de nœuds lymphatiques d’un 

patient affecté par une déficience immunitaire (voir Figure 1A). Un nouveau rétrovirus 

humain, le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) est identifié par Françoise Barré-

Sinoussi et Luc Montagnier qui reçoivent, en 2008, le prix Nobel de physiologie et médecine 

pour leurs travaux (Barre-Sinoussi et al. 1983).  

À ce jour, deux types de rétrovirus de l’immunodéficience humaine, le VIH-1 et le VIH-2, sont 

reconnus comme agents étiologiques du Syndrome de l’Immunodéficience Acquise (SIDA) (M. 

Peeters et al. 1989; Hirsch et al. 1989). Le VIH-2, que l’on retrouve principalement en Afrique 

de l’Ouest, est moins infectieux que le VIH-1, lequel est responsable de la pandémie mondiale. 

L’émergence de ces virus est due à l’adaptation inter-espèces d’un virus de primates (Simian 

Immunodeficiency Virus, SIV) à l’hôte humain (Sharp et Hahn 2011). Des études détaillées ont 

permis de déterminer que cet événement d’adaptation avait eu lieu à plusieurs reprises lors 

de chasses, par des morsures d'un singe infecté, par des écorchures lors du dépeçage de ces 

animaux, ou lors de la consommation de viande de brousse. Les groupes M (Main) et N (Non-

M/Non-O) du VIH-1 trouvent leur origine dans une transmission par un chimpanzé (Pan 

troglodytes troglodytes) à l’humain, tandis que les groupes O (Outlier) et P ont été transmis 

par des gorilles (Gorillas gorillas) (voir Figure 1B) (Gao et al. 1999; Van Heuverswyn et al. 

2006). Le VIH-2, constitué de 8 groupes, provient de transmissions à partir du singe sooty 

mangabey (Cercocebus atys) (Peeters et al., 2014). Le groupe M du VIH-1, présentant la plus 

grande diversité génétique, est originaire de l’Est de la République Démocratique du Congo, 

et il est responsable de la pandémie (Van Heuverswyn et al. 2006). Cette large diversité 

génétique du groupe M du VIH-1 résulte de l’introduction de mutations par l’enzyme 



 

Figure 2 : Statut épidémiologique du VIH-1 

 A. Nombre de personnes vivant avec le VIH dans les différentes régions de l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) B. Nombre de personnes nouvellement infectées par le VIH et nombre de décès causés par le VIH selon 

les années. C. Prévalence des populations clés du nombre de nouveaux cas d’infection relevés par l’OMS en 

2018.  

Source : UNAIDS WHO 2018 analysis  
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transcriptase inverse du virus, la recombinaison possible entre virus lors d’une super-infection 

et les migrations de populations humaines, donnant lieu à une classification des virus en 

plusieurs sous-types (A-D, F-H, J, K) (Vuilleumier et Bonhoeffer 2015; Perrin, Kaiser, et Yerly 

2003). Les différents sous-types sont répartis de façon inéquitable à travers le monde (voir 

Figure 1C). Alors que le sous-type C représente près de la moitié des cas d’infection, c’est le 

sous-type B qui prédomine en Amérique du Nord et Europe de l’Ouest (Hemelaar et al. 2011). 

1.1.A.2 Épidémiologie  

Le VIH est l’agent étiologique du Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise. Depuis le début de 

la pandémie, il a causé plus de 35 millions de victimes en faisant dès lors une principale cause 

de mortalité dans le monde. En 2017, l’Organisation Mondiale de la Santé estimait à 37 

millions le nombre de personnes infectées par le VIH-1 (voir Figure 2A). L’Afrique Sub-

saharienne est la région la plus sévèrement touchée, représentant à elle seule près des deux 

tiers du nombre de cas d’infection avec des conséquences économiques et sociales majeures 

(« WHO | HIV/AIDS » s. d.). Pendant plusieurs années, la seule façon de se prémunir de cette 

maladie sexuellement transmissible a été l’utilisation de préservatifs associée à des 

changements comportementaux et l’éducation des populations. Au fil des années, de 

nombreux progrès ont été réalisés dans la lutte contre le VIH. La prévention par les dépistages 

et les thérapies antirétrovirales combinées (cART) ont permis de réduire notablement la 

morbidité et la mortalité associées à cette maladie (voir Figure 2B). Actuellement les patients 

diagnostiqués et rapidement mis sous traitement ont une charge virale indétectable et 

peuvent vivre aussi longtemps que des personnes non infectées. Cependant, malgré les 

progrès réalisés dans la prise en charge des patients séropositifs, l’épidémie de SIDA continue 

de faire des victimes. La croissance constante du nombre de personnes infectées par le VIH-1 

est principalement due à deux facteurs. D’une part les individus infectés bénéficient d’une 

espérance de vie accrue grâce aux traitements tels que précédemment mentionné et, d’autre 

part, le nombre de nouveaux cas d’infection est toujours en progression dû au manque de 

couverture des méthodes de prévention et au retard de diagnostic. En France, l’un des enjeux 

principaux est de réduire le temps écoulé entre une nouvelle infection et son diagnostic qui 

est actuellement estimé à environ 3 ans. Enfin, les populations infectées à faibles revenus se 

soumettent difficilement aux tests et traitements encore trop couteux. De plus l’observance 

des traitements n’étant pas toujours respectée, des rebonds d’infection peuvent surgir.  
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N'importe quel individu peut être contaminé par le VIH-1, mais les observations 

démographiques de cas d’infection ont permis d’identifier des populations plus sensibles. Le 

programme international de lutte contre le VIH (UNAIDS) estime que près de la moitié des 

nouveaux cas d’infection ont lieu au sein de ces populations à risque qui se déclinent entre les 

hommes homosexuels, les consommateurs de drogues à injection, les travailleurs du sexe et 

leur clientèle et les transgenres (voir Figure 2C). Ainsi en Amérique du Nord et Europe de 

l’Ouest, bien que le nombre annuel de nouveaux cas d’infections soit décroissant, la 

prévalence du virus dans ces populations clés reste très élevée (UNAIDS data 2018).  

Bien que les traitements permettent de contrôler la charge virale chez les patients infectés, ils 

ne permettent pas l’éradication du virus. Les patients sont donc contraints à se soumettre tout 

au long de leur vie à cette thérapie sous peine de voir resurgir le virus. De nombreuses 

comorbidités peuvent apparaitre chez ces patients, comme une inflammation chronique qui 

mène régulièrement à des complications.  De plus, ces patients sous traitement ne sont pas à 

l’abris d’être en situation d’échec virologique. Cette situation se caractérise par une 

augmentation de la charge virale d’un patient malgré son traitement et est due à l’émergence 

de virus comportant plusieurs mutations les rendant résistants aux ART (Clutter et al. 2016; 

Stella-Ascariz et al. 2017). Dès que le virus possède plusieurs mutations de résistance, le 

traitement se complique par l’accès aux drogues et les résistances croisées qui engendrent 

des multirésistances à différentes drogues.  

1.1.A.3 Structure de la particule virale et organisation du génome viral 

Le VIH est un rétrovirus complexe du genre des Lentivirus. La famille des Retroviridae, dont il 

fait partie, comprend des virus enveloppés dont le génome diploïde consiste en deux 

molécules d’ARN simple brin à polarité positive appariées de façon non-covalente par leur 

extrémité 5’. Ces virus sont caractérisés par leur processus réplicatif unique qui implique 

l’action d’une enzyme qui assure la rétrotranscription de l’ARN viral en ADN proviral. C’est cet 

ADN proviral qui sera ensuite intégré dans le génome de l’hôte et que l’on nomme alors 

provirus (Lodish et al. 2000). Le VIH-1 est un virus enveloppé sphérique d’environ 120 nm de 

diamètre. Les deux brins d’ARN y sont retrouvés associés à la nucléocapside (NC), intégrés 

dans une capside protéique (CA) (voir Figure 3A). Cette dernière est localisée au sein d’une 

matrice (MA), elle-même entourée d’une bicouche lipidique dérivée de la membrane 



  

Figure 3 : Représentation de la structure de la particule virale et du génome du VIH-1.   

A. Le diamètre de la particule virale mesure entre 80 et 120 nm. La protéine p24Gag (CA) est l’élément 

constituant la capside conique qui contient deux copies d’ARN simple brin de polarité positive appariées 

correspondant au génome du VIH-1. Le génome viral est associé aux protéines de nucléocapsides p7Gag (NC). 

La capside contient en outre trois enzymes virales : la transcriptase inverse (RT), l’intégrase (IN) et la protéase 

(PR). Une matrice entoure la capside et est constituée de la protéine p17 (MA). Cette matrice assure 

l’incorporation de l’enveloppe virale par son interaction avec la queue cytoplasmique de la glycoprotéine 

gp41Env. La bicouche lipidique dérivée de la membrane cellulaire hôte est parsemée de complexes trimériques 

où les glycoprotéines gp120Env (SU) et gp41Env (TM) interagissent de façon non-covalente. B. Représentation 

schématique du génome ADN du VIH-1. Les LTR (Long Terminal Repeat) encadrent les ORFs du génome viral. 

Trois cadres de lecture du génome du VIH-1 (les ORFs) sont représentés par des rectangles et les protéines 

qu’ils transcrivent. 
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plasmique de l’hôte, au sein de laquelle sont insérés des complexes trimériques de 

glycoprotéines de l’enveloppe (Env).   

Le génome du virus de l’immunodéficience humaine (9.7 kb) comprend les gènes structuraux 

classiques des rétrovirus (gag, pol, env) communs à tous les rétrovirus auxquels s’ajoutent les 

gènes codant pour des protéines régulatrices et auxiliaires du virus (voir Figure  3B). Après leur 

rétrotranscription, les provirus sont flanqués de part et d’autre de séquences identiques 

appelées LTRs (Long Terminal Repeats) qui jouent un rôle essentiel dans l’intégration et la 

régulation transcriptionnelle du génome viral. 

1.1.A.3.a Gènes de structure 

Le gène gag (group-specific antigen) code pour un précurseur polyprotéique Pr55gag dont le 

transcrit est traduit puis clivé en protéines virales de structure. La maturation de ce 

précurseur, permettant la production de différentes protéines de structure, est exécutée par 

la protéase virale. Les différentes protéines résultant de cette maturation sont : 

· La protéine de matrice (MA) p17 : issue de la partie N-terminale du précurseur Pr55gag, 

cette protéine compose la matrice qui entoure la capside et assure l’incorporation des 

protéines d’enveloppe au sein des particules virales.  

· Les protéines p7 et p6 : composent la nucléocapside (NC). Grâce à sa composition riche 

en proline, ce polypeptide assure le repliement de l’ARN génomique au sein de la 

capside en présence de Zn2+. 

· La protéine p24 : protéine hydrophobe qui compose majoritairement la capside (CA) 

des particules virales. Cette protéine a un pouvoir immunogène très puissant étant 

donné la présence d’un grand nombre d’anticorps dirigés contre cette p24 retrouvés 

dans le sérum de patients infectés.  

Le gène pol (polymerase) code pour les protéines virales enzymatiques indispensables à la 

réplication du virus. Parmi celles-ci, la transcriptase inverse, aussi appelée Reverse 

Transcriptase (RT) est une ADN polymérase ADN et ARN-dépendante. Le polypeptide Pol code 

également pour l’intégrase (IN) qui catalyse l’intégration de l’ADN viral au sein du génome de 

l’hôte, ainsi que pour la protéase (PR) nécessaire à la maturation des protéines du virus.  

L’ARNm issu du gène env (enveloppe) est traduit en un précurseur de 160 kDa. Sa maturation 

permet l’obtention des protéines d’enveloppe transmembranaires gp41 (TM) et 
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extracellulaires de surface gp120 (SU). Ces glycoprotéines s’assemblent pour former un 

complexe trimérique stable (Env). Ces protéines TM et SU sont glycosylées au niveau de 

l’appareil de Golgi de l’hôte et permettent d’assurer la reconnaissance du récepteur CD4 et 

des corécepteurs CXCR4 ou CCR5 responsables de l’entrée virale.  

1.1.A.3.b Gènes de régulation et gènes auxiliaires 

En plus des trois gènes principaux, le génome du VIH-1 code pour des protéines régulatrices 

(Tat et Rev) et des protéines auxiliaires (Vif, Vpr, Vpu, Nef et ASP).  

· La protéine Tat (Transactivator of transcription) est un régulateur essentiel de 

l’élongation de la transcription du génome viral car il augmente la processivité de la 

polymérase encourageant donc la production d’ARNm viraux. Lorsqu’elle est 

exprimée, cette protéine s’associe avec la boucle d’ARN viral TAR (Trans-Activating 

Response element) afin d’activer la phosphorylation complexe ARN polymérase II 

associé à certains sites du promoteur au niveau du LTR-5’ du provirus afin de permettre 

au complexe d’assurer l’élongation de la transcription (Romani, Engelbrecht, et 

Glashoff 2010).  

Cette protéine est également efficacement sécrétée pour agir de manière paracrine 

au sein de cellules non infectées et y agir comme toxine virale (Gallo 1999; Rayne et 

al. 2010). En effet, cette protéine peut aisément pénétrer au sein de différents types 

cellulaires et réguler l’expression de certains gènes cellulaires permettant, entre autre, 

de diminuer la réponse immune de l’hôte (Gandhi et al. 2009).  

· La protéine Rev (Regulator of Expression of Viral proteins) a pour rôle d’assurer le 

transport de l’ARN viral non épissé et mono-épissé du noyau de la cellule hôte vers le 

cytoplasme. Ce transport est assuré par la reconnaissance par Rev d’une région RRE 

(Rev Responsive Element) des ARNs viraux d’une part, et des éléments du système 

d’export nucléaire de l’autre (Hidalgo et Swanson 2017). Elle permet donc 

l’accumulation au niveau du cytoplasme des brins d’ARN de ~4kb qui permettent la 

traduction en protéines virales structurales Gag, Pol et Env et d’ARN génomique viral 

de ~9kb qui seront intégrés dans les nouvelles particules virales (Pollard et Malim 

1998).  

· La protéine Vif (Viral Infectivity Factor) est une protéine virale hautement exprimée 

dans le cytoplasme de cellules infectées. Vif est la protéine virale requise pour contrer 
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les facteurs de restriction cellulaires de la famille APOBEC3 (Y. Feng et al. 2014 ; Salter 

et al., 2014). Le facteur de restriction APOBEC3G possède une activité ADN déaminase 

des cytidines qu’il exerce sur l’ADN nouvellement synthétisé lors de la 

rétrotranscription du génome viral. L’action d’APOBEC3G entraîne l’insertion de 

codons stop prématurés ou une modification du ratio de nucléotides qui alerte la 

machinerie de dégradation de l’hôte afin d’éliminer l’ADN viral synthétisé La protéine 

Vif participe à la stratégie d’évasion du virus pour contrer cette défense innée de l’hôte 

car elle est capable de lier directement au facteur APOBEC3G et de recruter des 

enzymes E3 ligases pour favoriser sa dégradation par le protéasome (Marin et al. 2003; 

Sheehy, Gaddis, et Malim 2003; Conticello, Harris, et Neuberger 2003). Enfin, Vif 

contrôle également l’expression d’APOBEC3G par sa capacité à inhiber la traduction 

de l’ARNm d’APOBEC3G. Ces deux mécanismes induits par Vif de dégradation 

protéasomale et d’inhibition de traduction, contribuent donc à diminuer le niveau 

cellulaire d’APOBEC3G et à empêcher son incorporation dans les nouveaux virions 

(Guerrero et al. 2016).  

· La protéine Vpr est une petite protéine virale régulatrice de 14 kDa présente au sein 

des particules virales principalement requise lors des premières étapes du cycle viral 

au sein des cellules nouvellement infectées. Vpr participe à l’import nucléaire du 

complexe de pré-intégration viral (PIC) (Heinzinger et al. 1994; Connor et al. 1995). De 

plus, Vpr influence la rétrotranscription du génome du VIH-1 par son interaction avec 

une enzyme cellulaire de la machinerie de réparation. Vpr participe à l’arrêt du cycle 

cellulaire, la régulation de l’apoptose et la transactivation du LTR du provirus ainsi que 

des gènes de l’hôte (Guenzel et al.,2014). 

Le gène vpr a un paralogue vpx que l’on ne retrouve que dans les lignées HIV-2 et 

SIVmac (SIV macaque), SIVsm (SIV sooty mangabée). Ces deux protéines partagent une 

structure similaire et sont toutes deux capables de lier la facteur cellulaire DCAF1 

(DDB1-Cullin4-associated factor 1) qui est un adaptateur à l’ubiquitine ligase Cul4A et 

peuvent ainsi détourner la machinerie d’ubiquitination afin de dégrader par le 

protéasome des facteurs cellulaires (UNG2) ou de restriction (SAMHD1) (Schröfelbauer 

et al. 2005; Srivastava et al. 2008). C’est le cas pour la protéine Vpx qui en se liant à ce 

complexe ubiquitine ligase assure la dégradation de SAMHD1 (Sterile Alpha Motif 

domain and HD domain-containing protein 1). Sans cette dégradation, le facteur de 
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restriction SAMHD1 bloque la transcription inverse du virus en diminuant la 

disponibilité intracellulaire des dNTP (deoxynucleoside triphosphates) (Lahouassa et 

al. 2012). La protéine Vpx est également capable, par le même procédé d’induction de 

dégradation protéasomale, d’inactiver le complexe cellulaire HUSH (Human Silencing 

Hub) (Chougui et Margottin-Goguet 2019). L’activité du complexe cellulaire HUSH est 

de maintenir un état transcriptionnel réprimé par des modification épigénétiques de 

la chromatine (H3K9me3).  

· La protéine Vpu est une petite protéine transmembranaire de 9 kDa qui peut modifier 

la distribution de protéines membranaires de la cellule hôte. L’une des principales 

fonctions de Vpu est d’induire la dégradation du récepteur CD4 nouvellement 

synthétisé au niveau du RE (Reticulum Endoplasmique) (Willey et al. 1992; Strebel et 

al. 1989). Cette action de Vpu sur le récepteur CD4 vise à diminuer les complexes CD4-

Env qui pourraient être présentés à la surface de la cellule et être reconnus par des 

anticorps qui assurent la réponse ADCC (Antibody Dependent Cell-mediated 

Cytotoxicity) (Veillette et al. 2014; Pham et al. 2014). Une autre fonction de Vpu est 

d’améliorer la libération des nouveaux virions des cellules infectées. En effet, le facteur 

de restriction antiviral de l’hôte BST2 (Bone Marrow Stomal Cell Antigen 2, également 

appelé Tetherin ou CD317) est une protéine transmembranaire capable d’ancrer les 

particules virales nouvellement formées au niveau de la membrane plasmique de 

l’hôte empêchant ainsi leur libération. Vpu lève cette restriction en excluant BST2 des 

virions en cours d’assemblage au niveau de la membrane plasmique (Van Damme et 

al. 2008). (González 2015; Lin Li et al. 2005) 

· La protéine Nef (Negative regulator Factor) est une protéine de 27 kDa qui a pour 

fonction de moduler l’expression de certaines protéines de surface des cellules 

immunitaires infectées. Nef cause une diminution de l’expression des protéines 

cellulaires de surface CD4, CD8, CD28 et du MHC-I et MHC-II (Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité) (Lin Li et al. 2005). L’action sur le CD4 effectuée par Nef concerne 

les récepteurs présents à la surface cellulaire qui vont être endocytés et destinés à une 

dégradation lysosomale. Ainsi Nef permet d’éviter une super-infection et empêche les 

particules virales nouvellement formées d’interagir avec le récepteur CD4 d’une cellule 

déjà infectée (Pereira et DaSilva 2016). Une autre fonction essentielle de Nef est sa 

capacité à contrer les facteurs de restriction SERINC3/5. L’activité antivirale de 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Cycle réplicatif du VIH-1.  

Etape 1 : Attachement, fusion et entrée du virus dans la cellule hôte. En rouge, les protéines virales Env forment 

un trimère de glycoprotéines d’enveloppe virale et sont responsables de cette étape. Etape 2 : Décapsidation 

et transcription inverse du génome viral ARN en ADN. En rouge l’enzyme virale RT (Reverse Transcriptase) est 

responsable de cette étape. Etape 3 : Import nucléaire et intégration de l’ADN viral dans le génome de la cellule 

hôte. En rouge, l’intégrase (IN) enzyme virale responsable de cette étape. Etapes 4 et 5 : Transcription et 

traduction des protéines virales à l’aide de la machinerie cellulaire. En rouge, Tat est le transactivateur viral de 

la transcription des gènes viraux. Rev est responsable de l’export nucléaire des transcrits viraux non épissés qui 

serviront de génome aux nouvelles particules virales, et des transcrits mono-épissés qui codent pour les 

protéines de structure Gag, Pol et Env. Etape 6 et 7 : Clivage des précurseurs et assemblage du nouveau virion. 

Etape 8 : Bourgeonnement à la membrane et maturation puis libération de la nouvelle particule virale 

infectieuse. 
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SERINC3/5 est basée sur leur incorporation dans les particules virales. Or, Nef empêche 

ces facteurs de se retrouver au niveau des sites d’assemblage du VIH-1 à la membrane 

plasmique afin de prévenir leur incorporation dans les virus naissants (Usami, Wu, et 

Göttlinger 2015; Rosa et al. 2015).  

· La protéine ASP (AntiSense Protein) : Il a également été démontré que le génome du 

VIH-1 pouvait être transcrit à partir du LTR-3’ en antisens donnant lieu à l’expression 

d’une protéine ASP dans différent types cellulaires. L’expression de cette protéine a 

été décrite pour l’induction d’autophagie mais sa fonction reste encore à déterminer  

(Torresilla et al. 2013). 

1.1.A.4 Réplication virale 

Le cycle réplicatif du VIH-1 se décline en deux grandes phases (voir Figure 4) :  

- La phase précoce, composée de l’entrée, la rétrotranscription du génome ARN en ADN 

et l’intégration du génome viral dans le génome de l’hôte. Une fois intégré, le provirus 

peut rester dormant dans certains types cellulaires et nécessite une activation pour 

exprimer ses gènes et produire des particules virales. 

- La phase tardive, composée de la transcription du génome viral, la production de l’ARN 

génomique et des protéines virales et l’assemblage des particules virales 

néosynthétisées. 

La durée moyenne d’un cycle réplicatif complet du VIH-1 dans les cellules hôte est estimée à 

48 h (Holmes, Zhang, et Bieniasz 2015). La cinétique des étapes de la phase précoce du cycle 

réplicatif est raisonnablement bien appréciée et dure entre 1 et 3 h pour l’entrée, 6 à 48 h 

pour la transcription inverse et l’intégration enchaine ensuite durant 5 h. Les étapes de la 

phase tardive dépendent de la production des ARNm viraux (~11-14 h), la capacité des 

protéines virale à contrer les facteurs de restriction de la cellule hôte et l’assemblage des 

protéines en particules virales (~6 h).  

1.1.A.4.a Entrée virale 

L’infection par le VIH-1 commence par l’attachement du virus à sa cellule cible au moyen du 

complexe de protéines de l’enveloppe (Env). Env se lie au récepteur CD4 de la cellule cible 

grâce à la sous-unité virale gp120 (voir Figure 5). La liaison du CD4 à la gp120 cause un 

réarrangement structural qui lui permet alors d’interagir avec le corécepteur (CCR5 ou CXCR4 



 

 

  

Figure 5 : Entrée du VIH-1 

La gp120 interagit avec le récepteur CD4. Cette interaction déclenche un changement conformationnel 

de la gp120 qui peut ensuite reconnaitre et lier le corécepteur CCR5 ou CXCR4. Cette interaction induit 

ensuite un réarrangement structural de la gp41 et l’insertion de son peptide N-terminal de fusion dans 

la membrane de la cellule cible. Ceci a pour conséquence la fusion des membranes virales et cellulaires.  
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majoritairement). La liaison de gp120 au corécepteur induit un nouveau changement de 

conformation conduisant à l’exposition du domaine hydrophobe du peptide de fusion de la 

sous-unité virale gp41. Cette dernière s’insère dans la membrane cellulaire cible et entraîne 

le rapprochement et la fusion des membranes virales et cellulaires, permettant à la capside 

virale d’être libérée dans le cytoplasme de la cellule cible (Blumenthal, Durell, et Viard 2012; 

Wilen, Tilton, et Doms 2012).  

On distingue les virus à tropisme R5, qui infectent les cellules cibles via le récepteur CD4 et le 

corécepteur CCR5 et sont caractéristiques de la primo-infection. Les virus à tropisme X4, 

nécessitant le récepteur CD4 et le corécepteur CXCR4, émergent au cours de l’évolution de la 

maladie et sont associés à une forte diminution des cellules T CD4 impliquant ainsi une 

progression rapide vers la phase SIDA (Penn et al. 1999).  

Les cellules cibles du virus sont définies par l’expression du récepteur CD4 et un des 

corécepteurs CXCR4 ou CCR5, majoritairement. Plusieurs types cellulaires sont dès lors 

concernés par cette infection. In vivo, les cibles majeures de l’infection sont les LT CD4 

(Lymphocyte T CD4). Cependant, tous les sous-types de LT CD4 ne sont pas égaux face à ce 

risque d’infection. Les LT CD4 activés ou les LT helpers de type 17 (Th17) sont hautement 

sensibles à cette infection (Burgener, McGowan, et Klatt 2015).  Il a récemment été proposé 

que l’activité métabolique basale de la cellule cible était déterminante pour sa permissivité à 

l’infection (Valle-Casuso et al. 2019).   

Les cellules de la lignée myéloïde, tels que les monocytes, les macrophages, les cellules 

dendritiques (DCs) et certaines cellules du système nerveux, comme les cellules de la microglie 

ou les neurones, sont également des cibles de l’infection par le VIH-1. Certaines de ces cellules 

possèdent une longue durée de vie et sont donc considérées comme des réservoirs pour le 

VIH-1  (Mzingwane et Tiemessen 2017). Les DCs sont les premières cellules rencontrées par le 

virus. Elles ont la capacité de le fixer à l’aide de molécules de surface telles que DC-SIGN et de 

le transmettre aux LT CD4 lorsqu’elles migrent vers les organes lymphoïdes secondaires 

(Ahmed et al. 2015; Vidya Vijayan et al. 2017). 

1.1.A.4.b Transcription Inverse 

Suite à la fusion des membranes virales et cellulaires, la capside virale entre dans le 

cytoplasme de la cellule. Au sein de la matrice formée par le polymère de capsides virales, 
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l’enzyme Reverse Transcriptase (RT) dirige la synthèse d’ADN double brin à partir d’un modèle 

d’ARN génomique viral simple brin ou de modèle ADN en tirant profit des nucléotides 

cellulaires. Cette enzyme ADN polymérase ARN/ADN dépendante assure la dégradation du 

brin d’ARN génomique viral de façon simultanée grâce à une activité RNAseH (Hu et Hughes 

2012). De plus, la RT ne possédant pas d’activité de correction des erreurs (proof-reading), elle 

génère de nombreuses mutations qui sont insérées dans le génome viral lors de cette étape. 

Ceci explique en partie la diversité génétique observée chez les virus. Il a également été 

montré que cela pouvait permettre au virus d’échapper à la réponse immune mise en place 

par l’hôte et de développer des résistances contre les drogues utilisées dans les thérapies 

(Abram et al. 2014).  

1.1.A.4.c Import Nucléaire et Intégration 

Après l’étape de rétrotranscription, l’ADN double brin viral est associé à d’autres protéines 

virales (IN, MA, Vpr) et cellulaires formant le complexe pré-intégration (PIC). Le PIC est 

transporté vers le noyau cellulaire via le réseau de microtubules. Pour atteindre son objectif, 

il passe au travers des pores nucléaires (NPC) (Hu et Hughes 2012; Rankovic et al. 2017; Arhel 

2010). En effet, ces NPC forment un canal aqueux permettant la diffusion passive de protéines 

inférieures à 50 kDa et le transport actif des protéines de plus grande taille. La composition 

du PIC du VIH-1 lui permet de traverser l’un de ces pores nucléaires pour atteindre le noyau 

cellulaire (Piller et Jans 2003). L’ADN viral, une fois dans le noyau, sera intégré au génome de 

l’hôte par l’action de l’enzyme virale Intégrase (IN). Les sites préférentiels d’intégration du 

provirus sont des régions transcriptionnellement actives (Craigie et Bushman 2012). 

1.1.A.4.d Transcription 

Les phases tardives du cycle réplicatif débutent après l’intégration du provirus. La 

transcription des gènes rétroviraux est réalisée par l’ARN polymérase II cellulaire, assurant la 

production des ARN messagers viraux et du génome viral. L’initiation de la transcription du 

génome du VIH-1 est contrôlée par le 5’-LTR composé d’une région promotrice, d’éléments 

d’activation de la transcription et d’éléments de régulation négative ou modulateurs. Lorsque 

la transcription débute, elle marque un arrêt au niveau du 59ème nucléotide ARN pour former 

la région TAR qui est reconnu par le transactivateur viral Tat afin d’activer l’élongation de la 

transcription du génome viral. La protéine virale Tat agit avec les complexes cellulaires P-TEFb, 
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Cycline 1 et CDK9 pour favoriser l’élongation de la transcription en phosphorylant le domaine 

C-terminal de l’ARN polymérase II. Les ARN viraux résultants de cette transcription sont 

épissés de façon double ou simple produisant les protéines virales Tat, Rev et Nef ou Vpr, Vpu, 

Vif et Env respectivement. Les ARNm viraux qui ne sont pas épissés vont soit être traduits en 

protéines virales Gag et Pol ou être empaquetés dans les virions en tant que génome 

infectieux (Mahiet et Swanson 2016).  

Dans certains cas, alors que le provirus est intégré au génome de la cellule hôte, la 

transcription du 5’-LTR peut être inactivée. Cet état de transcription inactive du génome viral 

intégré constitue alors un état de latence du virus. Plusieurs facteurs peuvent influencer cette 

entrée en latence virale tels que l’état chromatinien du site d’intégration, la localisation sub-

nucléaire du provirus, l’absence de facteurs de transcription cellulaires inductibles (NF-κB, 

NFAT), la présence de facteurs répresseurs de transcription (CTIP-2, DSIF, NELF, TRIM), l’état 

chromatinien du promoteur du 5’LTR, la présence de marques épigénétiques répressives au 

niveau du promoteur 5’LTR, la séquestration du facteur cellulaire d’élongation de 

transcription P-TEFb ou enfin une concentration sub-optimale du transactivateur viral Tat (Van 

Lint, Bouchat, et Marcello 2013). Les cellules infectées par un virus en état de latence 

constituent un réservoir qui est difficilement identifiable et n’est pas sensible aux thérapies 

actuellement proposées.  

1.1.A.4.e Assemblage et Maturation 

La protéine virale Rev, située au sein du noyau de la cellule hôte, facilite l’export des transcrits 

simplement ou non épissés comportant une séquence d’élément de réponse à Rev (RRE). La 

traduction des transcrits non épissés produit une poly-protéine Gag de 55 kDa qui constitue 

un précurseur composé de 4 domaines : le coté N-terminal constitue la matrice (MA), suivi de 

la capside (CA), la nucléocapside (NC) et le domaine p6 en C-terminal. Le domaine MA assure 

l’acheminement du précurseur Pr55gag du cytoplasme vers la membrane plasmique, qui est 

le lieu d’assemblage des particules virales. Le domaine central CA permet sa multimérisation 

par des interactions entre protéines pour la création d’une particule sphérique immature. Le 

domaine NC basique capture deux copies d’ARN virale génomique lors de cet assemblage. Le 

virion bourgeonne et obtient alors sa double membrane lipidique. Les protéines Env qui sont 

transmembranaires et glycosylées sont acheminées à la membrane par la machinerie 

cellulaire. Comme ce sont des protéines membranaires, elles font l’objet d’une insertion dans 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Evolution de la charge virale et du nombre de lymphocytes T CD4 au cours de l’infection par le 

VIH-1 chez des patients non traités. 

Evolution caractéristique du nombre de lymphocytes T CD4+ (ligne bleu) et de la charge virale (ligne rouge) 

au cours des trois stades de l’infection par le VIH-1 : primo-infection, latence clinique et phase SIDA.  

Source : Naïf et al. 2013 
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la membrane du réticulum endoplasmique (RE) et traversent le système cellulaire de sécrétion 

où elles sont glycosylées et assemblées en un complexe trimérique puis délivrées à la 

membrane plasmique par transport vésiculaire. La particule virale est libérée de la cellule hôte 

par l’intervention de la machinerie cellulaire de régulation des vésicules endosomales ESCRT. 

C’est cette machinerie qui facilite la fission des membranes et libère la nouvelle particule virale 

(Gomez et Hope 2005; Sundquist et Kräusslich 2012; Bell et Lever 2013). La dernière étape de 

maturation des virions est réalisée par un clivage auto-catalytique qui libère la protéase virale 

(PR) sous sa forme active. Cette protéase reconnait alors les sites spécifiques de Gag et 

procède à leur clivage dans un ordre précis pour permettre la stabilisation et la condensation 

des structures de la particule virale. 

1.1.B Physiopathologie 

L’infection par le VIH-1 a pour principale conséquence l’affaiblissement du système 

immunitaire par la destruction des LT CD4. En l’absence de traitement, l’évolution clinique de 

l’infection se manifeste par trois stades (voir Figure 6) : 

· L’infection débute sans symptômes spécifiques, assimilables à ceux d’une grippe : on 

parle de primo-infection ou phase aigüe. Elle se caractérise par une chute rapide du 

nombre de LT CD4 et dure de 3 à 6 semaines. Le virus, quant à lui, se multiple de façon 

exponentielle au sein de l’organisme et colonise les organes lymphoïdes. On peut alors 

mesurer un pic d’ARN viral plasmatique de 106 à 107 copies/mL de plasma. Ce sont, dès 

ces premières semaines, que les réservoirs viraux sont établis et que la réponse 

immunitaire de l’hôte se met en place. Ainsi, les lymphocytes T CD8 cytotoxiques 

permettent de faire décroitre la charge virale. On parle de séroconversion et la virémie 

résulte de l’équilibre entre une réplication virale à bas bruit, mais continue, et une 

prise en charge par le système immunitaire.  

· La deuxième phase est la phase dite de latence clinique. On observe une charge virale 

généralement basse voire indétectable et aucun symptôme n’est observable. 

Cependant, la diminution des LT CD4 se poursuit. La durée de cette phase est variable 

selon les individus. Ainsi, on distingue les patients affectés par une progression rapide 

de la maladie (moins de 3 ans), standard (8 à 15 ans), voire lente (plus de 10 ans).  
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· La phase SIDA débute lorsque le taux de LT CD4 atteint le seuil critique de 200 

cellules/mm³ sang. Le système immunitaire de l’hôte ne peut alors plus contrôler 

l’infection et laisse place à une intensification de la réplication virale. De plus, des 

agents pathogènes dits « opportunistes » profitent de l’affaiblissement du système 

immunitaire et les patients succombent alors à ces infections secondaires (Naif 2013).  

L’évolution clinique de la maladie a favorablement évolué depuis l’apparition des thérapies 

antirétrovirales. En effet, munis d’un traitement approprié, les patients ont aujourd’hui une 

espérance de vie identique à celle d’un patient non infecté et la maladie est maintenant 

considérée comme une maladie chronique.  

1.1.B.1 Transmission 

Le VIH-1 peut se transmettre par le contact étroit et non protégé avec certains liquides 

biologiques d’une personne infectée à savoir le sang, le lait maternel ou le sperme et les 

sécrétions vaginales. Le risque de transmission à un tiers existe dès le stade précoce de 

l’infection et persiste toute la vie du porteur du virus. La transmission peut avoir lieu entre la 

mère et l’enfant au cours d’une grossesse, pendant l’accouchement ou lors de l’allaitement. 

Le risque de transmission en cas de transfusion sanguine est extrêmement faible en France 

grâce à la sélection des donneurs et à la recherche des anticorps et du virus dans les dons de 

sang. Les protocoles en vigueur rendent le risque de transmission par des professionnels de 

santé extrêmement faible. Un risque important de contact avec du sang contaminé persiste 

lors du partage de matériel d’injection pour les utilisateurs de drogues.  

Le risque de transmission devient cependant très faible si la charge virale est bien contrôlée. 

Ainsi, de nos jours, les patients traités présentant une observance correcte de leur traitement, 

ne transmettent plus le virus.  

1.1.B.2 Déplétion des lymphocytes T CD4 

De nombreux travaux ont montré que la mort cellulaire par apoptose est la voie majeure de 

disparition des LT CD4 au cours de l’infection par le VIH-1 (Alimonti 2003). Cependant, ce 

mécanisme n’est pas unique et d’autres types de mort cellulaire ont aussi été décrits dans la 

mort des cellules T CD4 au cours de l’infection, tels que la nécroptose (Pan et al. 2014) et la 

pyroptose  (Doitsh et al. 2014). La pyroptose, caractérisée par l’activation de la caspase 1 et la 

libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β et IL-18), serait déclenchée par des 
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intermédiaires ADN, issus d’une rétrotranscription avortée du génome viral, reconnus par des 

senseurs de l’immunité innée dans les LT CD4 (Doitsh et al. 2014).  

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée qui implique une série 

d’événements tels que des changements morphologiques, des changements de composition 

membranaire, d’attachement, une condensation de la chromatine et une fragmentation 

d’ADN qui conduisent à une fragmentation nucléaire. Le processus dépend de voies de 

signalisation faisant intervenir des enzymes appelées « caspases » qui vont cliver des substrats 

cellulaires conduisant à la mort de la cellule. L’importante déplétion de LT CD4 observée au 

cours de l’infection par le VIH-1 est due à la fois à l’activation chronique du système 

immunitaire et aux effets cytopathiques du virus (Lackner, Lederman, et Rodriguez 2012; 

Varbanov, Espert, et Biard-Piechaczyk 2006). 

· Rôle de l’activation chronique du système immunitaire dans l’apoptose des LT CD4 

Au sein du système immunitaire, les LT CD4 sont des acteurs essentiels de l’immunité 

adaptative cellulaire et humorale contre les infections. Ce sont eux qui participent, par leur 

activation en cellules T helper, à la stimulation et différenciation des lymphocytes T CD8 

(réponse cytotoxique) ou des lymphocytes B, macrophages ou autres effecteurs de 

l’immunité. Le nombre de ces LT CD4 est régulé par un équilibre entre leur état d’activation 

(cellules à courte durée de vie) et leur état naïf ou différencié en cellule mémoire (à longue 

durée de vie) (Crotty 2015; Castellino et Germain 2006). Lors d’une primo-infection par le VIH-

1, ces mécanismes sont largement perturbés et conduisent, dans un premier temps, à une 

déplétion massive des LT CD4, suivie, dans un deuxième temps, par une phase chronique 

d’activation immunitaire qui provoque un épuisement du système immunitaire, contribuant 

ainsi à la diminution du nombre de ces cellules. Pour faire face à cette perte, l’organisme qui 

vise à maintenir le nombre de LT CD4 constant, répond rapidement en remplaçant les cellules 

par activation du système immunitaire. Le virus induit donc, par cette activation du système 

immunitaire, la production de ses cellules cibles favorisant ainsi sa réplication. 

Au niveau du tractus gastro-intestinal (TGI) les LT CD4 helper 17 (Th17) représentent une 

population importante pour l’homéostasie intestinale et pour le maintien de la barrière 

épithéliale du TGI (Van Wijk et Cheroutre 2010). Ces cellules disparaissent largement au cours 

des premières semaines de l’infection par le VIH-1, soit directement par l’effet cytolytique des 
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protéines virales, soit indirectement par élimination par le système immunitaire de cellules 

infectées (Février, Dorgham, et Rebollo 2011). On observe, au niveau du TGI, une 

augmentation de la perméabilité du tractus gastro-intestinal qui permet la translocation de 

facteurs microbiens immunostimulateurs (Brenchley et al. 2006). La perturbation des 

fonctions du TGI, la déplétion des Th17,  la translocation de facteurs microbiens accompagnés 

de l’inflammation chronique ajoutés aux conséquences délétères du cycle réplicatif viral, 

contribuent à la disparition des cellules T CD4 et aux dysfonctionnements d’autres types 

cellulaires (Hofer et Speck 2009).  

Un des mécanismes pouvant aussi rendre compte de la diminution du nombre de LT CD4 est 

la haute fréquence de remplacement de ces cellules au cours de l’infection par le VIH-1 

(Sodora et Silvestri 2008). L’activation chronique du système immunitaire provoquée par 

l’infection provoque une augmentation du niveau de production de plusieurs cytokines pro-

inflammatoires circulantes (IFN type I, IL-6, TGFβ, IL-8, IL-1α, IL-1β, MIP-1α, MIP-1β et RANTES) 

(Appay et Sauce 2008). Ces molécules conduisent à une augmentation exacerbée des 

mécanismes physiologiques de contrôle de la réponse immunitaire qui se résout par la mort 

des LT CD4 activés par un processus appelé AICD (Activation Induced T Cell Death). Dans le 

contexte de l’infection par le VIH-1, l’activation chronique du système immunitaire conduit à 

une augmentation de ce processus d’AICD qui participe, par conséquent, à la disparition des 

LT CD4 (Février, Dorgham, et Rebollo 2011). 

 

· Déterminants viraux impliqués dans l’apoptose des LT CD4 

La réplication du VIH-1 est massive dans les LT CD4 activés. De ce fait, la membrane plasmique 

de ces cellules peut être altérée lors du bourgeonnement viral. De plus, l’accumulation de 

l’ADN viral non intégré et des dimères d’ARN viraux peut aussi provoquer l’apoptose des LT 

CD4 infectés. 

Certaines protéines virales exercent un effet pro-apoptotique. En particulier, Env est un 

déterminant majeur dans la mort des cellules T CD4 au cours de l’infection par le VIH-1.  
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- Tat a été montré comme pouvant activer la caspase 8. De plus, Tat peut aussi induire 

l’apoptose en dérégulant la production de cytokines comme le TGF, le TNF-α et l’IL2  

(Li-Weber, Frank, et Krammeri 1994). 

- Vpr est connue pour exercer un double rôle sur l’apoptose en fonction de sa 

concentration cellulaire : à faible concentration, elle a un rôle anti-apoptotique (Zhu 

et al., 2003), alors qu’à forte concentration, elle est responsable de l’inactivation du 

facteur de transcription NF-kB (Ayyavoo et al. 1997) ainsi que de l’activation des 

caspases 3 et 9 (Muthumani et al. 2002). Vpr aurait donc un rôle protecteur de la 

cellule infectée dans les phases précoces de l’infection et augmenterait l’apoptose 

dans les phases tardives. 

- Nef induit l’expression de Fas et FasL, molécules responsables de l’initiation de la 

réponse apoptotique extrinsèque, à la surface des cellules T CD4 infectées (X.-N. Xu et 

al. 1999; Zauli et al. 1999). 

- Vpu augmente, comme Nef, la sensibilité de la cellule à l’apoptose induite par Fas/FasL 

car elle a la capacité de former des canaux dans les membranes induisant ainsi une 

modification de la perméabilité membranaire (Casella, Rapaport, et Finkel 1999; 

Schubert et al. 1996; Ewart et al. 1996). 

- PR : La protéase virale peut activer la caspase 8 en clivant directement la pro-caspase-

8 dans le cytoplasme des cellules infectées, activant ainsi directement le mécanisme 

d’apoptose (Nie et al. 2002). 

- Env : Les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 ont été impliquées de nombreuses 

manières dans la mort cellulaire par apoptose au cours de l’infection par le VIH-1. Par 

exemple, la gp120 soluble circulante chez les patients infectés est capable d’induire 

notamment l’apoptose des cellules du système nerveux central (Y. Xu et al. 2004). 

L’activité fusogénique de la gp41, permettant la formation de syncytia, cellules géantes 

multinuclées, est également impliquée dans l’apoptose des LT CD4 puisque cette 

fusion déclenche une cascade de signalisation aboutissant à la phosphorylation de p53 

via la MAPK p38 et mTOR (mammalian Target Of Rapamycin). On observe alors 

l’activation de Bax et la perméabilisation de la membrane mitochondriale, ce qui 

conduit à l’apoptose (Perfettini, Roumier, et Kroemer 2005).  

De façon particulièrement intéressante, il apparaît que le nombre de cellules T CD4 

apoptotiques chez les patients excède largement le nombre de cellules infectées (effet 



  

Tableau 1 : Liste des enzymes antioxydantes retrouvées dans une cellule 
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dit « bystander ») (Finkel et al. 1995). Plusieurs travaux, dont ceux de notre équipe, 

ont montré que Env exerce un rôle majeur dans l’induction de la mort par apoptose 

des LT CD4 non infectées (Espert et al. 2006; Denizot et al. 2008; Perfettini et al. 2005).  

1.1.C VIH-1 et Stress oxydatif 

Le stress oxydatif, caractérisé par la production d’espèces réactives de l’oxygène ou ROS 

(Reactive Oxygen Species), est impliqué dans la pathogénèse de l’infection par le VIH-1 et la 

progression de la maladie (Baier-Bitterlich, Wachter, et Fuchs 1996; Baruchel et Wainberg 

1992; Ivanov et al. 2016). Chez les patients infectés par le VIH-1, il a très rapidement été 

identifié un état de stress oxydatif au niveau de leur plasma, lymphocytes, monocytes et 

épithélium pulmonaire (Couret et Chang 2016; Ivanov et al. 2016). Le stress oxydatif induit par 

le VIH-1 joue un rôle important dans le développement de plusieurs pathologies associées à 

la présence du virus. On y retrouve de la neurotoxicité, la démence, un déséquilibre 

immunitaire par épuisement du nombre de LT CD4, et des maladies pulmonaires et 

cardiovasculaires. Le profil immunologique de patients infectés par le VIH-1 est affecté par 

l’état de stress oxydatif et peut être modulé par traitement antioxydant. En effet, une 

augmentation de l’apoptose des LT CD4 induite par stress oxydatif a aussi été observée chez 

les patients asymptomatiques (Dobmeyer et al. 1997).   

Les ROS sont une famille de molécules appelés radicaux libres hautement réactifs (tels que le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2), superoxyde (O2
.-), oxygène singulet (1O2), le radical hydroxyle 

(OH.), l’oxyde nitrique (NO.) le dioxyde de nitrogène (NO2.
.) et le peroxynitrite (ONOO-)). Une 

des sources majeures de production de ROS est la mitochondrie mais ils peuvent également 

être produits au niveau des membranes (membrane plasmique et réticulum endoplasmique) 

par l’action des enzymes NADPH oxydase (NOXs). Ces ROS sont impliqués dans différents 

mécanismes cellulaires physiologiques ou pathologiques tels que les voies de signalisation, la 

régulation hormonale, l’induction d’apoptose, la prolifération des cellules T, l’inflammation, 

les mutations d’ADN mitochondrial ou le vieillissement (Pisoschi et Pop 2015; Belikov, 

Schraven, et Simeoni 2015; Kesarwani et al. 2013). Les ROS sont des molécules très réactives 

et leur quantité doit être finement régulée pour éviter leurs effets délétères sur les 

macromolécules comme l’ADN, les lipides ou les protéines. Pour ce faire, la cellule possède de 

nombreux systèmes antioxydants tels que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase, la 

glutaredoxine (Grx), la peroxyrédoxine (PRX), la thiorédoxine (TRX) (voir Tableau 1) ou des 



 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Sources cellulaires de production de ROS lors de l’infection par le VIH.  

Plusieurs protéines du VIH-1 augmentent la production de ROS par différents mécanismes. Ces 

protéines virales incluent notamment gp120, Tat, Nef et Vpr. La gp120 de l’enveloppe virale 

augmente la production de ROS par activation du cytochrome P450 2E1 (CYP2E1), de la proline 

oxidase (POX), de NOX2 et de NOX4. La protéine Tat induit la spermine oxydase (SMO), une enzyme 

impliquée dans le catabolisme des polyamines, et peut également impacter la fonction 

mitochondriale. Tat active également les NADPH oxydase et en particulier NOX4 qui peut ensuite 

mener d’autres enzymes générant des peroxydes à s’activer qui sont elles-mêmes impliquées dans la 

réponse aux protéines mal repliées telle que Ero1α (ER oxidoreductin 1α). La protéine Vpr interagit 

avec le translocateur de nucléotides adénide (ANT, un composant du pore de transition de 

perméabilité de la mitochondrie) qui est impliqué dans l’influx de Ca2+ dans la mitochondrie. La 

protéine Nef peut directement interagir avec les NOX.  

Source : Ivanov et al., 2016 
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composés non enzymatiques qui sont des molécules de faibles poids moléculaire (acide 

urique, coenzymeQ, acide lipoïque) (Poljsak, Šuput, et Milisav 2013). Il existe donc, au sein des 

cellules, un équilibre entre la production de ROS et l’action des systèmes antioxydants (voir 

Tableau 1). Lorsque la quantité de ROS devient trop importante, la cellule se trouve dans un 

état de stress oxydatif qui la conduit à la mort par apoptose (Pisoschi et Pop 2015).  

Après l’entrée dans la cellule, le VIH-1 perturbe la machinerie cellulaire pour en tirer profit et 

procéder à sa réplication. Ceci a pour conséquence de créer des dysfonctionnements menant 

à un déséquilibre du système rédox de la cellule et donc à un état de stress oxydatif. Cet état 

de stress oxydatif a un effet bénéfique sur le cycle réplicatif de différentes infections virales 

(Reshi, Su, et Hong 2014). Certaines protéines virales du VIH-1 ont la capacité de moduler le 

niveau de ROS au sein de la cellule en favorisant leur production ou en causant un 

dysfonctionnement des mitochondries (Perl et al. 2002) (voir Figure 7). Voici, ici, quelques 

exemples du rôle des protéines virales dans la modulation du niveau de ROS au cours de 

l’infection par le VIH-1 : 

- la protéine d’enveloppe gp120 induit la production de ROS dans des astrocytes 

induisant ainsi leur mort par apoptose (Shah et al. 2013; Ivanov et al. 2016).  

- Tat augmente la production d’H2O2 avec pour conséquence d’induire le récepteur FasL 

qui déclenche alors la mort par apoptose des cellules (Gülow et al. 2005). Tat permet 

aussi l’augmentation de la protéine NOX2 qui, en générant des ROS, mène à une 

activation de la voies NF-κB. Tat a également été montré comme pouvant diminuer 

l’expression de la protéine mitochondriale SOD  (Couret et Chang 2016). Enfin, un 

important stress oxydatif est induit par Tat au niveau du RE au travers de la protéine 

NOX4 (Jadhav, Krause, et Singh 2014; R.-F. Wu et al. 2010; Price et al. 2006).  

- Vpr augmente la production de ROS en influençant la production d’IL-6 et générant 

ainsi une réactivation des virus latents dans des cellules primaires (Hoshino et al. 

2010). Vpr cause également des dysfonctionnements des mitochondries par sa liaison 

avec la protéine ANT (Adenine Nucleotide Translocase) qui forme un canal interne 

dans le pore de transition de perméabilité (PTP : Permeability Transition Pore) de cette 

organelle (Brenner 2003).   

- Nef présente une activité pro-oxydante dans des polynucléaires neutrophiles ou des 

cellules de la microglie. Lorsque Nef interagit avec les protéines Vav qui sont des 
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facteurs d’échange de nucléotides pour Rac1 qui est recruté au sein des complexes 

NOX1-NOX3 (Olivetta et al. 2005; Vilhardt et al. 2002). 

- De façon importante, notre équipe a montré que Env, exprimée à la surface de cellules 

infectées, induit un stress oxydatif, caractérisé par une augmentation de la quantité 

de ROS dans les cellules T CD4 non infectées (Molina et al. 2007). De plus, nos résultats 

(non publiés), ainsi que ceux d’une autre équipe montrent que Env, en particulier la 

fonction fusogénique de la gp41, augmente le niveau de ROS dans les cellules T CD4 

non infectées et que cet évènement est impliqué dans leur mort par apoptose (Garg 

et Blumenthal 2006). 

1.2 Autophagie 

Le terme « autophagie » provenant du grec signifiant « se manger soi-même » désigne un 

processus conservé évolutivement au sein de tous les eucaryotes. En 1963, Christian de Duve 

(Prix Nobel de Physiologie et de Médecine 1974) utilise le terme d’autophagie pour décrire 

l’apport de matériel cytoplasmique au niveau des lysosomes qu’il étudie et observe par 

microscopie électronique (Deter, Baudhuin, et Duve 1967). Pendant les années qui suivirent, 

l’autophagie n’a été étudiée qu’au travers de techniques biochimiques et de microscope 

électronique d’ultrastructure qui ont modérément enrichi les connaissances de ce domaine. 

La découverte majeure des gènes régulant ce processus de l’autophagie (appelés ATG : 

Autophagy Related Genes) par Yoshinori Ohsumi grâce à un crible génétique chez la levure a 

fourni les bases moléculaires nécessaires à l’étude de l’autophagie chez les mammifères 

(Tsukada et Ohsumi 1993). Pour ces travaux, Dr. Ohsumi a été récompensé du prix Nobel de 

Physiologie et de Médecine en 2016 (Mizushima 2018).  

1.2.A Généralités 

L’autophagie est un processus catabolique hautement conservé chez les eucaryotes qui 

délivre du matériel cytoplasmique par des organelles aux lysosomes pour être dégradés et 

recyclés (Eskelinen 2019). L’autophagie a pour rôle de maintenir les niveaux énergétiques 

intracellulaires et de protéger la cellule contre différents stress. Les cellules non mitotiques 

telles que les neurones ou cellules musculaires dépendent particulièrement de l’autophagie 

pour éliminer des organelles défectives ou des agrégats de protéines puisqu’elles ne peuvent 

pas renouveler leur cytoplasme par division cellulaire (Damme et al. 2015). Les cellules 
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eucaryotes disposent de deux systèmes de dégradation assurant le maintien de leur 

homéostasie : le système UPS (Ubiquitin proteasome system) et l’autophagie. L’UPS est 

responsable de la dégradation des protéines à courte durée de vie et des protéines solubles 

mal repliées, tandis que l’autophagie assure l’élimination de protéines à durée de vie plus 

longue ou d’agrégats insolubles ou même d’organelles défaillantes (telles que des 

mitochondries ou peroxysomes) et de parasites intracellulaires (bactéries par exemple) 

(Lilienbaum 2013). Bien que ces mécanismes diffèrent dans leurs substrats à dégrader, leur 

fonction de recyclage est commune et permet à la cellule de réutiliser ces éléments 

cytoplasmiques pour la synthèse de nouvelles molécules ou comme source d’énergie lors de 

carence. Ainsi, la communication et la coopération entre ces deux systèmes assure le maintien 

de l’homéostasie cellulaire (Kocaturk et Gozuacik 2018). 

L’autophagie est aussi impliquée dans de nombreuses fonctions essentielles de la cellule ou 

de l’organisme comme le développement, la différenciation, la réponse au stress. Elle régule 

plusieurs fonctions immunes essentielles dont l’élimination de pathogènes intracellulaires, la 

sécrétion de cytokines, l’inflammation, la présentation d’antigènes et le développement des 

lymphocytes (Eskelinen 2019). L’autophagie influence aussi à la longévité d’un organisme en 

participant au maintien de ses cellules souches et en retardant son vieillissement. Par son 

importance dans toutes ces grandes fonctions cellulaires, le moindre dysfonctionnement de 

l’autophagie engendre d’importantes conséquences causant des maladies 

neurodégénératives (maladies d’Alzheimer, de Parkinson, de Huntington ou la sclérose 

latérale amyotrophique), musculaires, des cancers, des dérégulations du système 

immunitaire, ou des troubles métaboliques (Eskelinen 2019).  

La lutte contre les agents pathogènes est assurée par une forme d’autophagie sélective 

appelée « xénophagie » (voir chapitre « Autophagie Sélective ») et constitue une première 

défense cellulaire participant à l’immunité intrinsèque. Cependant, au cours de leur évolution, 

de nombreux pathogènes ont acquis la capacité d’échapper à la dégradation lysosomale du 

processus autophagique ou de détourner la machinerie cellulaire à leur avantage afin de 

survivre et de se multiplier au sein des cellules.  



 

 

 

 

Figure 8 : Différentes formes d’autophagie.  

A. La macroautophagie est caractérisée par la séquestration de structures dans des vésicules 

doubles-membranaires appelés autophagosomes destinées être détruits. Les autophagosomes 

vont ensuite fusionner avec des lysosomes déversant leur contenu qui sera dégradé par les 

hydrolases. Les métabolites seront ensuite transportés dans le cytoplasme pour être utilisés   

pour la synthèse de nouvelles macromolécules ou comme source d’énergie. B. L’autophagie 

dépendante des chaperonnes reconnait les protéines contenant la séquence KFERQ grâce à la 

chaperonne Hsc70 qui s’associe ensuite avec la protéine membranaire du lysosome LAMP2A 

déclenchant son oligomérisation. Cette association déclenche la translocation des protéines à 

l’intérieur du lysosome. C. La microautophagie implique l’invagination de la membrane du 

lysosome séquestrant le matériel à proximité.  

Source : Boya, Reggiori et Codogno 2013 
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1.2.A.1 Types d’autophagie 

Il existe plusieurs voies de signalisation permettant de cibler le matériel cytoplasmique à la 

dégradation lysosomale (voir Figure 8). On distingue ainsi la microautophagie, l’autophagie 

dépendante des chaperonnes (ou CMA pour Chaperone Mediated Autophagy) et la 

macroautophagie (Boya, Reggiori, et Codogno 2013).  

1.2.A.1.a Microautophagie 

La microautophagie est une forme d’autophagie au cours de laquelle le matériel 

cytoplasmique à dégrader entre directement dans un endosome tardif ou un lysosome par 

invagination de sa membrane (Mijaljica, Prescott, et Devenish 2011). Le matériel intra-

endosomal ou intra-lysosomal est ensuite dégradé par les hydrolases lysosomales (Tekirdag 

et Cuervo 2018). Ce mécanisme a été particulièrement étudié chez la levure et a été impliqué 

dans la dégradation sélective de certains substrats dont les peroxysomes, mitochondries et 

gouttelettes lipidiques (Farré et Subramani 2004; Tekirdag et Cuervo 2018). 

1.2.A.1.b Autophagie dépendante des chaperonnes (CMA) 

L’autophagie dépendante des chaperonnes, ou CMA, se caractérise par l’adressage direct de 

protéines cytosoliques au lysosome via l’intervention d’une protéine chaperonne, HSC70, et 

son interaction avec la protéine lysosomale LAMP2A (Lysosome-associated membrane 

protein 2A) (Susmita Kaushik et Cuervo 2012). La CMA dégrade uniquement les protéines 

solubles présentant le motif peptidique de type « KFERQ » (K : Lysine, F : Phénylalanine, E : 

Glutamate, R : Arginine et Q : Glutamine) qui est reconnu par HSC70. Cette dernière va 

permettre la translocation des substrats du cytosol au lumen du lysosome (Bandyopadhyay et 

al. 2008). Les substrats, reconnus par la chaperonne, lient les récepteurs lysosomaux LAMP2A, 

stimulant ainsi leur oligomérisation et la formation du complexe de translocation (Lorenzo 

Galluzzi et al. 2017). 

1.2.A.1.c Macroautophagie 

La macroautophagie est la forme d’autophagie la plus documentée à ce jour. En effet, alors 

que la microautophagie et la CMA ne sont pas associés à des changements morphologiques 

au sein de la cellule, la macroautophagie est caractérisée par la formation de vésicules double 

membranaires, appelées autophagosomes capables d’englober de larges portions du 



 

 

  

Figure 9 : Mécanismes moléculaires de l’autophagie 

I. L’initiation de l’autophagie conduit à la formation du phagophore. Cette étape implique les 

complexes de signalisation mTOR, ULK1 et Beclin1/PI3K/ATG14L. II. L’élongation de la membrane du 

phagophore est réalisée par la coordination de deux systèmes de conjugaison de type « Ubiquitine-

like » ATG12-ATG5/ATG16L1 et LC3-PE. Cette étape aboutit à la formation de l’autophagosome 

séquestrant du matériel cytoplasmique tels que les organelles, des protéines ou des pathogènes. III. 

La maturation des autophagosomes est l’étape au cours de laquelle ils fusionnent avec les lysosomes 

de façon dépendante au complexe Beclin1/PI3K/UVRAG. Au sein de l’autolysosome, le matériel 

séquestré sera dégradé puis recyclé dans le cytoplasme.  

Le complexe ULK composé de ULK1/2, ATG13, FIP200 et ATG101 est responsable de l’initiation de 

l’autophagie et est régulé par la kinase mTOR. Le complexe PI3Kinase de Classe III associé à Beclin1, 

p150 et ATG14L est responsable de la formation du phagophore. Ce complexe peut être inhibé par 

l’association de Bcl-2 à Beclin1 ce qui mène alors à une inhibition de l’autophagie. Les complexes de 

conjugaison de type « Ubiquitine-like » ATG12-ATG5/ATG16L1 et LC3-PE sont responsables de 

l’élongation et la fermeture de l’autophagosome. ATG12 est conjugué à ATG5 par l’action de l’enzyme 

E1 ATG7 et E2 ATG10. Le conjugué qui en résulte forme un complexe avec ATG16L1. De même, LC3 qui 

est d’abord ciblé par ATG4 est conjugué à un lipide, le phosphatidyléthanolamine (PE), par l’action 

d’ATG7 et de l’enzyme E2 ATG3. Le complexe ATG12-ATG5/ATG16L1 agit comme E3 ligase en facilitant 

la conjugaison de LC3 au PE. Enfin, le complexe contenant UVRAG est impliqué dans la fusion des 

autophagosomes avec le lysosome et est inhibé par Rubicon.  

Source : Inspiré de Lamb et al. 2013 
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cytoplasme y compris des organelles. La macroautophagie faisant l’objet de cette étude, le 

terme « autophagie » sera utilisé tout au long de ce manuscrit. 

L’autophagie se décline en 3 grandes étapes :  

- L’initiation est l’étape au cours de laquelle une double membrane appelée phagophore 

(ou membrane d’isolation) se forme dans le cytoplasme sous l’action du complexe 

Vps34/Beclin1. 

- L’élongation est l’étape au cours de laquelle le phagophore s’allonge et se ferme en 

englobant le matériel à dégrader. Il en résulte une vacuole double membranaire 

appelée « autophagosome ».  Cette étape dépend de l’action de 2 systèmes de 

conjugaison de type ubiquitination.  

- La maturation est l’étape au cours de laquelle l’autophagosome va fusionner avec les 

lysosomes, créant une structure appelée « autolysosome » dans laquelle le matériel 

séquestré sera dégradé.  Les produits de cette dégradation seront transportés pour 

rejoindre le cytoplasme grâce aux pompes lysosomales membranaires (Tanida 2011; 

Bento et al. 2016). Il est intéressant de noter qu’une connexion entre l’autophagie et 

la voie endosomale est possible au cours de cette étape. En effet, les endosomes 

peuvent fusionner avec les autophagosomes pour donner des structures appelées 

« amphisomes » avant de fusionner avec les lysosomes (Gordon et Seglen 1988; 

Klionsky, Eskelinen, et Deretic 2014).  

Les mécanismes moléculaires qui contrôlent ces différentes étapes sont décrits dans le 

chapitre « Mécanismes moléculaires de l’autophagie ».   

L’origine membranaire de l’autophagosome est étudiée depuis la découverte de ce processus 

cellulaire dans les années 1950. Le consensus actuel est que le phagophore est constitué de 

sources membranaires diverses telles que le RE, les sites de sorties du RE, les mitochondries, 

le compartiment intermédiaire entre le RE et le Golgi, le Golgi, les endosomes de recyclage et 

la membrane plasmique (Søreng, Neufeld, et Simonsen 2018).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Régulation du complexe ULK 

Le complexe ULK est activé ou inhibé par la kinase mTOR. En présence de nutriments, 

mTOR est actif et procède à la phosphorylation de ULK1/2 et ATG13 ce qui a pour 

conséquence une inhibition de l’autophagie. En cas de carence en nutriments, mTOR est 

inactivé et se dissocie du complexe ULK. ULK1/2 devient alors active et procède à 

plusieurs phosphorylations pour que le complexe parvienne à sa forme active et 

participe à l’activation de l’autophagie. 
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1.2.A.2 Mécanismes moléculaires de l’autophagie 

1.2.A.2.a Initiation 

L’initiation de l’autophagie correspond à l’activation de plusieurs complexes protéiques qui 

assurent la formation du phagophore qui peut trouver son origine dans plusieurs sources 

membranaires telles que précédemment mentionnées. Le complexe ULK (constitué de 

ULK1/2, ATG13, FIP200 et ATG101) puis d’un second complexe phosphoinositide 3-kinase de 

classe III (PI3K-III) (constitué de PI3K-III/Vps34, Beclin1, ATG14 et p150) sont tout d’abord 

activés afin d’assurer la production de PI3P (phosphatidylinositol 3-phosphate) nécessaire à 

cette étape (voir Figure 9) (Lamb, Yoshimori, et Tooze 2013).  

1.2.A.2.a.1 Complexe ULK 

Cinq orthologues du facteur ATG1 de levure sont retrouvés chez les mammifères, mais, parmi 

ceux-ci, seuls ULK1 et ULK2 ont été caractérisés pour leur rôle dans l’autophagie (Farré et 

Subramani 2016). Ces protéines sont des kinases à sérine/thréonine dont les fonctions sont 

redondantes. Elles sont associées, en un complexe stable, avec les facteurs ATG13, FIP200 et 

ATG101. Dans des conditions riches en nutriments, le complexe ULK s’associe, par liaison 

directe, avec le complexe mTOR actif (Zachari et Ganley 2017; Chan et Tooze 2009). La kinase 

mTOR inhibe l’autophagie en phosphorylant le facteur ATG13 et le facteur ULK1 au niveau de 

sa région régulatrice interne, sur la sérine 757 (Ser757).  

En condition de carence nutritionnelle, mTOR est inactivée et ne se lie plus au complexe ULK. 

L’activité kinase de ULK1 devient alors catalytiquement active et assure son 

autophosphorylation ainsi que la phosphorylation de ses partenaires ATG13 et FIP200, 

conduisant à la forme active du complexe et à sa translocation au site de formation du 

phagophore naissant (voir Figure 10) (McAlpine et al. 2013; Hosokawa et al. 2009). Le 

complexe ULK recrute et active le complexe PI3 Kinase de classe III/Beclin1 en phosphorylant 

Beclin1 et ATG14L (chapitre « PI3K classe III »).  

L’autophagie peut également être activée par la voie de l’AMP Kinase (AMP-activated protein 

kinase) en cas de carence énergétique. Lorsque le niveau d’ATP cellulaire est bas et que les 

niveaux d’AMP augmentent, l’AMPK est activée et phosphoryle un grand nombre de facteurs 

cellulaires dont mTOR. Celui-ci est, par conséquent, inactivé et ULK1 sera alors activé pour 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Modèle de formation du phagophore à partir du RE 

Le phosphatidylinositol-3-phosphate (PtdIns(3)P) est essentiellement  produit 

par le complexe Beclin1/Vsp34/PI3K de classe III et est essentiel à la formation 

du phagophore. Le PI3P produit permet le recrutement des protéines DFCP1, 

WIPI1 ou WIPI2 grâce à leur domaine FYVE.  

Source: S.Tooze and T. Yoshimori Nat Cell Biol 2010 
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initier l’autophagie qui permettra de restaurer les besoins de la cellule (J. Kim et al. 2011). Le 

complexe ULK peut également être directement activé par l’AMPK indépendamment de 

mTOR (Egan et al. 2011). 

1.2.A.2.a.2 PI3K classe III/Beclin1 

Le second complexe essentiel à la formation du phagophore est composé de la 

phosphoinositide 3-kinase de classe III (PI3K-III) (ou Vacuolar sorting protein Vps34), Beclin1, 

ATG14L et p150 (ou Vps15). Le complexe ULK1 activé va recruter et activer le complexe PI3K 

III/Beclin1, stimulant ainsi l’activité de la PI3K-III. Cette dernière va assurer la phosphorylation 

du phosphatidylinositol (PI) en PI3P (phosphatidylinositol 3-phosphate). Le PI3P sert de signal 

lipidique pour le recrutement et l’activation d’autres effecteurs de l’autophagie possédant un 

domaine de fixation au PI3P (domaine FYVE) tels que DFCP1, ou les protéines WIPI1/2 (voir 

Figure 11) (Axe et al. 2008; Polson et al. 2010; Tooze et Yoshimori 2010).  Le PI3P est essentiel 

à l’élongation du phagophore (Hill, Wrobel, et Rubinsztein 2019). 

Un niveau de régulation supplémentaire est assuré par l’interaction entre Beclin1 et les 

protéines de la famille Bcl2 (Bcl2 et BclXL). En effet, la protéine Beclin1 interagit avec le 

domaine BH3 de ces protéines inhibant ainsi l’autophagie (Pattingre et al. 2005). En revanche, 

différentes voies de signalisation peuvent activer l’autophagie en permettant la 

phosphorylation de Bcl2 ou de Beclin1 par des enzymes à activité kinase telle que JNK1 (c-Jun 

N-terminale 1) et DAPK (Death-associated Protein Kinase) respectivement. Ces 

phosphorylations ont pour effet de dissocier le complexe Beclin1/Bcl2 et d’activer ainsi le 

processus (Pattingre et al. 2008; Zalckvar et al. 2009). Beclin1, qui n’a pas d’activité catalytique 

par elle-même, peut alors ensuite servir de plateforme pour le recrutement de facteurs 

activateur (AMBRA1, ATG14, UVRAG) ou répresseur (Rubicon) de l’autophagie dépendante du 

complexe PI3K-III (Menon et Dhamija 2018). 

Les drogues 3-MA (3-methyladenine) ou Spautin1 sont utilisées au laboratoire pour cibler ce 

complexe et inhiber l’initiation d’autophagie (J. Liu et al. 2011).   

1.2.A.2.b Elongation 

Au cours de cette étape, le phagophore s’allonge et s’incurve, capturant ainsi une partie du 

cytoplasme puis se ferme et forme une vésicule double membranaire appelée 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Systèmes de conjugaison de l’autophagie.  

Les complexes de conjugaison de type « Ubiquitine-like » ATG12-ATG5/ATG16L1 et LC3-PE 

sont responsables de l’élongation et la fermeture de l’autophagosome. ATG12 est conjugué 

à ATG5 par l’action de l’enzyme E1 ATG7 et E2 ATG10. Le conjugué qui en résulte forme un 

complexe avec ATG16L1. De même, LC3 qui est d’abord clivé par ATG4 est conjugué à un 

lipide, le phosphatidyléthanolamine (PE), par l’action d’ATG7 et de l’enzyme E2 ATG3. Le 

complexe ATG12-ATG5/ATG16L1 agit comme E3 ligase en facilitant la conjugaison de LC3 au 

PE. 
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autophagosome (voir Figure 9). Des apports lipidiques permettent la formation de 

l’autophagosome grâce à la protéine ATG9 et à deux systèmes de conjugaison de type 

ubiquitination. Typiquement, les systèmes de conjugaison de l’ubiquitine se composent de 

molécules « ubiquitine-like » qui sont conjuguées à un substrat par une enzyme d’activation 

(E1) puis une enzyme de conjugaison (E2) et enfin une ligase (E3).  

1.2.A.2.b.1 Complexe de conjugaison ATG12-ATG5/ATG16L1 

Dans le premier système de conjugaison de l’autophagie, la protéine ATG7 agit comme 

enzyme d’activation (E1) en exécutant le transfert de la protéine ATG12 sur la protéine ATG10. 

ATG10 agit ensuite en tant qu’enzyme de conjugaison (E2) pour lier de manière covalente le 

facteur ATG12 à la protéine ATG5 (voir Figure 12). Le conjugué ATG5-ATG12 se lie alors au 

facteur ATG16L1 pour former le premier complexe ATG5-ATG12/ATG16L1. Celui-ci agit 

comme une E3 ligase pour catalyser la réaction de conjugaison d’ATG8 avec PE 

(phosphatidylethanolamine) présenté au paragraphe prochain (Bento et al. 2016). 

1.2.A.2.b.2 Complexe de conjugaison ATG8-PE 

Le second système de conjugaison est unique car il permet la conjugaison d’une protéine 

(ATG8 chez la levure) à un lipide (phosphatidylethanolamine : PE). Les protéines de la famille 

ATG8 sont rapidement clivées après leur synthèse par une protéase à cystéine, ATG4. ATG8 

clivée, cytosolique, nommée ATG8-I, expose en position C-terminale un résidu glycine qui est 

lié de manière covalente au PE. Les acteurs de cette conjugaison sont les facteurs ATG7 (E1), 

ATG3 (E2) et le complexe ATG12-ATG5/ATG16L1 (E3). Le conjugué ATG8-PE est alors appelé 

ATG8-II et se localise spécifiquement au niveau des membranes interne et externe des 

autophagosomes. Le ATG8-II ancré sur la membrane externe de l’autophagosome fermé est 

alors clivé par ATG4 pour recyclage. Le ATG8-II interne quant à lui reste lié à la membrane de 

l’autophagosome jusqu’à sa dégradation dans l’autolysosome et est couramment utilisé 

comme marqueur du flux autophagique (Søreng, Neufeld, et Simonsen 2018). 

Les mammifères possèdent plusieurs orthologues d’ATG8 qui peuvent être regroupés en deux 

familles; les MAPs-LC3 (pour Microtubule-associated Protein Light Chain 3) : LC3A, LC3B, 

LC3B2 et LC3C, et les GABARAPs (GABA(A) receptor-associated protein) : GABARAP, 

GABARAPL1 et GABARAPL2/GATE-16 (He et al. 2003, 3; Xin et al. 2001). 
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Très récemment, une étude a montré que les protéines de la famille ATG8 pourraient réguler 

l’activation du complexe ULK1/2. Dans ce travail, les auteurs montrent que les GABARAP 

auraient la capacité d’activer le complexe ULK1/2 et la formation du phagophore, alors que 

les membres de la famille MAP-LC3 auraient un effet inhibiteur sur ce complexe (Grunwald et 

al. 2019). 

La lipidation du LC3-I cytosolique en LC3-II, ancré dans la membrane des autophagosomes, est 

couramment utilisé pour suivre le flux autophagique. Par exemple, en Western Blot la 

protéine LC3-II présente une mobilité électrophorétique plus importante que la protéine LC3-

I. Par conséquent, LC3-I migre à un poids moléculaire apparent de 18 kDa tandis que LC3-II 

migre à un poids moléculaire apparent de 16 kDa. De plus, par microscopie, on peut observer 

LC3-II ponctuée correspondant aux autophagosomes, alors que LC3-I a un profil diffus dans le 

cytoplasme (Klionsky et al. 2016).  

1.2.A.2.c Maturation et recyclage 

Après sa fermeture, l’autophagosome doit fusionner avec un lysosome pour y délivrer son 

contenu à dégrader. Cette fusion donne lieu à un autolysosome au sein duquel le matériel 

séquestré est dégradé par les hydrolases du lysosome qui fonctionnent à pH acide (voir Figure 

9). Les transporteurs présents à la surface membranaire des lysosomes pourront ensuite 

procéder au relargage des métabolites qui seront réutilisés par la cellule (Yang et al. 2006).    

Pour éviter des fusions non spécifiques et assurer la dégradation des bons cargos, ce processus 

est hautement régulé pour que seuls les autophagosomes complètement formés puissent 

fusionner. Les microtubules sont impliqués dans le mouvement des autophagosomes et leur 

fusion avec soit des lysosomes, soit des endosomes. En effet, chez les mammifères et comme 

mentionné précédemment, les autophagosomes peuvent fusionner avec des endosomes 

donnant lieu à des structures appelées « amphisomes » qui seront à leur tour capables de 

fusionner avec des lysosomes (Gordon et Seglen 1988).  

1.2.A.2.c.1 Complexe PI3K de classe III/Beclin1/UVRAG 

Seuls les autophagosomes matures doivent pouvoir fusionner pour dégrader leur matériel 

séquestré. Pour réguler ce processus, la protéine UVRAG (UV irradiation resistance associated 

Gene protein) associée au complexe PI3K-III/Beclin1 est connue pour réguler l’étape de 
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maturation de l’autophagie. UVRAG peut aussi stimuler l’activité GTPase de RAB7 conduisant 

à la fusion des autophagosomes avec des endosomes et/ou lysosomes (Liang et al. 2008). On 

retrouve également de nombreux autres partenaires protéiques qui sont impliqués dans ces 

événements de fusion avec notamment les protéines ESCRT (Endosomal Sorting Complexes 

Required for Transport) et SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment 

protein Receptor) (Lorenzo Galluzzi et al. 2017). De façon intéressante, il a été montré que 

certaines protéines connues pour leur rôle dans l’autophagie sélective favorisent l’étape de 

maturation. Par exemple, le récepteur de l’autophagie NDP52 favorise la maturation en 

interagissant avec différents membres de la famille ATG8 et avec la protéine Myosin VI (Viret, 

Rozières, et Faure 2018; Verlhac et al. 2015).  

LC3-II étant dégradé dans l’autolysosome, il est utilisé pour mesurer le flux autophagique, 

notamment dans des conditions de blocage de ce flux par des drogues telles que la 

Bafilomycine A1, la Chloroquine ou un cocktail d’antiprotéases lysosomales (E64d + Pepstatine 

A) (Klionsky et al. 2016).   

1.2.A.3 Autophagie non canonique 

Il existe également d’autres formes d’autophagie qui ont été décrites pour leur indépendance 

à des facteurs clés de la macroautophagie. L’autophagie canonique telle que précédemment 

décrite fait intervenir des facteurs essentiels qui sont critiques à son déroulement tels que 

ATG5, ATG7, ULK1, Beclin1, ATG3, et la production de PI3P (Codogno, Mehrpour, et Proikas-

Cezanne 2012; Ktistakis et Tooze 2016). Les formes d’autophagie dites non canoniques 

peuvent se dérouler de façon indépendante à l’un de ces facteurs. Par exemple, des réponses 

autophagiques dépendantes de ATG5, indépendantes de Beclin1 ont été décrites (huang et liu 

2016; Niso-Santano et al. 2015). Tout comme la réponse autophagique indépendante de ULK1 

et dépendante de ATG5 et Beclin1, également appelée phagocytose associée à LC3 (LAP pour 

LC3-Associated Phagocytosis) (Martinez et al. 2016). 

La LAP se caractérise par le recrutement de certains facteurs de la machinerie autophagique, 

notamment LC3, au niveau de phagosomes à simple membrane qui contiennent des 

pathogènes extracellulaires ou des corps cellulaires qui sont destinés à être dégradés par des 

lysosomes (Martinez et al. 2015; 2016). Plusieurs facteurs autophagiques sont nécessaires à 

la LAP tels que ATG3, ATG5, ATG7, ATG10, ATG12, ATG16L1, Beclin1, VPS34 et UVRAG. 
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Cependant, la LAP ne dépend pas de l’activation du complexe ULK1/2 et fait, par ailleurs, 

intervenir les facteurs Rubicon et NOX2 (NAPDH oxydase 2) (Heckmann et Green 2019). La LAP 

joue un rôle dans le contrôle des infections par des pathogènes bactériens et fongiques, 

l’élimination des cellules apoptotiques (processus appelé efferocytose) et l’entose qui est une 

forme d’ingestion de cellules vivantes dans une vésicule simple membranaire (Martinez 2018; 

Florey et al. 2011). Cependant, puisque les substrats de la LAP sont des entités extracellulaires, 

la LAP est considérée comme une forme non canonique d’autophagie. Pour plus de détails sur 

le mécanisme de LAP, se référer à la revue en annexe de ce manuscrit.  

Enfin, très récemment, un mécanisme similaire à la LAP mais impliquant l’endocytose, appelé 

LANDO (LC3-Associated Endocytosis), a été mis en évidence. Dans cette étude, les auteurs 

montrent que ce processus est un régulateur important de la dégradation des agrégats dans 

les cellules microgliales de souris dans un modèle de maladie d’Alzheimer (Heckmann et al. 

2019). 

1.2.B Autophagie Sélective 

1.2.B.1 Généralités 

Pendant de longues années, il était admis que l’autophagie dégradait les composés 

cytoplasmiques de manière non spécifique en fonction des besoins de la cellule. Il semble 

d’ailleurs que ce soit le cas dans les cas de carences nutritionnelles même si cette notion est 

débattue. Cependant, on sait maintenant que l’autophagie peut agir de manière hautement 

sélective pour dégrader des substrats spécifiques. La CMA, précédemment décrite, est une 

forme d’autophagie sélective (par la nécessité du motif « KFERQ »). La macroautophagie, ici 

appelée autophagie, quant à elle, peut également opérer de manière sélective grâce à l’action 

de protéines adaptatrices appelées « récepteurs autophagiques ». En effet, ces récepteurs 

interviennent dans la sélectivité des cargos à dégrader. Ils possèdent, d’une part, un domaine 

d’interaction avec une ou plusieurs protéines de la famille ATG8, appelé domaine LIR (LC3-

Interacting Region) qui assure le ciblage à l’autophagosome et, d’autre part, un domaine 

capable de se lier à un cargo à dégrader (Birgisdottir, Lamark, et Johansen 2013; Khaminets, 

Behl, et Dikic 2016).  Cette autophagie sélective vise à garantir un contrôle de la qualité des 

éléments du cytoplasme. Elle dégrade donc les éléments défectueux trouvés dans la cellule 

comme des organelles endommagées, des agrégats protéiques ou même des agents 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Différentes formes d’autophagie sélective et les récepteurs impliqués 

L’autophagie sélective cible les organelles dysfonctionnelles ou superflues selon les nécessités 

métaboliques. C’est également une source de matières premières pour les processus 

métaboliques et les voies de signalisation. Cette illustration présente différents substrats ciblés 

par autophagie sélective et les récepteurs autophagiques impliqués. L’aggréphagie est la 

dégradation des agrégats protéiques, la ferritinophagie permet la dégradation des complexes de 

ferritine, la protéaphagie dégrade les protéasomes défectueux, la lysophagie dégrade les 

lysosomes, la réticulophagie dégrade certaines portions du RE, la lipophagie dégrade les 

gouttelettes lipidiques, la ribophagie dégrade des ribosomes, la nucléophagie dégrade des 

portions du noyau, la pexophagie dégrade les peroxysomes, la mitophagie dégrade les 

mitochondries. La xénophagie est la dégradation des pathogènes de bactéries ou virus.  

Source : Galluzzi et al. 2017, Lahiri et al., 2019 et Khaminets et al. 2016 
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pathogènes intracellulaires car ils représentent des facteurs nocifs pour l’intégrité de la 

cellule.  

On distingue différents types d’autophagie sélective selon les cargos ciblés et dégradés. Ainsi, 

par exemple, la dégradation sélective des mitochondries est nommée « mitophagie », celle 

des agrégats protéiques est nommée « aggréphagie », celle des lysosomes est la 

« lysophagie », celle des complexes du protéasome la « protéophagie », celle des ribosomes 

la « ribophagie », celle des gouttelettes lipidiques est la « lipophagie », la dégradation des 

corps étrangers bactériens ou viraux est nommée « xénophagie » et la dégradation sélective 

des peroxysomes est appelée « pexophagie » (voir Figure 13) (Lorenzo Galluzzi et al. 2017).  

1.2.B.2 Récepteurs autophagiques 

Le premier récepteur autophagique à avoir été identifié est la protéine p62/SQSTM1 

(sequestosome1, ici appelée simplement p62) qui est décrit pour sa capacité à lier les 

protéines ubiquitinées et son rôle potentiel dans la régulation de la prolifération et 

différenciation cellulaire (Lee et al. 1998). Par la suite, cette protéine sera reconnue comme 

récepteur autophagique par sa capacité  à dégrader des agrégats de protéines ubiquitinés 

(Bjørkøy et al. 2005). Depuis, p62 a également été impliqué dans la dégradation d’autres 

substrats d’autophagie sélective (comme les mitochondries, les peroxysomes, les bactéries ou 

les protéines virales) (Johansen et Lamark 2011). 

Un récepteur autophagique se définit par sa capacité à se lier aux protéines de la famille ATG8 

au travers d’un motif LIR qui est relativement court puisqu’il ne se compose que de 4 acides 

aminés (WxxL) où s’enchaine un résidu aromatique Tryptophane (W) suivi de deux résidus 

aléatoires (x) et se termine par un résidu hydrophobe Leucine (L)) (Birgisdottir, Lamark, et 

Johansen 2013). Ce motif est variable pour autant que les propriétés des résidus aromatiques 

(W/F/Y) ou hydrophobes (L/I/V) soient conservées pour garder la capacité d’interaction avec 

LC3 et ses homologues. Une autre caractéristique des récepteurs autophagiques est qu’ils sont 

destinés à être dégradés avec leurs cargos (Stolz, Ernst, et Dikic 2014). Enfin, de manière 

générale, les récepteurs autophagiques reconnaissent et se lient à des cargos modifiés par 

ubiquitination via leur domaine UBA (UBiquitin-Associated) comme c’est le cas pour p62, 

NBR1, OPTN et NDP52. Des activités des récepteurs autophagiques indépendantes de la 

présence d’ubiquitine ont cependant été documentées (Sagnier et al. 2015; Orvedahl et al. 



 

 

 

 

  

Figure 14 : Familles de récepteurs autophagiques  

On distingue à ce jour trois différents types de récepteur autophagiques. Les récepteurs 

autophagiques de la famille Sequestrosome 1-like Receptors SLRs (p62, NBR1, NDP52, 

Optineurin OPTN et TAX1BP1) possèdent tous un domaine de di-/multi-mérisation, un 

domaine LIR (LC3-Interacting Region) et un domaine de liaison à l’ubiquitine. Les récepteurs 

de la mitophagie interagissent directement avec les membranes de leur substrat cible et 

possèdent un domaine LIR. Le récepteur spécialisé STB1 reconnait spécifiquement son 

substrat qui est le glycogène.  

Source : Daussy, Espert 2016 revue Virologie 
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2010). D’autres récepteurs de l’autophagie sont connus pour lier leur cargo de manière 

indépendante de la présence d’ubiquitine comme NIX, BNIP3, FUNDC1, FAM134B (Stolz, Ernst, 

et Dikic 2014; Khaminets, Behl, et Dikic 2016).  

Enfin, des travaux ont permis de montrer que les récepteurs autophagiques peuvent 

également avoir des actions indépendantes de l’adressage des cargos aux autophagosomes. 

Ainsi, la protéine NDP52 est capable de réguler positivement les étapes tardives de 

l’autophagie en régulant la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes (Verlhac et al. 

2015). 

On distingue, à ce jour, trois types différents de récepteur autophagiques (voir Figure 14) 

(Daussy et Espert 2016):  

· SLR (Sequestosome 1-Like Receptors) :  

Les récepteurs autophagiques de cette famille (p62, NBR1, NDP52, Optineurin OPTN et 

TAX1BP1) partagent des similarités structurales puisqu’ils possèdent tous un domaine de di-

/multi-mérisation, un domaine LIR (bien qu’il soit atypique chez NDP52 et TAX1BP1) et un 

domaine de liaison à l’ubiquitine. Ces domaines sont nécessaires à l’exécution de leur rôle de 

récepteur autophagique (Birgisdottir, Lamark, et Johansen 2013).   

Ø p62/SQSTM1 

Le récepteur autophagique p62 ou sequestosome 1 (SQSTM1) est une protéine de 440 acides 

aminés constituée d’un domaine PB1 (Phox and BEM1 domain) en partie N-terminale, suivi 

successivement d’un domaine en doigt de Zinc (ZZ), un domaine LIR, et enfin en partie C-

terminale d’un domaine UBA (Ubiquitine-Associated domain). L’oligomérisation de cette 

protéine p62 s’opère grâce à son domaine PB1 qui lui permet de s’associer soit avec elle-

même, soit avec d’autres protéines kinases comme la PKC, MEKK3, MEK5 ou encore NBR1 

(Lamark, Svenning, et Johansen 2017). Le domaine UBA de p62 lui assure la liaison à la fois aux 

chaines de mono- et de poly-ubiquitines (Vadlamudi et al. 1996). En particulier, ces domaines 

agissent de concert pour assurer le rassemblement des substrats ubiquitinés en un agrégat 

qui sera destiné à une dégradation autophagique (Bjørkøy et al. 2005). 
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Ø NBR1 

Le récepteur autophagique NBR1 est une protéine de 966 acides aminés également constituée 

d’un domaine PB1 qui lui permet d’être un partenaire d’interaction de p62 (Kirkin, Lamark, 

Johansen, et al. 2009). Elle partage aussi avec p62 son organisation en domaines puisqu’on y 

retrouve successivement les domaines PB1, ZZ, LIR et UBA. NBR1 dispose également d’autres 

domaines qui sont conservés évolutivement et qui ne sont pas retrouvés chez p62. Il s’agit des 

domaines coiled-coil, nécessaires à sa dimérisation, et d’un domaine composé de quatre 

tryptophanes (W) (FW : Four W). NBR1 est incapable de multimériser via son domaine PB1 

comme le peut p62. En revanche, elle peut former des hétéro-oligomères, au moyen du 

domaine PB1, entre NBR1 et p62. On retrouve deux motifs LIR dans la séquence de NBR1 et 

le domaine UBA est capable de se lier avec les chaines d’ubiquitine K48 et K63 (Kirkin, Lamark, 

Sou, et al. 2009). NBR1 a également un rôle dans la dégradation sélective des peroxysomes 

par autophagie (pexophagie) (Deosaran et al. 2013). 

· Récepteurs de la mitophagie :  

D’autres récepteurs autophagiques (BNIP3L, BNIP3, Bcl2-L-13, FUNDC1) interagissent 

directement avec les membranes de leur substrat cible. Lors de la mitophagie, ces récepteurs 

disposent d’un domaine transmembranaire qu’ils peuvent ancrer dans la membrane de la 

mitochondrie et un LIR leur assurant le recrutement aux autophagosomes (Wei, Liu, et Chen 

2015; Otsu, Murakawa, et Yamaguchi 2015, 2).   

· Récepteurs spécialisés :  

Stbd1 (starch-binding-domain-containing protein 1), est spécialisé car il reconnait 

spécifiquement le glycogène dans le cadre de la glycophagie (S. Jiang, Wells, et Roach 2011). 

1.2.B.3 Autophagie de précision 

La famille des protéines TRIM (TRIpartite Motif) est une large famille de protéines dont 82 

gènes ont été identifiés dans le génome humain. Ces protéines ont une structure commune 

basée sur 3 domaines (domaines RING en N-terminal, suivi d’au moins domaine B box et enfin 

un domaine coiled coil). Certains des membres de cette famille de protéines disposent d’un 

domaine LIR qui leur permet de se lier aux protéines de la famille d’ATG8 (Kimura, Mandell, 
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et Deretic 2016). Les protéines TRIM sont impliquées dans des fonctions cellulaires très 

diverses telles que la survie ou mort cellulaire, l’état métabolique, la réparation membranaire, 

l’exocytose synaptique de vésicules, la sénescence, la différenciation des érythrocytes et enfin 

le contrôle des infections virales bactériennes et fongiques (Hatakeyama 2017).   

La famille des protéines TRIM a récemment été identifiée comme médiateur d’un mécanisme 

d’autophagie sélective appelé « autophagie de précision ». Les TRIM ont un rôle double dans 

ce processus car ils sont à la fois des régulateurs de l’initiation de l’autophagie et ont 

également une fonction de récepteurs autophagiques. En effet, ils servent à la fois de 

plateforme d’assemblage pour la machinerie de l’autophagosome et de récepteur puisqu’ils 

adressent des substrats à la dégradation. Dans un premier temps, la protéine TRIM va 

reconnaitre sa cible grâce à une interaction directe protéine-protéine sans nécessiter la 

présence d’une étiquette spécifique. Ensuite, cette protéine TRIM qui sert alors de récepteur 

va servir de plateforme d’assemblage pour la formation du phagophore autour du substrat à 

dégrader (Kimura et al. 2016). Cette plateforme s’appelle le « TRIMosome » contenant les 

protéines autophagiques ULK1, Beclin1, ATG16L1 et TRIM (Mandell et al. 2014).  

1.2.B.4 Pexophagie 

Les peroxysomes sont des organelles à simple membrane contenant une matrice composée 

de nombreuses enzymes oxydases, produisant du peroxyde d’hydrogène (H2O2), et d’enzymes 

le catabolisant comme la catalase (Gabaldón 2010). Les peroxysomes sont présents dans tous 

les types cellulaires à l’exception des spermatozoïdes et des globules rouges. La taille des 

peroxysomes varie de 0,1 à 1 µm et leur forme est généralement sphérique. Le nombre de ces 

organelles varie selon le type cellulaire et son environnement (Smith et Aitchison 2013). La 

fonction des peroxysomes est d’assurer la β-oxydation de lipides à longues chaines d’acides 

gras qui est un métabolisme produisant du H2O2 (Islinger et al. 2018). Le métabolisme des 

lipides a lieu au niveau des peroxysomes et des mitochondries. Les peroxysomes assurent le 

métabolisme des très longues chaines d’acides gras et des chaines ramifiées en unités plus 

petites de 8 carbones qui sont destinées à la mitochondrie pour être métabolisées par 

oxydation et libérer de l’énergie via la chaine de transport d’électrons de cette mitochondrie. 

Les peroxysomes ont également été identifiés comme des sites importants de « cross-talk » 

entre différentes voies de signalisation telles que la voie mTOR ou la voie de signalisation ATM 
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(Ataxia Telangiectasia Mutated) qui participent à maintenir le niveau énergétique cellulaire 

par activation de l’AMP kinase (Watters et al. 1999).  

Par cette fonction de métabolisme des lipides, les peroxysomes sont une source importante 

de production de ROS. Une fonction importante de ces organelles est donc de détoxifier la 

cellule de ces radicaux à potentiel cytotoxique (Walker et al. 2018). Pour cela les peroxysomes 

disposent de plusieurs enzymes antioxydantes telles que la Catalase, la xanthine oxydase, 

l’acyl-CoA oxydase, le peroxiredoxines et la gluthatione peroxidase. La Catalase est une 

enzyme acheminée au peroxysome sous forme de monomère qui s’associe en un 

homotétramère pour devenir catalytiquement active et procéder à la conversion du peroxyde 

d’hydrogène en eau.  

Tout comme les mitochondries, les peroxysomes sont des organelles capables 

d’autoréplication par fission. Cependant à l’inverse des mitochondries, les peroxysomes ne 

contiennent pas d’ADN. Plus d’une centaine de gènes du génome humain ont été identifiés 

comme codant pour des protéines de ces organelles. La biogénèse des peroxysomes repose 

sur le transport cytosolique de protéines disposant d’un signal peptidique d’adressage au 

peroxysomes (PTS : Peroxysome Targeting Signal) (Ma, Agrawal, et Subramani 2011). 

L’homéostasie générale des peroxysomes doit pouvoir s’adapter aux nécessités métaboliques 

de la cellule et ceci est assuré par un équilibre entre leur prolifération, l’élimination des 

organelles endommagées ou surnuméraires par autophagie par un processus appelé 

« pexophagie ». 

 La pexophagie désigne ainsi la dégradation sélective des peroxysomes par autophagie 

(Zientara-Rytter et Subramani 2016). Les mécanismes moléculaires de ce processus ont été 

principalement étudiés chez la levure et beaucoup moins chez les mammifères. La pexophagie 

empêche une accumulation de peroxysomes fonctionnellement compromis et maintient 

l’équilibre rédox en dégradant les organelles surnuméraires ou endommagés. Ce mécanisme 

est important car son inhibition est associée au développement de maladies 

neurodégénératives et au vieillissement prématuré des cellules (Anding et Baehrecke 2017).  

Chez les mammifères deux récepteurs autophagiques ont été identifiés pour leur implication 

dans la pexophagie ; il s’agit de p62 et NBR1 (voir Figure 15) (Yamashita et al. 2014; Deosaran 

et al. 2013).  



 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 15 : Pexophagie chez les mammifères 

Chez les mammifères, la pexophagie implique les récepteurs autophagiques 

NBR1 et p62. NBR1 se lie aux peroxysomes grâce à son domaine JUBA qui lui 

permet de se lier aux phospholipides et à l’ubiquitine. p62 coopère avec NBR1 

pour se lier aux protéines ubiquitinées. La kinase ATM active la pexophagie en 

réponse aux ROS en phosphorylant Pex5 ce qui mène à l’ubiquitination de Pex5 

qui peut alors être reconnu par p62 et envoyer les peroxysomes vers la 

dégradation par pexophagie. PMP70 a également été décrit pour son implication 

dans la pexophagie. PMP70 et Pex5 sont tous les deux ubiquitinés par Pex2.  

Source : Anding et Baehrecke 2017  
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Les peroxysomes peuvent être ciblés à la pexophagie via plusieurs mécanismes : 

- En cas de carence nutritionnelle, LC3B peut se lier directement à PEX14, qui est une protéine 

membranaire spécifique du peroxysome (L. Jiang et al. 2015). 

- Après ubiquitination de PEX5, p62 et NBR1 transloquent au peroxysome en se liant à 

l’ubiquitine et recrutent la machinerie autophagique grâce à leur domaine LIR (Deosaran et al. 

2013). Zhang et ses collaborateurs ont montré que les ROS activent une cascade de 

signalisation qui va aboutir à la pexophagie, via la protéine kinase ATM. En effet, ATM a la 

faculté de phosphoryler PEX5, se faisant, elle va induire son ubiquitination et donc sa 

reconnaissance par les récepteurs de l’autophagie sélective (Jiangwei Zhang et al. 2015). En 

parallèle, ATM va d’ailleurs activer ULK1 et inhiber mTOR pour induire l’autophagie (Walker 

et al. 2018). Néanmoins, PEX5 n’est sans doute pas la seule protéine peroxysomale ubiquitinée 

et d’autres cibles de la pexophagie doivent encore être recherchées. 

- Enfin, des travaux de Peter Kijun Kim et al. ont montré que l’utilisation de protéines 

peroxysomales (PMP34 et Pex3) fusionnées à une mono-ubiquitine était suffisante pour 

induire de la pexophagie (P. K. Kim et al. 2008). 

1.2.C Autophagie et mort cellulaire 

1.2.C.1 Autophagie en tant que mécanisme de survie cellulaire 

L’autophagie est essentielle au maintien de l’homéostasie : elle assure le contrôle qualité de 

la cellule en éliminant les organelles endommagées ou surnuméraires et permet de maintenir 

le pool d’acides aminés et la production d’énergie en cas de carences nutritionnelles. En cas 

de stress, la cellule induit donc l’autophagie pour favoriser sa survie (Rubinstein and Kimchi 

2012; Gordy and He 2012). 

L’un des mécanismes les mieux décrits, par lequel l’autophagie inhibe l’apoptose, est la 

mitophagie (Mariño et al. 2014). La mitochondrie est au cœur de la signalisation de l’apoptose 

: elle libère, entre autres, des protéines activatrices des caspases comme le cytochrome c. Les 

mitochondries endommagées sont particulièrement susceptibles d’activer l’apoptose, mais la 

mitophagie permet de limiter le phénomène. Ces mitochondries endommagées ont une 

diminution de leur potentiel membranaire (ΔΨm), ce qui est synonyme, soit d’un problème 
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dans la chaîne respiratoire mitochondriale, soit de la perméabilisation de la membrane interne 

de la mitochondrie. Ce changement de potentiel induit l’accumulation de PINK1, et 

l’ubiquitination de certaines protéines présentes à la membrane de la mitochondrie (comme 

VDAC1, MFN1 et2) par la E3 ligase PARKIN. Les organelles endommagées vont ainsi être 

ciblées par des récepteurs autophagiques et ciblées aux autophagosomes (Youle and 

Narendra 2011). 

L’autophagie peut aussi empêcher la mort de certaines cellules en dégradant sélectivement 

certaines protéines pro-apoptotiques afin de réduire leur abondance dans le cytosol, comme 

la caspase 8 (Hou et al. 2010). La dégradation de p62 permet aussi de protéger la cellule de la 

mort. En effet, p62, quand elle est surexprimée, entraîne la production de ROS qui peut mener 

à la mort cellulaire (Mathew et al. 2009). 

1.2.C.2 Autophagie en tant que mécanisme de mort cellulaire 

Aux débuts des études sur l’autophagie, les scientifiques avaient observé, en microscopie 

électronique, que des cellules mourantes pouvaient contenir un grand nombre 

d’autophagosomes et autolysosomes dans leur cytoplasme (Deter, Baudhuin, et Duve 1967).  

Ces observations peuvent néanmoins résulter d’une tentative de survie de la cellule. Il est 

donc nécessaire de différencier la mort « par » autophagie de la mort « avec » autophagie (L 

Galluzzi et al. 2012; Shen et Codogno 2011).  Morphologiquement ces cellules diffèrent 

considérablement des cellules qui disparaissent par apoptose ou nécrose ce qui a mené à la 

description d’une « mort cellulaire dépendante de l’autophagie » (ADCD autophagy-

dependent cell death) également appelée « mort cellulaire de type II » (Kroemer et al. 2009; 

Lorenzo Galluzzi et al. 2017). Enfin, plusieurs travaux suggèrent que lorsque l’autophagie est 

induite massivement, la cellule ne peut faire face à cette dégradation excessive et succombe. 

Cependant, le degré d’activation du flux autophagique qui est nécessaire pour discriminer une 

autophagie létale de celle qui sera non-létale pour la cellule nécessite encore d’être étudié 

(Kriel et Loos 2019).   

Du fait des relations étroites entre l’autophagie et l’apoptose, des critères spécifiques ont été 

mis en place afin de pouvoir discriminer les deux processus de mort cellulaire. Ainsi, pour que 

l’autophagie soit considérée comme un mécanisme de mort cellulaire régulée, trois critères 

doivent être respectés (Shen et Codogno 2011): (I) La mort cellulaire doit s’exécuter sans 
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l’activation de la machinerie d’apoptose, ce qui signifie que les caspases ne doivent pas être 

activées. (II) Il y a une induction du flux autophagique dans les cellules mourantes. (III) 

L’inhibition d’autophagie par des moyens pharmacologiques doit pouvoir permettre à la 

cellule d’échapper à sa disparition.  

La mort cellulaire par autophagie a été documentée dans plusieurs travaux. Seuls certains 

d’entre eux sont cités ici : 

- Le blocage de l’apoptose par une drogue inhibitrice de caspases (z-VAD). En effet, le 

traitement des cellules avec cette drogue a pour conséquence directe une 

accumulation de ROS. Cette accumulation est causée par l’activation d’autophagie 

sélective de l’enzyme antioxydante Catalase. La disparition de cette protéine 

antioxydante au sein de la cellule conduit celle-ci à sa mort par ADCD (Yu et al. 2006).  

- Une autre forme de mort cellulaire dépendante de l’autophagie a également été 

décrite pour sa dépendance aux  niveaux pompes cellulaires Na+, K+-ATPase et appelée 

« autose » (Y. Liu et al. 2013). En plus des critères morphologiques de mort cellulaire 

autophagique classiquement observés (augmentation du nombre d’autophagosomes 

et manque des caractéristiques d’apoptose et nécrose), l’autose s’accompagne d’une 

dilatation du RE et de changements nucléaires caractéristiques (diminution de la 

membrane nucléaire). 

- Enfin, la mort cellulaire par autophagie a été impliquée dans le développement des 

organismes Dictyostelium discoideum et Drosophila melanogaster. Dictyostelium 

discoideum est une amibe ne possédant pas de machinerie apoptotique (Lam et al. 

2007, 2). Dans ce modèle, l’autophagie peut mener à un mécanisme de mort cellulaire 

lorsque les signaux d’activation de l’AMPc et de DIF-1 (Différenciation Inducing Factor-

1) sont présents (Kosta et al. 2004; Luciani et al. 2009). Chez Drosophila melanogaster, 

lors du développement de cet organisme, la suppression de l’intestin moyen est 

davantage dépendante de la machinerie autophagique que de celle de l’apoptose 

(Denton et al. 2009). La fonction de mort cellulaire par autophagie a également été 

observée chez cet organisme dans le développement d’autres tissus tel que la 

disparition des glandes salivaires qui nécessitent l’activation de caspases comme 

cofacteur (Berry et Baehrecke 2007; Martin et Baehrecke 2004). Enfin, chez les 

mammifères, le développement de l’involution des glandes mammaires dépend de la 
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mort cellulaire par autophagie (Holst, Hurley, et Nelson 1987). Ces exemples reflètent 

donc le rôle de la mort cellulaire par autophagie dans le développement de divers 

organismes (Shen et Codogno 2011).  

1.2.C.3 Liens autophagie et apoptose 

L’autophagie et l’apoptose sont des processus étroitement liés. L’autophagie peut être 

rapidement induite lors de carences nutritionnelles ou stress cellulaires rapides pour rétablir 

l’homéostasie énergétique de la cellule. Lors de conditions de stress prolongé, la machinerie 

apoptotique est activée ce qui consomme l’énergie (ATP) libérée par induction d’autophagie 

initiale (Loos et al. 2013). 

Le facteur de transcription p53 est connu pour son rôle dans la mort cellulaire programmée 

car il est activé en cas de dommage à l’ADN ou hypoxie. Il induit alors l’apoptose en favorisant 

la transcription de facteurs pro-apoptotiques. La facteur p53 peut également inhiber 

l’autophagie (Tasdemir et al. 2008). En conditions basales, p53 est situé au niveau du cytosol 

où il exerce un effet inhibiteur sur FIP200 ce qui empêche le complexe d’initiation de 

l’autophagie de se former (Morselli et al. 2011). En cas de stress excessif en revanche, p53 est 

ciblé dans le noyau où il permet l’expression de facteur pro-autophagiques comme AMPK, 

DRAM1 (damage-regulated autophagy modulator 1), Sestrin 1 et Sestrin2 qui vont favoriser la 

survie cellulaire (Crighton et al. 2006; Budanov et Karin 2008). 

En plus de p53, plusieurs facteurs sont connus pour stimuler à la fois l’autophagie et 

l’apoptose, tels que DAPK (death-associated protein kinase), JNK (JUN N-terminal Kinase), BAD 

(Bcl-2 Agonist of cell Death), BID (BH3-Interacting domain Death agonist), NIX (NIP3-like 

protein X), NOXA et PUMA (Kriel et Loos 2019). Bien que les protéines BH3-only soient 

généralement considérées comme des médiateurs de l’apoptose, elles sont également 

capables de prévenir l’interaction de Bcl-2 et Beclin1. En effet, l’interaction de ces protéines a 

un effet précédemment décrit inhibiteur de l’autophagie. Comme Beclin1 possède un 

domaine d’interaction BH3, il peut s’associer avec les protéines Bcl-2 et Bcl-XL qui sont anti-

apoptotiques, ou activer les protéines BAX et BAD qui sont pro-apoptotiques. Beclin1 peut 

donc avoir un effet régulateur de l’apoptose (Galonek et Hardwick 2006). Les interactions de 

Beclin1 et Bcl2 peuvent notamment être ciblée par le facteur DAPK qui est un suppresseur de 
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tumeur capable de contrôler l’apoptose et l’autophagie à travers la phosphorylation de 

Beclin1 suite à différents signaux de stress dont celui du RE (Zalckvar et al. 2009). 

Au cours de l’apoptose, les caspase activées peuvent cliver leurs substrats, parmi lesquels 

Beclin1. Cela a pour conséquence de perturber et d’empêcher les fonctions de Beclin1 dans la 

machinerie moléculaire de l’autophagie. Le fragment de Beclin1 ainsi généré transloque à la 

mitochondrie où il va favoriser la libération de facteurs pro-apoptotiques (Wirawan et al. 

2010). Plusieurs autres ATGs (ATG5, ATG4, PI3K) sont aussi la cible des caspases (Betin et Lane 

2009; Yousefi et al. 2006). 

1.2.D Autophagie et Stress oxydatif 

Tel que précédemment mentionné, les ROS sont des petites molécules essentielles aux voies 

de signalisation cellulaire. Il existe des liens étroits entre les ROS et l’autophagie (Scherz-

Shouval et Elazar 2007). En effet, la production de ROS par les mitochondries ou via l’activation 

de la NADPH oxydase (NOX), peut induire l’autophagie et son rôle sera de diminuer le stress 

oxydatif. 

Voici quelques exemples, non exhaustifs, de différents liens décrits entre les ROS et 

l’autophagie : 

Ø Facteurs de transcription : Certains facteurs de transcription, tels que Nrf2 et FOXO3a, 

sont impliqués dans la régulation du stress oxydatif et de l’autophagie (Filomeni, De 

Zio, et Cecconi 2015; Poillet-Perez et al. 2015; Scherz-Shouval et Elazar 2011). Plusieurs 

voies de signalisation régulant cette interconnexion ont été mises en évidence. 

FOXO3a (Forkhead class O) et Nrf2 (Nuclear Factor erythroid 2-Related factor 2), 

facteurs de transcription régulés en réponse aux ROS (Klotz et al. 2015; Niture, Khatri, 

et Jaiswal 2014), induisent la transcription de plusieurs ATGs essentiels au processus 

autophagique (Lulu Li et al. 2015). Une des voies les mieux décrites dans ce contexte 

est la voie « KEAP1/Nrf2 ». Dans ce cas, le récepteur autophagique p62 peut adresser 

des substrats oxydés à la dégradation autophagique  (Jain et al. 2010). L’expression de 

ce récepteur est notamment la cible du facteur de transcription Nrf2. En conditions 

normales, Nrf2 est séquestré dans le cytoplasme par le complexe Cul3-Keap1 (Kelch-

like ECH-associated protein 1) et dégradé par le protéasome (voir Figure 16) (Bellezza 



  

Figure 16 : Régulation transcriptionnelle des défenses antioxydantes par l’autophagie et le système 

du protéasome. 

En condition basale (fond blanc), le facteur Nrf2 est inhibé et Keap1 sous sa forme réduite fonctionne 

comme E3 ubiquitine ligase procédant à l’ubiquitination du facteur Nrf2, le destinant à une 

dégradation par le protéasome. Par conséquent, les niveaux constitutifs de Nrf2 sont bas. Dans des 

conditions de stress (fond rose), Keap1 est oxydé, libérant Nrf2 qui peut ensuite être transloqué dans 

le noyau. Le facteur Nrf2 s’associe avec des facteurs de transcription pour permettre la transcription 

des gènes de protéines antioxydantes contenant dans leur promoteur une séquence ARE. En 

condition de stress oxydatif qui mène à une déficience d’autophagie, p62 s’accumule dans le 

cytoplasme et interagit avec Keap1 ce qui inhibe son interaction avec Nrf2 et permet à ce dernier de 

procéder à la transcription des gènes cibles.  

Source : Navarro-Yepes et al. 2014 
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et al. 2018).  Lors d’un stress oxydatif, Keap1 est oxydé causant l’inhibition de 

l’ubiquitination de Nrf2 et permettant sa translocation au niveau du noyau (voir Figure 

16). Nrf2 se fixe sur les éléments de réponse antioxydante (ARE) et active la 

transcription des gènes antioxydants ainsi que l’expression de p62 (Jain et al. 2010; 

Komatsu et al. 2010). Le récepteur autophagique p62, peut également se lier au 

complexe Keap1 pour induire sa dégradation, libérant ainsi Nrf2, ce qui résulte en un 

effet rétro-positif sur l’activation de l’autophagie (Komatsu et al. 2010; Navarro-Yepes 

et al. 2014). 

Ø Voies de signalisation : Les ROS activent de nombreuses voies de signalisation qui 

peuvent aboutir à l’induction d’autophagie. Par exemple, ces radicaux libres sont 

connus pour activer la MAPKinase JNK. Cette kinase est connue pour dissocier le 

complexe Beclin1/Bcl-2 en phosphorylant Beclin1. La dissociation de ce complexe va 

aboutir à l’induction d’autophagie (Deng et al. 2018; Z. Zhu et al. 2018). Les ROS 

peuvent également induire l’autophagie via l’inhibition de mTOR par l’AMPK (AMP-

activated protein Kinase) (Song et al. 2018; S.-B. Wu et al. 2014).  

Ø Oxydation d’ATG4 : Le H2O2 peut modifier les protéines contenant des groupements 

thiols tels que ceux contenants des cystéines, comme c’est le cas pour la protéine 

ATG4, protéase essentielle de l’autophagie (Scherz-Shouval et al. 2007). Ainsi, les ROS 

jouent un rôle majeur dans la régulation du processus autophagique. 

Ø Dégradation des protéines oxydées : Lorsque les ROS s’accumulent davantage, la 

cellule fait face à un stress oxydatif qui peut engendrer l’oxydation irréversible de 

certaines protéines, lipides ou de l’ADN. Les protéines oxydées sont éliminées par le 

protéasome ou par autophagie (S. Kaushik et Cuervo 2006; Navarro-Yepes et al. 2014).  

Ø Mitophagie : Les ROS produits par un dysfonctionnement des mitochondries sont 

essentiels pour l’induction de mitophagie (dégradation sélective des mitochondries) 

par deux voies majeures :  

- Voie PINK1/Parkin : en cas de perte du potentiel membranaire de la mitochondrie, la 

facteur Parkin (E3 ligase) est recruté au niveau de la mitochondrie par la protéine 

PINK1  (PTEN-induced kinase 1) (D. Narendra et al. 2008; Matsuda et al. 2010). Parkin 

ubiquitine la VDAC1 mitochondriale (Voltage-dependent channel 1) qui sera alors 

reconnue par p62, conduisant la mitochondrie endommagée à la dégradation par 

autophagie (Geisler et al. 2010; D. P. Narendra et al. 2010).  
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- Voie NIX/Bnip3L : NIX/Bnip3L  (Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa-interacting protein 3, 

long form) possède un domaine BH3 atypique et un domaine LIR assurant son 

interaction avec les protéines GABARAPL1 et LC3A (Ji Zhang et Ney 2009; Novak et al. 

2010). NIX/Bnip3L assure une fonction de récepteur autophagique pour la dégradation 

sélective des mitochondries (Schweers et al. 2007).  

Ø Conséquences en physiopathologie : Plusieurs pathologies ont été associées avec une 

accumulation de ROS et une autophagie défectueuse. Par exemple, l’accumulation de 

protéines oxydées mène à l’agrégation de ces protéines ce qui, en absence 

d’autophagie, permet le développement de maladie neurodégénérative (Yue et al. 

2009). De plus, dans des cellules cancéreuses, l’accumulation de ROS suite à une 

hypoxie active l’autophagie entrainant la dégradation des mitochondries (car 

productrices de ROS), et favorisant la survie de la cellule tumorale (Rouschop et 

Wouters 2009).  

1.3 Autophagie et VIH-1 

L’autophagie est largement impliquée dans les processus de réponse immunitaire innée et 

adaptative. En effet, ce processus est reconnu comme un mécanisme majeur de la réponse 

immunitaire intrinsèque. Ainsi, les microbes intracellulaires peuvent être capturés par les 

récepteurs autophagiques pour être dégradés par la voie lysosomale (Deretic, Saitoh, et Akira 

2013). On parle alors de xénophagie. L’autophagie combat les infections virales par plusieurs 

mécanismes : (I) la dégradation de composés viraux intra-cytoplasmiques (processus appelé 

virophagie) ; (II) l’activation du système immunitaire inné au travers des récepteurs 

endosomaux TLR (toll-like receptors) qui peuvent détecter la présence d’acides nucléiques 

viraux ; (III) l’activation de l’immunité adaptative au travers de la présentation d’antigènes 

viraux endogènes par le complexe MHC de classe I et II ; (IV) la régulation de l’activation du 

système immunitaire inné par le contrôle de la qualité des mitochondries et de la production 

de ROS ; (V) la promotion de la survie de la cellule (Dong et Levine 2013). L’autophagie joue 

également un rôle majeur dans l’immunité adaptative en régulant la survie et la fonction des 

cellules B et T (Deretic, Saitoh, et Akira 2013). Par exemple, la prolifération des cellules T après 

stimulation par un antigène requiert l’autophagie pour neutraliser les voies de mort cellulaire 

(Walsh et Bell 2010).  De plus, l’autophagie permet la présentation d’antigènes intracellulaires 
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par le MHC de classe II et stimule la présentation d’antigènes extracellulaires par le MHC de 

classe I (Münz 2016).  

De par son rôle dans la réponse immunitaire, les agents pathogènes ont développé des 

stratégies, au travers de leur évolution, afin de bloquer l’autophagie ou de l’utiliser à leur 

propre profit (Vergne et al. 2017).   

L’autophagie a un rôle complexe dans l’infection par le VIH-1 car il dépend à la fois du type 

cellulaire ciblé par le virus et du statut infectieux de la cellule (cellules productivement 

infectées vs cellules voisines d’une cellule infectée) (Daussy et Espert 2016; Kyei et al. 2009; 

Blanchet et al. 2010; Denizot et al. 2008; Espert et al. 2006; Sagnier et al. 2015; Borel et al. 

2015; Papin et al. 2014). 

1.3.A.1 Lymphocytes T CD4 

1.3.A.2. Lymphocytes T CD4 non infectés 

Le VIH-1 infecte principalement les cellules du système immunitaire présentant le récepteur 

CD4 et les corécepteurs CXCR4 et/ou CCR5 à leur surface. Parmi ces cellules, les LT CD4 sont 

les cibles majeures de l’infection puisque le virus s’y réplique efficacement et induit leur forte 

déplétion par apoptose. Comme mentionné précédemment, la majeure partie des LT CD4 qui 

disparaissent au cours de l’infection ne sont pas infectés de manière productive mais sont les 

LT CD4 voisins des cellules infectées, mettant en évidence un effet appelé 

« bystander ».(Alimonti 2003; Finkel et al. 1995; Gougeon 2005; Varbanov, Espert, et Biard-

Piechaczyk 2006).  

Notre équipe, ainsi que d’autres, a montré que les glycoprotéines de l’enveloppe virale (Env) 

possèdent un rôle majeur dans la disparition des lymphocytes T CD4 non infectés. En effet, 

des LT CD4 infectés, qui expriment Env à leur surface, sont capables d’induire la mort par 

apoptose des LT CD4 non infectés après l’interaction de Env avec ses récepteurs (CD4 et CXCR4 

ou CCR5). En recherchant les mécanismes, induits par Env, responsables de cette apoptose, 

mon équipe a montré que l’autophagie était nécessaire à son déclenchement (voir Figure 18). 

En effet, le blocage de l’autophagie par utilisation de drogues comme la 3-MA, qui bloque les 

phases d’initiation de l’autophagie, ou Bafilomycine A1 (BafA1), qui bloque les étapes de 

maturation du processus, suffit à abolir l’induction d’apoptose par Env dans les cellules 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Modèle des interactions entre le VIH-1 et l’autophagie dans les LT CD4.  

L’autophagie est induite rapidement par Env à l’entrée du virus. Puis, cette autophagie est contrôlée 

par Vpr dans la phase précoce du cycle de réplication viral, pour être complètement inhibée par la 

protéine Vif néosynthétisée dans la phase tardive. Cette inhibition d’autophagie permettrait d’éviter 

la dégradation de Tat, protéine essentielle au cycle de réplication viral.  
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bystanders. Ce résultat a été confirmé par ARN interférence, en utilisant des siRNAs dirigés 

contre Beclin1, ATG7 ou ATG5 (Espert et al. 2006). Par la suite, le rôle des deux glycoprotéines 

de l’enveloppe virale, gp120 et gp41, et de la signalisation cellulaire induite par leurs 

interactions avec les récepteurs du VIH-1 (CD4 et CXCR4) a permis de montrer que c’est 

l’activité fusogénique de la gp41 qui est responsable de l’induction d’autophagie dans ce 

modèle. En effet, la simple mutation du second acide aminé du peptide de fusion de la gp41 

(Mutation Val->Glu), suffit à abolir l’induction de l’autophagie et, par conséquent, de 

l’apoptose dans les LT CD4 non infectés  (voir Figure17) (Denizot et al. 2008). Ce résultat 

indique que le processus observé est indépendant du tropisme de l’enveloppe virale (R5 ou 

X4). Une étude protéomique réalisée en parallèle a permis également de mettre en évidence 

un stress oxydatif induit par Env, caractérisé par une accumulation de ROS, au sein des cellules 

cibles T CD4 non infectées (Molina et al. 2007).  

La recherche des relations entre le stress oxydatif et l’autophagie induits par Env dans les 

cellules T CD4 bystanders, et leur rôle dans l’apoptose de ces cellules, a constitué la base de 

mon projet de thèse. 

1.3.A.1. Lymphocytes T CD4 Infectés 

À la suite de la découverte de l’implication de l’autophagie dans les LT CD4 bystanders, mon 

équipe s’est intéressée au rôle de ce processus dans les cellules T CD4 productivement infectés 

par le VIH-1. Elle ainsi pu montrer que l’autophagie est induite par Env dans les LT CD4 lors de 

l’étape d’entrée du virus. Cependant, cette autophagie apparaît rapidement contrôlée dans 

les phases précoces du cycle de réplication et elle est complètement inhibée dans les phases 

tardives (Espert et Biard-Piechaczyk 2009; Espert et al. 2009; Zhou et Spector 2008; Sagnier et 

al. 2015). La recherche des facteurs viraux capables de contrôler l’autophagie dans ce modèle 

nous ont permis de mettre en évidence un rôle de Vpr dans les phases précoces du cycle de 

réplication viral. En effet, Vpr induit une diminution de la transcription des gènes ATGs, en 

permettant la dégradation du facteur de transcription FOXO3a par le protéasome (Manuscrit 

soumis, voir page 110). Dans les phases tardives du cycle de réplication du VIH-1, l’autophagie 

est complètement inhibée par l’action de la protéine virale Vif qui interagit avec LC3 (Borel et 

al. 2015). Le VIH-1, comme d’autres virus, a ainsi développé des stratégies pour éviter ce 

processus d’immunité intrinsèque. En effet, si l’autophagie n’était pas bloquée par Vpr, puis 

par Vif, elle serait capable de dégrader sélectivement le transactivateur viral Tat, protéine 
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essentielle à son cycle de réplication (voir Figure 17). La dégradation de Tat par autophagie 

fait intervenir le récepteur autophagique p62 mais ne requiert pas l’ubiquitination de Tat 

(Sagnier et al. 2015).  

Un niveau de complexité supplémentaire a été mis en évidence par notre équipe, ainsi que 

par d’autres équipes. En effet, l’autophagie induite par Env à l’entrée du virus, bien qu’elle 

soit rapidement contrôlée, semble promouvoir la réplication virale. Ainsi, des travaux 

montrent que plusieurs protéines majeures de l’autophagie seraient nécessaires à l’infection 

par le VIH-1. En effet, l’utilisation de shRNA dirigés contre certains ATGs diminue la réplication 

du VIH-1 (Brass et al. 2008; Eekels et al. 2012).  

Enfin, des mécanismes d’autophagie non canonique semblent également contribuer à 

l’infection par le VIH-1. En particulier, un mécanisme similaire au processus de LAP a été mis 

en évidence comme étant impliqué dans la levée de restriction, imposée par Bst2/Tetherin, 

par la protéine virale Vpu (Madjo et al. 2016). 

Peu de travaux ont été effectués sur le rôle de l’autophagie au cours de l’infection par le VIH-

1 au niveau clinique. Cependant, les résultats tendent à indiquer que l’autophagie serait plutôt 

favorable aux patients. En effet, une augmentation du niveau d’autophagie a été observée 

dans les cellules immunitaires du sang périphérique (PBMCs) issues de patients 

asymptomatiques depuis plus de 10 ans (Long Term Non progressors) ou chez des patients qui 

contrôlent leur virémie en dessous des limites de détection (Elite Controllers) (Nardacci et al. 

2014). Par ailleurs, la réponse à un stimulus autophagique des cellules T CD4 d’individus 

infectés par le VIH-1 sous traitement antirétroviral efficace est statistiquement plus faible que 

celle des cellules T CD4 de sujets non infectés. Ce défaut dans les capacités d’induction de 

l’autophagie est encore plus prononcé dans les LT CD4 de patients « immunodiscordants », 

qui ont une charge virale indétectable sous traitement mais dont le nombre de LT CD4 reste 

très faible, suggérant que l’autophagie contrôle, au moins en partie, la réponse 

immunologique (Gómez-Mora et al. 2017). 



 

 

 

 

Figure 18 : Relations entre le VIH et l’autophagie selon le type cellulaire ciblé ; lymphocytes T CD4, 

macrophage ou cellule dendritique.  

L’autophagie est induite par l’activité fusogénique de la gp41 de Env dans les cellules T CD4 non infectées, 

ce qui résulte en la mort de ces cellules par apoptose. La mort des cellules T CD4 bystander participe à 

la progression des patients vers la phase SIDA. Dans les cellules lymphocytaires T CD4 productivement 

infectées, l’autophagie est inhibée par la protéine virale Vif permettant au virus d’échapper à la 

dégradation cellulaire. Dans les cellules macrophages non infectées, la protéine virale Tat et la 

production de cytokine IL10 participent à l’inhibition d’autophagie visant à diminuer la présentation de 

MHC-II et préserver la population cellulaire. Au sein des cellules macrophagiques productivement 

infectées, la protéine virale Nef induit l’autophagie par interaction avec la protéine IRGM et inhibe ses 

étapes dégradatives par interaction avec la protéine Beclin1 afin de favoriser le cycle réplicatif viral en 

évitant sa dégradation. Dans les cellules dendritiques, l’autophagie est inhibée par Env qui active la voie 

de signalisation Akt/mTOR. Cette inhibition d’autophagie par le VIH-1 participe à diminuer la réponse 

immunitaire antivirale.  

Source : Daussy et Espert 2016 



44 
 

1.3.A.2 Autres types cellulaires cibles du VIH-1 

1.3.B.1. Macrophages 

Les macrophages sont des cibles du VIH-1 qui se comportent différemment concernant la 

réponse autophagique à l’infection. En effet, à la différence des cellules T CD4 bystanders, le 

contact avec des cellules infectées, exprimant Env à leur surface, n’induit pas d’autophagie, ni 

d’apoptose, dans les macrophages bystanders, que ce soient des enveloppes virales à 

tropisme X4 ou R5 (Espert et al. 2009). Par ailleurs, il a été montré que la protéine virale Tat, 

connue pour être sécrétée par les cellules infectées, a la capacité d’inhiber l’autophagie dans 

les macrophages bystanders en agissant sur les voies de signalisation Scr-Akt et STAT3 et via 

l’induction d’une forte production d’IL-10 (voir Figure 18) (Van Grol et al. 2010).  

Dans les macrophages productivement infectées par le VIH-1, on observe une manipulation 

fine de l’autophagie par le virus, en particulier par sa protéine virale Nef, pour favoriser sa 

réplication. En effet, l’étape d’initiation de l’autophagie est activée par l’interaction de Nef 

avec la protéine IRGM (immunity-associated GTPase family) (Grégoire et al. 2011). Ainsi, on 

observe de nombreuses vacuoles autophagiques dans les macrophages infectés par le VIH-1. 

Cette accumulation est due à la fois à l’activation des étapes d’initiation mais aussi au blocage 

des étapes de maturation de l’autophagie. Ce blocage est également effectué par Nef qui agit 

en interagissant avec Beclin1 au sein du complexe PI3K III/Beclin1/UVRAG. L’accumulation des 

autophagosomes favorise la réplication virale (Kyei et al. 2009). L’interaction entre Nef et 

Beclin1 est également responsable de la séquestration du facteur de transcription TFEB, 

entrainant une inhibition de la transcription de gènes ATGs, ajoutant un niveau de régulation 

transcriptionnel (Campbell et al. 2015). Cependant, il est important de noter que l’autophagie 

reste un mécanisme anti-VIH dans ces cellules puisqu’une induction d’autophagie par des 

drogues (Torin 1 ou Rapamycin) conduit à une baisse de production virale (Espert et al. 2009). 

1.3.B.2. Cellules Dendritiques 

Les cellules dendritiques (DCs) sont une population de cellules myéloïdes se situant à 

l’interface entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Lors de l’infection par le VIH-1, 

ces cellules sont impliquées dans la transmission du virus aux LT CD4. Les DCs peuvent 

internaliser le VIH-1 grâce à différents récepteurs présents à leur surface, comme DC-SIGN. 

Dans ce cas, l’autophagie est rapidement inhibée par le virus, et plus précisément par Env, qui 
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active la voie de signalisation Akt/mTOR (Blanchet et al. 2010). En bloquant l’autophagie, le 

virus échappe à la dégradation et limite la réponse immunitaire (voir Figure 18).  

1.3.B.3. Cellules du système nerveux central 

La barrière hémato-encéphalique protège le système nerveux central (SNC) et représente 

donc un lieu où persister à l’abri de la réponse immunitaire pour le virus lorsqu’il parvient à la 

franchir. Le VIH-1 peut accéder au SNC rapidement après l’infection initiale grâce aux 

macrophages ou des cellules de la microglie. Une fois au niveau du SNC, le virus pourra se 

répliquer au sein de ces types cellulaires mais également au sein de certaines cellules 

neuronales. Ce processus engendre des déficits en cellules neuronales et est associé au 

développement de symptômes de l’infection par le VIH-1 appelé HAND (HIV-Associated 

Neurocognitive Disorders) (Carroll et Brew 2017; Eggers et al. 2017). L’apparition de HAND 

chez les patients infectés est associée à une espérance de vie diminuée. Dans les cellules 

neuronales, l’autophagie est particulièrement impliquée dans l’élimination des agrégats 

protéiques et organelles endommagées qui s’accumulent lors du vieillissement de la cellule. 

Dans ce contexte, une accumulation d’autophagosomes a été observée dans le cerveau des 

patients séropositifs post-mortem (Zhou, Masliah, et Spector 2011), mais le mécanisme par 

lequel l’autophagie est altérée n’a pas encore été totalement élucidé. L’autophagie est un 

mécanisme particulièrement impliqué dans le vieillissement, et son altération conduit à un 

vieillissement accéléré du cerveau chez les patients infectés ce qui représente un facteur de 

risque supplémentaire de développer une maladie neurodégénérative (Fields et al. 2013).  
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Objectifs de la thèse 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Env induit la production de ROS dans les cellules T CD4 cibles.  

Des cellules issues de lignées cellulaires T (CEM) ou des lymphocytes T CD4 primaires 

ont été cocultivés avec des cellules exprimant ou non Env durant 48 h. Les cellules 

cibles ont ensuite été récupérées pour dosage des ROS produits en utilisant la sonde 

DHR123 (sonde fluorescente en présence de ROS, détection en cytométrie de flux). 

Figure 20 : Observation de l’autophagie induite par Env dans les cellules T CD4 cibles.  

Des cellules T CD4 primaires ont été cocultivées avec des cellules exprimant ou non Env 

durant 48 h. Les cellules cibles ont été récupérées pour être analysées par TEM.  
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2 Objectifs de la thèse 

La physiopathologie de l’infection par le VIH-1 se caractérise par la diminution du nombre de 

LT CD4 au cours du temps, aboutissant à plus ou moins long terme au SIDA chez les patients 

non traités. Il a largement été caractérisé que la majorité des cellules T CD4 qui disparaissent 

au cours de ce processus ne sont pas les cellules qui sont productivement infectées mais les 

cellules voisines non infectées (effet « bystander »). De nombreux mécanismes sont connus 

pour être impliqués dans cet effet. Notamment, il a été montré par mon équipe, ainsi que par 

d’autres, que des cellules infectées, exprimant Env à leur surface, peuvent induire la mort par 

apoptose des cellules T CD4 non infectées après interaction de Env avec ses récepteurs CD4 

et CXCR4 ou CCR5. Mon équipe a également montré que, dans ce contexte, Env induit 

massivement le processus d’autophagie dans les cellules non infectées et que ce processus 

est responsable du déclenchement de l’apoptose (Espert et al. 2006). L’objectif de mon projet 

de thèse était donc de déterminer comment l’autophagie pouvait conduire à l’apoptose 

induite par Env dans les LT CD4 non infectés bystanders. 

Notre démarche s’est basée sur les résultats préliminaires suivants obtenus par mon équipe : 

- L’autophagie induite par Env doit être complète, donc dégradative, pour conduire à 

l’apoptose. Ceci suggère qu’un facteur de survie est dégradé par autophagie dans ce 

contexte. 

- Une étude protéomique réalisée par mon équipe a montré que Env induit un stress 

oxydatif dans les LT CD4 non infectés (voir Figure 19) (Molina et al. 2007). 

- Des expériences de microscopie électronique (TEM) ont permis d’observer la présence 

de structures semblables à des peroxysomes au sein de vacuoles autophagiques dans 

des cellules T CD4 cibles après leur coculture avec des cellules exprimant Env (voir 

Figure 20).  

Compte-tenu de ces différents résultats préliminaires, nous avons émis l’hypothèse que 

l’autophagie induite par Env pourrait dégrader les peroxysomes. En effet, les peroxysomes 

sont des organelles essentielles à la défense antioxydante des cellules. Ainsi, leur dégradation 

pourrait entrainer l’accumulation des ROS induite par Env et provoquerait la mort par 

apoptose des cellules cibles (voir Figure 21).   
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Le contact entre les cellules T CD4 infectées exprimant Env et les cellules T CD4 non infectées 

exprimant les récepteurs du VIH-1 induit dans ces dernières l’autophagie et un état de stress 

oxydatif menant ces cellules à leur mort par apoptose. Nous avons tenté d’identifier le facteur 

de survie dégradé par autophagie dont la disparition mène à la mort de la cellule T CD4 non 

infectée. 
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  Résultats 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Modèles cellulaires étudiés 

A. Modèle 1 : Les cellules effectrices HEK.293 exprimant les glycoprotéines virales Env en 

surface sont mises en coculture durant 48 h avec des cellules cibles exprimant les récepteurs 

CD4 et CXCR4 Modèle 2 : Les cellules effectrices sont des cellules 8E5 exprimant Env qui sont 

chroniquement infectées par un virus défectueux comportant une mutation au niveau de la 

RT. Ces cellules sont mises en coculture durant 48 h avec les cellules cibles HEK.293 exprimant 

stablement les récepteurs CD4 et CXCR4 avant leur récolte pour analyse.  

B. Niveau d’autophagie au cours du cycle réplicatif du VIH-1 dans LT CD4 non infecté 
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3 Résultats  

3.1 Modèles cellulaires et analyse de l’autophagie 

3.1.A Modèles cellulaires 

Les résultats obtenus sont basés sur la coculture entre des cellules dites « effectrices » et des 

cellules dites « cibles ». Les cellules effectrices sont celles qui expriment Env en surface (issu 

de pNL4-3 à tropisme X4) et les cellules cibles expriment les récepteurs CD4 et CXCR4. 

· Modèle 1 (voir Figure 22) : Des cellules adhérentes HEK.293 ont été stablement 

transfectées avec un plasmide permettant l’expression de Env en surface et sont les 

cellules effectrices de ce modèle. Des cellules HEK.293T n’exprimant pas Env sont 

utilisées comme contrôle. Les cellules cibles de ce modèle sont des cellules T CD4 en 

suspension exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4. Les cellules de lignée cellulaire 

CEM (A201.CD4/403) sont des lymphoblastes exprimant un récepteur CD4 tronqué en 

position 403. Ce récepteur CD4 conserve sa propriété de reconnaissance par la gp120 

mais n’est en revanche plus capable de transmettre les signaux intracellulaires. 

Comme l’induction d’autophagie par Env dépend de la fusion membranaire médiée 

par la gp41, ce mutant n’a aucun impact sur nos résultats. Des cellules cibles T CD4 

primaires purifiées à partir de sang issu de donneurs sains peuvent également être 

utilisées dans ce modèle (Convention avec l’EFS). Les cellules sont mises en coculture 

durant 48 h, temps nécessaire pour observer une bonne induction d’apoptose en 

réponse à Env. Les cellules cibles sont ensuite récoltées pour être analysées selon la 

technique désirée.  

· Modèle 2 (voir Figure 22) : Les cellules effectrices utilisées dans ce modèle de coculture 

sont les 8E5 qui sont des cellules T chroniquement infectées, donc exprimant Env à 

leur surface, par un virus VIH-1 comportant une mutation au niveau de la RT ce qui 

rend ces virions incapables de compléter un cycle infectieux. Les cellules cibles sont 

des cellules adhérentes HEK.293 exprimant stablement les récepteurs CD4 et CXCR4. 

Bien que ce modèle soit moins physiologique, il nous permet de réaliser des 

expériences de transfection des cellules cibles plus aisément. De plus, notre équipe a 

montré que la séquence d’évènement « autophagie-apoptose » induite par Env se 

produit de la même façon dans ces cellules que dans les cellules T. Nous utilisons des 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 23 : Stratégies d’inhibition de l’autophagie. 

L’AMD3100 est un antagoniste de CXCR4 qui empêche la reconnaissance par la 

gp120. La Spautin1 inhibe l’initiation de l’autophagie. L’interférence ARN du facteur 

Beclin1 diminue l’expression de ce facteur impliqué dans l’initiation de l’autophagie. 

La BafA1 est un inhibiteur de la fusion des autophagosomes avec les lysosomes. Les 

antiprotéases (E64d et Pepstatine A) inhibent les protéases du lysosome.  
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cellules effectrices n’exprimant pas Env telles que des CEM en contrôle. Après 48 h de 

coculture, les cellules cibles sont récupérées pour être analysées.  

3.1.B Techniques d’analyse de l’autophagie 

Nous disposons de plusieurs stratégies d’inhibition des étapes essentielles de l’autophagie 

selon les modèles étudiés (voir Figure 23). Nous pouvons ainsi inhiber le contact entre Env et 

CXCR4 par l’utilisation d’AMD3100 qui est un antagoniste de CXCR4 et qui, par conséquent, 

empêche ainsi la reconnaissance de ce corécepteur par la gp120 (Donzella et al. 1998). Nous 

pouvons également inhiber l’autophagie à différents stades en utilisant des drogues comme 

la Spautin1 (bloque l’étape d’initiation), la Bafilomycine A1 (BafA1, inhibiteur de l’étape de 

maturation), les antiprotéases (AP : E64d + Pepstatine A, inhibiteur de la dégradation 

lysosomale). L’autophagie peut aussi être inhibée par la technique d’ARN interférence après 

transfection de siRNA dirigés contre l’expression d’ATG indispensables au processus 

d’autophagie. Dans cette étude, nous utilisons un siRNA dirigé contre l’expression de la 

protéine Beclin1 (Klionsky et al. 2016). Enfin, pour identifier si l’autophagie dégrade ses 

substrats de manière sélective, nous utilisons des siRNA dirigés contre l’expression de 

récepteurs de l’autophagie (sip62 ou siNBR1 en particulier). 

3.2 L’autophagie induite par Env conduit à l’apoptose des cellules T CD4 non 

infectées 

Mon équipe a précédemment montré que l’autophagie est nécessaire au déclenchement de 

l’apoptose induite par Env dans les cellules T CD4 non infectées bystanders (Espert et al. 2006). 

En effet, lorsque l’autophagie est inhibée par différentes stratégies (3-MA, siATG7, siBeclin1, 

Bafilomycine A1), l’apoptose induite par Env est inhibée. Au cours de ma thèse, j’ai participé 

à la reproduction de ces résultats en utilisant la technologie « HTRF » (Homogeneous Time 

Resolved Fluorescence, CisBio) basée sur une détection par FRET (Fluorescence Resonance 

Energy Transfer) (voir HTRF (Homogeneous Time Resolved Fluorescence)pour détails du kit). 

Pour ce faire, nous avons utilisé un kit permettant le dosage des formes clivées de la PARP 

(poly(ADP-ribose) polymérase) qui est une cible bien caractérisée des caspases 3 et 7 et qui 

permet ainsi de quantifier l’apoptose. Ainsi, les cellules T CD4 cibles ont été cocultivées durant 

48 h avec des cellules exprimant ou non les glycoprotéines virales (Env) (Modèle 1) en 

présence ou non de drogues (AMD3100, BafA1, Spautin1). Les cellules cibles ont ensuite été 



 

Figure 24 : L’apoptose induite par Env dépend de l’autophagie 

Les cellules cibles T CD4 ont été cocultivées avec des cellules effectrices exprimant ou 

non Env. La coculture a duré 48 h en présence ou non d’inhibiteur du contact avec Env 

(AMD3100 1 µg/mL) ou d’inhibiteurs de l’autophagie (Spautin1 50 µM, Bafilomycine 

A1 100 nM). Les cellules cibles ont été récupérées et l’apoptose induite par Env a été 

analysée par dosage du clivage de la PARP (technologie HTRF, Cisbio). 

Figure 25 : L’IL1β n’est pas produite en réponse à Env dans notre modèle.  

A. Des cellules T CD4 ont été cocultivées avec des cellules exprimant ou non Env. 

Après 48 h, la production l’IL1β a été dosée dans les surnageants de coculture et dans 

les lysats totaux des cellules cibles. (CT- : taux basal d’IL1β dans les cellules T CD4 

cibles, CT+ : contrôle positif fourni dans le kit de dosage). B. Dosage de l’apoptose 

(PARP clivé) dans les mêmes lysats totaux que pour la condition en A. 
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récoltées et le taux d’apoptose analysé. Les résultats, présentés en Figure 24, montrent que 

l’apoptose est induite dans les cellules cibles suite au contact avec des cellules exprimant Env. 

Tel que précédemment observé, cette induction d’apoptose est bien dépendante de Env 

puisque l’utilisation d’AMD3100 inhibe la mort des cellules cibles. L’utilisation de deux 

inhibiteurs d’autophagie différents, Spautin1 et BafA1, indique que l’autophagie est bien 

nécessaire à l’apoptose induite par Env. De plus, les résultats obtenus après inhibition des 

étapes de maturation de l’autophagie (BafA1) montrent que le processus doit être complet et 

dégradatif pour conduire à l’apoptose.  

Comme indiqué dans l’introduction de ce manuscrit (Chapitre Déplétion des lymphocytes T 

CD4), les travaux du groupe de W.Greene ont décrit le rôle d’un autre type de mort cellulaire 

appelé « pyroptose » dans la déplétion des cellules T CD4 non infectées exposés à des cellules 

infectées (Doitsh et al. 2014). Ce processus fait intervenir la caspase 1 dont l’activation permet 

la maturation de l’IL1β et sa sécrétion. Pour vérifier si ce processus est aussi impliqué dans 

notre modèle, des cellules T CD4 cibles ont été mises en coculture pendant 48 h avec des 

cellules exprimant, ou non, Env. La production d’IL1β a été évaluée par HTRF dans les 

surnageants de la coculture et dans les lysats totaux de cellules cibles. Les résultats, présentés 

en Figure 25, n’indiquent pas de production de cette cytokine dans notre modèle, alors que 

l’apoptose est bien induite dans les mêmes conditions. Ce résultat indique que Env n’est pas 

responsable de l’induction de pyroptose dans les cellules T CD4 non infectées. Ainsi, plusieurs 

types de mort cellulaire peuvent être induites dans les cellules T non infectées exposées à des 

cellules infectées. 

3.3 L’autophagie induite par Env est responsable de l’accumulation de ROS dans les 

cellules T CD4 non infectées. 

Une précédente étude de mon équipe a révélé l’induction d’un stress oxydatif par Env au sein 

des cellules T CD4 non infectées (Molina et al. 2007).  J’ai donc analysé le rôle de l’autophagie 

dans cette production de ROS. J’ai cocultivé des cellules T CD4 cibles avec des cellules 

effectrices (exprimant Env) pendant 48 h en présence, ou non, d’une drogue inhibant l’étape 

d’initiation de l’autophagie (Spautin1) (modèle 1). La mesure des ROS présents au sein des 

cellules cibles a été réalisée par dosage de l’oxydation de la DHR123 (DiHydroRhodamine 123) 

par cytométrie en flux. Dans la condition non traitée (Mock), on observe une production de 

ROS induite par Env. En revanche, lorsque l’autophagie est inhibée par la Spautin1, la 



 

Figure 26 : Analyse du rôle de l’autophagie induite par Env dans la 

production de ROS. 

Des cellules T CD4 ont été cocultivées durant 48 h avec des cellules 

exprimant ou non Env. La coculture a été traitée ou non avec un inhibiteur 

de l’autophagie (Spautin1, 50 µM). La production de ROS a ensuite été 

dosée par DHR123 dans les cellules T CD4 cibles par cytométrie en flux. 

Figure 27 : Le stress oxydatif induit par Env est impliqué dans la mort par apoptose des cellules T CD4 

non infectées cibles.  

Des cellules issues de lignées cellulaires T CD4 (CEM) ou des lymphocytes T CD4 primaires ont été 

cocultivés avec des cellules exprimant ou non Env durant 48 h en présence ou en absence de NAC 

(10mM). Les cellules T CD4 cibles ont ensuite été récupérées pour doser le clivage de la PARP 

(apoptose) par la technologie HTRF.  
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production de ROS est diminuée dans ces cellules cibles (voir Figure 26). De façon inattendue, 

ces résultats montrent, dans ce contexte, que l’autophagie n’a pas un rôle antioxydant. Au 

contraire, ce processus participe à l’établissement du stress oxydatif induit par Env dans les 

cellules T CD4 non infectées.  

3.4 Les ROS induits par Env sont responsables de la mort par apoptose des cellules T 

CD4 non infectées 

A la vue des résultats précédents, nous nous sommes intéressés au rôle du stress oxydatif 

dans la mort par apoptose des cellules des LT CD4 non infectées exposées à Env. Pour cela, le 

niveau d’apoptose a été mesuré par HTRF (dosage du clivage de la PARP) dans le modèle 1 de 

coculture, en présence, ou non, de NAC (N-acétylcystéine), drogue antioxydante. Ces 

expériences ont été réalisées à la fois dans une lignée de cellules T CD4 ou dans des 

lymphocytes T CD4 primaires purifiés à partir de sang de donneurs sains. Les résultats 

montrent que l’utilisation du NAC inhibe totalement la mort par apoptose induite par Env dans 

les cellules T CD4 non infectées (voir Figure 27), indiquant un rôle majeur du stress oxydatif 

induit par Env dans cette mort.  

Nous avons donc montré que l’autophagie induite par Env participe à l’induction d’un stress 

oxydatif dans les cellules T CD4 non infectées et que celui-ci est responsable de la mort par 

apoptose de ces cellules. Nos résultats montrent également que l’autophagie induite par Env 

doit être complète pour conduire à l’apoptose de ces cellules. L’ensemble de ces données 

indiquent fortement que l’autophagie induite par Env serait responsable de la dégradation 

d’un composé à activité antioxydante. En effet, les cellules T CD4 cibles, privées de leurs 

défenses antioxydantes suite à leur dégradation par autophagie, ne pourraient plus détoxifier 

les ROS produits, entrainant un stress oxydatif responsable de leur mort par apoptose.  

La suite de notre étude a consisté à vérifier cette hypothèse en identifiant quel substrat 

cellulaire, ayant une action antioxydante, serait dégradé par l’autophagie induite par Env.    

3.5 Env induit la dégradation sélective des protéines peroxysomales par autophagie  

Tel que précédemment mentionné, l’autophagie a un rôle essentiel dans le maintien de 

l’homéostasie cellulaire et participe au recyclage d’organelles endommagées ou 

surnuméraires. De façon intéressante, elle est connue pour son rôle dans la régulation du 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Protéines du peroxysome sont dégradées suite au contact avec Env 

Des cellules T CD4 ont été cocultivées avec des cellules exprimant ou non Env en présence ou non  

d’ADM3100 (1 µg/mL). Après 48 h, les cellules cibles sont récupérées et analysées en western 

blot pour l’expression de Pex14 ou catalase. Les quantifications du niveau d’expression des 

protéines sont présentées sous forme du rapport entre la protéine d’intérêt et la GAPDH. Pour 

chaque condition (non-traitée/traitée) on comparera les conditions exposées ou non à Env (Env- 

vs Env+). Ces expériences sont représentatives de plusieurs expériences.  
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nombre de peroxysomes. Pour rappel, les peroxysomes sont des organelles cellulaires 

majeures dans la lutte contre le stress oxydatif.  

Comme mentionné précédemment, mon équipe a observé des structures similaires à des 

peroxysomes présentes à l’intérieur des autophagosomes dans les cellules T CD4 non 

infectées cibles après leur coculture avec des cellules exprimant Env (Figure 20).  Du fait de 

leur rôle majeur dans la lutte contre le stress oxydant, nous avons recherché si ces organelles 

pourraient être les cibles de l’autophagie induite par Env dans les cellules T CD4 cibles. En 

effet, leur dégradation par autophagie pourrait réduire les capacités antioxydantes de la 

cellule et ainsi conduire à une accumulation de ROS.   

Plusieurs approches expérimentales ont été mises au point pour tester cette hypothèse. Nous 

avons, en particulier, suivi l’expression de deux protéines peroxysomales, la catalase et Pex14, 

dans les cellules T CD4 non infectées en réponse à Env par des études biochimiques. Nous 

avons choisi de suivre ces protéines car : 

- la catalase est une enzyme à activité  antioxydante majeure des peroxysomes 

(impliquée dans le catabolisme du peroxyde d’hydrogène). 

- Pex14 est une protéine impliquée dans la biogénèse des peroxysomes en participant à 

la machinerie d’import des protéines peroxysomales. Pex14 est dès lors une protéine 

qui est spécifiquement associée à ces organelles (Ma, Agrawal, et Subramani 2011). 

3.5.A Env induit la dégradation de la catalase et de Pex14  

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au niveau d’expression de ces 

protéines peroxysomales dans les cellules T CD4 cibles après coculture avec des cellules 

effectrices exprimant Env. Pour cela, les cellules cibles ont été mises en coculture durant 48 h 

avec des cellules effectrices en présence, ou non, d’AMD3100. Les résultats montrent une 

diminution du niveau des protéines Pex14 et catalase suite au contact avec Env dans la 

condition non traitée par l’AMD3100 (voir Figure 28). L’utilisation d’AMD3100, qui inhibe 

l’interaction entre Env et CXCR4, restaure le niveau d’expression des deux protéines testées.   

Ces résultats indiquent que la dégradation de Pex14 et catalase observée est dépendante de 

Env puisqu’elle est inhibée par l’ajout d’AMD3100. De manière importante, cette drogue 

inhibe aussi l’autophagie induite par Env. 



 

 

 

 

Figure 29 : Protéines du peroxysome sont dégradées par l’autophagie induite par Env. 

A. Des cellules T CD4 ont été cocultivées avec des cellules exprimant ou non Env en présence ou 

non d’antiprotéases (AP, E64d, Pepstatine A, 10 µM respectivement). Après 48 h, l’expression 

de Pex14 ou de la catalase est analysée en WB. B. Dosage par PCR semi-quantitative des ARNm 

de Pex14 dans les mêmes lysats que les conditions en A. 

Figure 30 : Protéines du peroxysome sont dégradées par l’autophagie induite par Env. 

Des cellules HEK293 exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 ont été transfectées avec des siRNAs 

CT ou dirigés contre Beclin1, puis cocultivées avec des cellules exprimant ou non Env. Après 48 

h, l’expression de Beclin1, catalase ou Pex14 est analysée en WB. Les quantifications du niveau 

d’expression des protéines sont présentées sous forme du rapport entre la protéine d’intérêt et 

la GAPDH. Pour chaque condition (non-traitée/traitée) on comparera les conditions exposées ou 

non à Env (Env- vs Env+). Ces expériences sont représentatives de plusieurs expériences. 
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3.5.B L’autophagie induite par Env dégrade Pex14 et catalase 

Afin d’analyser si la diminution du niveau des protéines Pex14 et catalase est due à 

l’autophagie induite par Env, le niveau d’expression de ces protéines a été évalué par Western 

Blot dans les cellules T CD4 cibles exposées durant 48 h à des cellules exprimant ou non Env, 

en présence d’inhibiteurs de la dégradation lysosomale (AP pour E64d + Pepstatine A) (voir 

Figure 29A). Les résultats montrent que les niveaux de Pex14 et catalase sont diminués en 

réponse à Env dans les cellules T CD4 cibles et que l’ajout d’inhibiteurs d’autophagie réverse 

cet effet. Ces résultats suggèrent que l’autophagie induite par Env est responsable de la 

dégradation des protéines testées.  

Afin d’éliminer la possibilité d’une régulation transcriptionnelle du niveau de ces protéines, 

nous avons vérifié le niveau des ARNm de Pex14 dans les mêmes conditions. Comme montré 

sur la Figure 29B, nous avons constaté que le niveau des ARNm de Pex14 n’est pas modifié en 

réponse à Env, argumentant en faveur d’une dégradation de la protéine.  

Le rôle de l’autophagie dans la dégradation des protéines du peroxysome a été confirmé par 

l’utilisation de siRNA ciblant l’expression de la protéine Beclin1, essentielle aux étapes 

d’initiation de l’autophagie. Pour ces expériences, le modèle 2 de coculture a été utilisé pour 

optimiser l’efficacité de transfection des siRNAs. Ainsi, les cellules cibles HEK.293 exprimant 

les récepteurs CD4 et CXCR4 ont d’abord été transfectées avec un siRNA contrôle (siCT) ou un 

siRNA ciblant l’ARNm de la Beclin1 (siBec1) avant d’être mises en coculture avec des cellules 

exprimant ou non Env durant 48 h. Les cellules cibles ont ensuite été récoltées pour analyser, 

par Western Blot, l’expression des protéines Beclin1, Pex14 et catalase. Les résultats obtenus 

confirment ceux obtenus avec l’utilisation des antiprotéases, à savoir que lorsque l’autophagie 

induite par Env est inhibée, la dégradation des protéines Pex14 et catalase n’est plus observée 

(voir Figure 30).  

L’autophagie induite par Env est donc responsable de la dégradation de protéines du 

peroxysome.  

3.5.C Identification des récepteurs autophagiques impliqués dans la dégradation de Pex14 

induite par Env 

Deux récepteurs de l’autophagie de la famille des SLRs (Sequestosome-Like Receptors), p62 

et NBR1, ont précédemment été décrits pour leur rôle dans la pexophagie chez les 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Etude des récepteurs autophagiques impliqués dans la pexophagie induite par Env 

Des cellules HEK293 exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 ont été transfectées avec des siRNAs 

CT ou dirigés contre p62 ou NBR1, puis cocultivées avec des cellules exprimant ou non Env. Après 

48 h, l’expression de p62, NBR1 et Pex14 est analysée en WB. Les quantifications du niveau 

d’expression des protéines sont présentées sous forme du rapport entre la protéine d’intérêt et 

la GAPDH. Pour chaque condition (non-traitée/traitée) on comparera les conditions exposées ou 

non à Env (Env- vs Env+). Ces expériences sont représentatives de plusieurs expériences. 
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mammifères (P. K. Kim et al. 2008; Deosaran et al. 2013). Afin d’étudier le rôle de ces 

récepteurs dans la dégradation autophagique, induite par Env, des protéines Pex14 et 

catalase, nous avons choisi d’utiliser des siRNAs ciblant leur expression. Les cellules cibles 

HEK293 exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 (Modèle 2) ont été transfectées par un siCT, 

un sip62 ou un siNBR1 avant d’être mises en coculture durant 48 h avec des cellules exprimant 

ou non Env. Les cellules cibles ont ensuite été récoltées pour analyser par Western Blot le 

niveau d’expression de la protéine Pex14 (voir Figure 31). Comme attendu, dans les cellules 

transfectées avec un siCT, le niveau d’expression de Pex14 est diminué en réponse à Env. En 

revanche, dans les cellules transfectées avec un sip62 ou un siNBR1, le niveau d’expression de 

cette protéine reste inchangé. Ceci indique que les récepteurs autophagiques p62 et NBR1 

sont impliqués dans la dégradation, induite par Env, des protéines peroxysomales testées.  

Ces résultats nous ont alors conduits à étudier plus en avant cette dégradation. En particulier, 

nous avons recherché si l’autophagie induite par Env dans les cellules T CD4 non infectées 

pourrait dégrader les peroxysomes entiers. 

3.6 Les peroxysomes matures sont dégradés par pexophagie en réponse à Env  

Les résultats précédents, ainsi que l’observation par TEM de structures semblables à des 

peroxysomes au sein des autophagosomes induits par Env (voir Figure 20), suggèrent que Env 

induit un processus de pexophagie dans les cellules T CD4 non infectées. Nous avons donc 

voulu vérifier cette hypothèse en réalisant des expériences d’imagerie afin de confirmer la 

présence de ces organelles dans les autophagosomes. Pour ce faire, nous avons utilisé du DAB 

(3’3-Diaminobenzidine), composé qui, sous l’effet de la catalase, forme un précipité visible en 

microscopie à lumière blanche ou en microscope électronique (Cinci et al. 2014). Ce composé 

permet ainsi de visualiser les peroxysomes à l’intérieur de la cellule. 

- Utilisation du DAB en lumière blanche : 

Des cellules T CD4 cibles ont été cocultivées durant 48 h avec des cellules exprimant ou non 

Env, en présence ou non d’inhibiteurs d’autophagie (antiprotéases : AP).  L’observation des 

cellules cibles marquées au DAB nous a permis de constater une population hétérogène de 

peroxysomes dans les différentes conditions testées. En effet, outre la différence du nombre 

de points noirs, représentant les précipités de DAB, dans les cellules cibles, une différence de 

taille de ces précipités est également visible. Ainsi, on observe que, dans les cellules cibles 



 

Figure 32 : Marquage DAB des peroxysomes 

Des cellules T CD4 ont été cultivées durant 48 h avec des cellules exprimant ou non Env en 

présence ou non d’antiprotéases (E64d & Pepstatine A 10 µM respectivement). Les cellules 

cibles ont été fixées puis marquées au DAB avant d’être analysées par microscopie à lumière 

blanche. Les images sont présentées sans échelle car elles ont été acquises sur un microscope à 

objectif 63x non calibré. Les images de la seconde ligne montrent un agrandissement de la 

région d’intérêt indiquée d’un carré blanc sur les images de la première ligne. gi qu ag pr ig

Figure 33 : Quantification des peroxysomes par cytométrie en flux. 

A. Le plasmide GFP-PTS a été transfecté dans des cellules HEK293 exprimant les récepteurs 

CD4 et CXCR4 (Vert). Pex14 a été détecté dans les cellules cibles en Immunofluorescence grâce 

à un anticorps dirigé contre Pex14 (Rouge). La colocalisation du signal GFP-PTS et de Pex14 

dans les cellules a été évaluée en microscopie confocale (Merge). L’échelle des images 

présentées est de 5 µm. B. Les cellules cibles HEK293 exprimant les récepteurs CD4 et co-

récepteur CXCR4 transfectées GFP-PTS ont été mises en coculture durant 24 ou 48 h avec des 

cellules exprimant ou non Env en présence ou non d’un inhibiteur d’autophagie (Spautin1, 50 

µM).  Le niveau médian de GFP a été quantifié par cytométrie en flux (Analyse FlowJo). Les 

résultats sont exprimés en taux d’induction comparant les conditions Env- aux conditions Env+ 

selon les différents traitements.  
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exposées à Env, la taille des précipités semble plus petite que celle retrouvée dans les cellules 

non exposées à Env et l’ajout d’antiprotéases restaure la taille des précipités de DAB (voir 

Figure 32). Malheureusement, la qualité des images acquises dans cette expérience ne nous a 

pas permis de quantifier le nombre et la taille des précipités (représentant les peroxysomes) 

obtenus.   

- Utilisation du DAB en microscopie électronique : 

Nous avons, en parallèle, tenté de marquer les peroxysomes au DAB, dans des expériences de 

TEM, dans des cellules T CD4 après leur coculture avec des cellules exprimant Env. Pour cette 

expérience, il s’agissait de combiner ce marquage avec une analyse structurale de la cellule. 

Malheureusement, après plusieurs tentatives, les conditions de fixation des cellules pour la 

TEM n’ont pas permis de visualiser les précipités de DAB dans les cellules. Nous avons donc 

choisi d’utiliser d’autres stratégies pour quantifier le nombre et la taille des peroxysomes dans 

les cellules T CD4 cibles exposées à Env. 

3.6.A Quantification de la quantité des peroxysomes par cytométrie en flux 

Pour quantifier les peroxysomes dans notre modèle, nous avons utilisé un plasmide 

permettant l’expression de la protéine GFP couplée à un triplet de séquence d’adressage au 

peroxysome (PTS : Peroxisome Targeting Signal). En effet, au cours de la biogénèse des 

peroxysomes, les protéines peroxysomales sont adressées à ces organelles via cette séquence. 

Nous avons, dans un premier temps, vérifié la validité de ce plasmide en transfectant des 

cellules cibles HEK.293 (Modèle 2) avec le plasmide GFP-PTS. Les cellules cibles ont ensuite 

été récupérées et un immunomarquage de la protéine Pex14 a été effectué. On constate une 

quasi-parfaite colocalisation entre GFP-PTS et Pex14 (voir Figure 33A) confirmant que cet outil 

est fiable pour identifier les peroxysomes.  

Nous avons alors utilisé cet outil pour quantifier les peroxysomes par cytométrie en flux. Pour 

cela, les cellules cibles HEK.293 exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 (Modèle 2) ont été 

transfectées avec le plasmide permettant l’expression de GFP-PTS. Puis, ces cellules 

transfectées ont été mises en coculture avec des cellules exprimant ou non Env durant 24 h 

ou 48 h avec un traitement, ou non, avec l’inhibiteur d’autophagie Spautin1. Le niveau médian 

de fluorescence de la GFP a été analysé dans les cellules cibles par cytométrie de flux. Les 

résultats montrent une diminution du niveau de fluorescence suite à l’exposition à Env (voir 



 

 

 

Figure 34 : Dégradation des peroxysomes “matures” induite par Env 

Des cellules HEK.293 exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 ont été cocultivées avec des cellules 

exprimant ou non Env durant 48 h. Les cocultures ont été traitées ou non avec un inhibiteur de 

l’autophagie (Spautin1, 50 µM). A. Les cellules cibles ont été récoltées et fixées pour immunomarquage 

de la protéine Pex14. Les cellules ont ensuite été analysées par microscopie confocale. L’échelle est égale 

à 10 µm. B. Ces images ont ensuite été introduites dans le logiciel d’analyse d’images Cell Profiler pour 

mesurer l’aire de chaque peroxysome marqué et le classer selon le seuil de 0,7 µm de diamètre. Le logiciel 

nous indique alors quels sont les peroxysomes considérés au-dessus du seuil choisi. C. La classification 

réalisée par le logiciel Cell profiler nous as permis de calculer pour chaque cellule le rapport moyen du 

nombre de peroxysomes « matures » sur le nombre de peroxysomes totaux. Ces résultats sont présentés 

sous-forme de scatter plot à l’aide du logiciel GraphPad. 
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Figure 33B). L’utilisation de la Spautin1 réverse cet effet indiquant que l’autophagie induite 

par Env est impliquée dans la diminution de la fluorescence sans ajout de Spautin1. De plus, 

ces expériences montrent que la diminution du signal augmente avec le temps de coculture.  

3.6.B Env induit la diminution du nombre de peroxysomes matures dans les cellules cibles 

Suite à l’observation en DAB d’une population hétérogène en taille des peroxysomes en 

réponse à Env, nous avons voulu étudier ces variations et nous avons choisi la technique 

d’immunofluorescence. Les peroxysomes ont une taille variable entre 0,1 et 1 µm de 

diamètre. Bien qu’ils soient capables de fission, les peroxysomes dits « matures », lesquels 

exercent leur capacité antioxydante via la catalase, sont plus gros que ceux en cours de 

biogénèse. Pour analyser si Env avait un effet sur la taille des peroxysomes dans les cellules T 

CD4 cibles, nous avons mis en coculture, durant 48 h, des cellules HEK.293 exprimant les 

récepteurs CD4 et CXCR4 (Modèle2) avec des cellules exprimant ou non Env. Nous avons 

également traité, ou non, les cellules avec un inhibiteur de l’autophagie (Spautin1). Les cellules 

cibles ont ensuite été récoltées, fixées et les peroxysomes ont été marqués avec un anticorps 

spécifique de Pex14. Les cellules cibles ont ensuite été analysées par microscopie confocale 

(voir Figure 34). Afin de distinguer les gros peroxysomes, dits « matures », des petits 

peroxysomes (en cours de biogénèse), nous avons utilisé le logiciel « Cell Profiler ». Ainsi, 

chaque acquisition au microscope confocal a été réalisée sur le volume entier des cellules 

cibles. Nous avons fixé un « Z » de 1 µm (pas entre chaque tranche optique) pour chaque 

image afin d’éviter d’acquérir deux fois le même peroxysome. Le logiciel « Cell Profiler » a été 

utilisé pour sa capacité à distinguer les peroxysomes dans les cellules cibles et à mesurer leur 

aire (marquage Pex14). Nous avons fixé un seuil de 0,7 µm de diamètre pour identifier les 

peroxysomes « matures ». Sur la base de cette mesure effectuée par le logiciel « Cell 

Profiler », nous avons pu établir, pour chaque image analysée, un rapport du nombre de 

peroxysomes matures (diamètre >0,7 µm) sur le nombre de peroxysomes totaux. Ces rapports 

ont été collectés pour chaque image constituant le volume d’une cellule cible. Nous avons pu 

ainsi obtenir la moyenne des rapports de peroxysomes matures sur les peroxysomes totaux 

pour chaque cellule.  

La comparaison du nombre moyen de peroxysomes matures sur les peroxysomes totaux d’une 

cellule nous indique que ce rapport est diminué suite au contact avec Env. Cependant, 

l’inhibition de l’autophagie par la Spautin1 restaure le rapport de peroxysomes matures sur le 



 

Figure 35 : Les peroxysomes colocalisent avec les lysosomes.  

Des cellules T CD4 ont été cocultivées durant 48 h avec des cellules exprimant ou non Env 

en présence d’inhibiteurs des étapes dégradatives de l’autophagie (AP : E64d & Pepstatine 

A 10 µM respectivement). Les cellules cibles sont ensuite été récupérées et fixées ou 

immunomarquage des protéines Pex14 (Rouge) et Cathepsine D (Vert). A. Les cellules ont 

été analysées par microscopie confocale. Les images de microscopie présentées montrent 

à la fois le marquage Pex14 et Cathepsine D. L’échelle des images Env- est égale à 5 µm. 

L’échelle des images Env+ est égale à 10 µm. Nous présentons également pour cette 

condition une région d’intérêt (identifiée par un cadre blanc) à une échelle de 5 µm. Les 

immunomarquages ont été analysés par le logiciel Imaris qui a pu reconstituer chaque 

cellule dans son volume. Au sein de ce volume, le logiciel Imaris nous a permis de 

représenter chaque marquage Pex14 ou Cathepsine D par une sphère de 1 µm (vésicules 

Rouges pour Pex14 et Vertes pour Cathepsine D). Le logiciel a ensuite pu nous renseigner 

sur les vésicules Pex14 colocalisant avec Cathepsine D à un seuil de 0,3 µm (vésicules 

jaunes). Les échelles des images présentées sont semblables à celles de microscopie 

confocale respectivement. B. Les quantifications de sphères Pex14 totales et de Pex14 

colocalisant avec Cathepsine D nous ont permis de calculer le rapport de sphères 

colocalisant sur le nombre total de celles-ci. Les résultats sont présentés en scatterplot du 

pourcentage de sphères Pex14 colocalisant avec Cathepsine D par cellule. 
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nombre de peroxysomes totaux dans les cellules exposées à Env. Ensemble, ces résultats 

suggèrent donc que l’autophagie induite par Env diminue le nombre de peroxysomes 

« matures » au sein des cellules cibles.  

La quantification des peroxysomes « matures » dans le modèle 1 (où les cellules cibles sont 

des cellules T CD4 et non des HEK.293) est actuellement en cours.  

3.7 Les peroxysomes colocalisent avec les lysosomes 

Pour définitivement confirmer la dégradation des peroxysomes par l’autophagie, nous avons 

réalisé des études de colocalisation entre les peroxysomes et les lysosomes. Pour cela, des 

cellules T CD4 cibles ont été mises en coculture durant 48 h avec des cellules exprimant ou 

non Env. Les cocultures ont été traitées avec un inhibiteur de la dégradation lysosomale (AP : 

E64d et Pepstatine A) afin d’optimiser la visualisation des colocalisations. Les cellules cibles 

ont été récupérées et adhérées à des lamelles de poly-lysine avant d’être fixées pour ensuite 

procéder à l’immunomarquage. La protéine Pex14 a été révélée avec un fluorophore émettant 

dans le rouge (Alexa 555) et la Cathepsine D (protéase lysosomale) a été révélée grâce à un 

anticorps émettant dans le vert (Alexa 488) (voir Figure 35A). Les cellules ont ensuite été 

analysées par microscopie confocale. Plusieurs tranches optiques d’une même cellule ont été 

acquises afin de reconstituer tout le volume cellulaire. Les images ont ensuite été analysées 

grâce au logiciel d’analyse de microscopie confocale Imaris XT. Ce logiciel nous a permis 

d’observer, dans le volume de chaque cellule, le marquage des peroxysomes (Pex14) et des 

lysosomes (Cathepsine D) ainsi que leurs colocalisations potentielles. Le logiciel Imaris nous a 

ensuite permis de modéliser les marquages par des sphères de 1 µm, grâce auxquelles le taux 

de peroxysomes colocalisant avec des lysosomes (Jaune) a pu être calculé (seuil de 

colocalisation fixé à 0,3 µm). Pour chaque cellule cible, le nombre de peroxysomes colocalisant 

avec les lysosomes, rapporté au nombre de peroxysomes totaux a été évalué. Les résultats 

obtenus sont encourageants et montrent une nette augmentation du nombre de 

peroxysomes colocalisant avec les lysosomes dans les cellules T CD4 après leur coculture avec 

des cellules exprimant Env (voir Figure 35B). Ces résultats doivent être reproduits mais sont 

une preuve supplémentaire que Env induit bien la pexophagie dans les cellules T CD4 cibles.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : PEG-catalase n’est pas intégrée dans les cellules LT CD4 

Des cellules cibles T CD4 ou HEK.293 ont été incubées ou non avec de la PEG-catalase (800 

unités/mL) durant 48 h. Après 24 h d’incubation, certaines cellules ont reçu une 

complémentation supplémentaire de PEG-Catalase (800 unités/mL), D’autres cellules ont 

été lavées aux PBS 24 h avant d’être récupérées. Les cellules cibles ont été analysées par 

Western Blot pour l’expression de la catalase. La quantité de protéines a été analysée par 

le niveau d’expression de la GAPDH.  
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3.8 Test fonctionnel : Complémentation des cellules cibles avec la catalase  

L’ensemble des résultats obtenus indiquent que l’autophagie induite par Env dégrade 

sélectivement les peroxysomes matures dans les cellules T CD4 cibles. Ainsi, privées de ces 

organelles à activité antioxydante, les cellules cibles ne seraient plus en mesure de lutter 

contre l’accumulation des ROS induite par Env, les conduisant à la mort par apoptose. Afin de 

valider définitivement cette hypothèse, nous souhaitons complémenter les cellules cibles avec 

de la catalase et tester la capacité de Env à induire l’apoptose dans ces cellules 

complémentées. Pour ce faire, nous avons utilisé deux approches. La première vise à traiter 

les cellules cibles avec une catalase modifiée avec du PEG (PolyEthylèneGlycol) (PEG-catalase). 

Cette modification doit permettre à la catalase de pénétrer dans les cellules cibles avant leur 

coculture avec des cellules effectrices. La deuxième approche vise à obtenir des lignées stables 

de cellules T CD4 cibles surexprimant la catalase après transfection rétrovirale. 

- Utilisation de la PEG-catalase : 

La catalase couplée au poly-éthylène-glycol (PEG-catalase, Sigma Aldrich) a été utilisée par 

d’autres équipes pour sa capacité à traverser les membranes cellulaires (Ginet et al. 2014). 

Après plusieurs tentatives, nous avons pu mettre en évidence que ce composé ne pénétrait 

pas dans nos cellules T CD4 ou HEK.293 cibles (Figure 36). Nous avons donc abandonné cette 

stratégie de complémentation.  

- Utilisation des lignées surexprimant la catalase : 

Pour obtenir les lignées de cellules T CD4 cibles surexprimant la catalase, nous avons 

transfecté des cellules HEK.293 avec une combinaison de plasmides : un plasmide exprimant 

les protéines d’empaquetage d’un rétrovirus murin (pc57gp), un plasmide permettant 

l’expression de l’enveloppe du VSV (VSV-G) et un plasmide rétroviral permettant l’expression 

de la GFP seule (pMIG) ou de la catalase et de la GFP simultanément (pMIG-catalase). Après 

48 h de transfection, les surnageants contenant les particules virales, générées à partir de ces 

trois plasmides, ont été récupérés et ont été utilisés pour transduire des cellules T CD4. Après 

48 h, nous avons pu distinguer les cellules transduites grâce à l’expression de la GFP. Ces 

cellules transduites ont été clonées par dilution limite. Plusieurs clones ont été obtenus et 

nous avons vérifié l’expression de catalase et de la GFP dans trois d’entre eux (voir Figure 37A). 



 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Complémentation des cellules cibles en catalase et test du niveau d’apoptose 

suite à la complémentation en catalase 

A. Les cellules clonales obtenues ont été testées par Western Blot pour leur expression en 

catalase ou en cytométrie de flux pour leur expression en GFP. B. Les cellules cibles 

complémentées en catalase (Clone 1, Clone 2, Clone3) ou non (A201CD4/403, pMIG) sont 

mises en coculture durant 48 h avec des cellules exprimant ou non Env. Les cellules cibles 

ont été récupérées et le niveau d’apoptose induit par Env est évalué par HTRF de PARP clivé 

(Asp124) 
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Les résultats montrent que l’expression de catalase est fortement augmentée dans les clones 

1 et 2 et plus modérément dans le clone 3 en comparaison avec les cellules infectées par les 

particules virales contenant le gène d’expression de la GFP seul. L’expression de la GFP dans 

les clones est similaire à celle de la catalase. 

Ces cellules T CD4 cibles complémentées ou non en catalase ont été mises en coculture avec 

des cellules effectrices exprimant, ou non, Env et l’apoptose des cellules cibles a été analysée 

par HTRF après 48 h. Les premiers résultats ne montrent pas de différence dans les niveaux 

d’apoptose induite par Env entre des cellules complémentées en catalase et des cellules 

contrôles (voir Figure 37B). Il apparaît donc que la surexpression de catalase n’ait pas suffit à 

inhiber l’apoptose induite par Env. Ces résultats doivent néanmoins être reproduits avant de 

conclure.  
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4 Conclusions et Perspectives  

4.1 Conclusions 

Au cours de l’infection par le VIH-1, la majeure partie des LT CD4 qui disparaissent ne sont pas 

infectés de manière productive mais sont les cellules T voisines des cellules infectées. De 

nombreux processus ont été mis en évidence pour expliquer cette déplétion des cellules 

« bystanders ». Parmi ces processus, mon équipe à précédemment montré un rôle du 

mécanisme d’autophagie induit par les glycoprotéines d’enveloppe virales. En effet, des 

cellules infectées, qui expriment Env en surface, induisent la mort par apoptose des cellules T 

CD4 bystanders en interagissant avec les récepteurs CD4 et CXCR4 ou CCR5. Plus précisément, 

c’est la fusion membranaire induite par la gp41 qui est le déclencheur de l’autophagie (Espert 

et al. 2006; Denizot et al. 2008). De manière intéressante, l’autophagie, connue 

majoritairement comme étant un mécanisme de survie, est nécessaire au déclenchement de 

l’apoptose dans ce contexte. Le but de mon projet de thèse était donc de rechercher comment 

l’autophagie induite par Env pouvait conduire à l’apoptose. En parallèle, les travaux de mon 

équipe ont également mis en évidence l’induction d’un stress oxydatif, caractérisé par un 

production excessive de ROS, dans les cellules bystanders en réponse à Env. Ce résultat a été 

confirmé dans d’autres études où, notamment une équipe, a montré que la fusion 

membranaire induite par la gp41 était à l’origine de l’induction de ce stress oxydatif et que 

celui-ci conduisait à l’apoptose des cellules bystanders (Garg et Blumenthal 2006). C’est donc, 

de manière tout à fait logique que nous nous sommes intéressés aux relations entre 

l’autophagie et le stress oxydatif dans notre modèle d’étude. Nous avons ainsi pu 

montrer que : 

- L’autophagie induite par Env est impliquée dans la production de ROS dans les 

cellules bystanders. En effet, une inhibition de ce processus conduit à l’accumulation 

de ces radicaux libres. Comme le stress oxydant est connu pour induire l’apoptose, ces 

résultats étaient cohérents avec le fait que l’autophagie soit nécessaire à l’apoptose 

induite par Env.  

Nous avons alors émis l’hypothèse que l’autophagie induite par Env dégraderait un (des) 

facteur(s) antioxydant(s), privant ainsi la cellule bystander de moyens pour lutter contre le 

stress oxydatif.  



 

  

Figure 38 : Modèle de la dégradation autophagique sélective induite par Env des peroxysomes et 

facteurs antioxydants conduisant à un stress oxydatif et à la mort des cellules T CD4 non infectées 
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- Les peroxysomes sont des cibles de l’autophagie induite par Env. En effet, les 

peroxysomes sont des organelles majeures dans la lutte contre le stress oxydatif et 

représentent ainsi une cible privilégiée dans notre modèle d’étude.  

Plus précisément, nous avons montré que l’autophagie induite par Env dégrade les protéines 

peroxysomales Pex14 et catalase. Cette autophagie semble sélective puisque les récepteurs 

autophagiques p62 et NBR1 se sont révélés être impliqués dans cette dégradation. Grâce à 

plusieurs techniques, nous avons pu montrer que ce sont les organelles entières, et pas 

seulement les protéines participant à la biogénèse des peroxysomes, qui sont dégradées par 

l’autophagie induite par Env (cytométrie en flux). Plus précisément, nous avons pu mettre en 

évidence la dégradation des peroxysomes de grande taille (>0.7 µm de diamètre), suggérant 

que l’autophagie cible les peroxysomes matures et donc fonctionnels (marquage au DAB, 

microscopie confocale et quantification avec le logiciel « Cell Profiler »).  

L’ensemble de nos résultats nous permet de suggérer le modèle présenté en Figure 38, et sont 

actuellement en cours de rédaction pour publication dans un journal scientifique.  

 

 

  



 

  



65 
 

4.2 Perspectives 

Plusieurs perspectives, détaillées ci-après, peuvent faire suite à cette première étude. 

· Caractérisation de la dégradation par autophagie sélective :  

Nous avons montré l’implication de p62 et NBR1 dans la dégradation de Pex14 induite par 

Env, il serait intéressant de déterminer quels sont les domaines d’interaction entre les 

récepteurs de l’autophagie (NBR1, p62 ou autres récepteurs) et les protéines du peroxysome 

(implication des domaines UBA et PB1 en particulier). 

Pour aller plus loin dans la mécanistique, il serait informatif de rechercher quels sont les 

signaux conduisant à la reconnaissance du peroxysome par les récepteurs autophagiques (en 

particulier le rôle de l’ubiquitination de Pex14 ou de Pex5) (Ma, Agrawal, et Subramani 2011; 

Jiangwei Zhang et al. 2015). 

Enfin, dans le cadre d’une infection par le VIH-1, il serait important de rechercher si ce 

processus n’a lieu que dans les cellules bystanders ou s’il se produit aussi dans les cellules 

infectées. Si tel est la cas, les conséquences sur la cellule cible ou sur le cycle de réplication du 

virus devrait être recherchées. 

· Confirmation de la prise en charge des peroxysomes dans les autophagosomes : 

Il serait intéressant de pouvoir observer la présence de peroxysomes dans des vacuoles 

autophagique en microscopie électronique. Nous avons tenté de réaliser cette expérience 

mais, malheureusement, malgré plusieurs essais, nous n’avons pas été en mesure de trouver 

les bonnes conditions pour marquer les peroxysomes à l’aide du DAB.  

Une première expérience de colocalisation entre Pex14 et une protéine du lysosome 

(Cathepsine D) a donné des résultats encourageants car elle montre une augmentation du 

nombre des évènements de colocalisation entre les peroxysomes et les lysosomes en réponse 

à Env. Elle doit être reproduite afin d’obtenir des données statistiques. La colocalisation de 

Pex14 avec des protéines de la famille ATG8 est en cours de mise au point afin de déterminer 

si une (ou plusieurs) ATG8 est (sont) en jeu.  

· Recherche si d’autres systèmes antioxydants des cellules cibles sont affectés par 

l’autophagie induite par Env : 

Notre tentative de complémentation des cellules cibles avec la catalase ne suffisant pas à 

inhiber la mort par apoptose induite par Env dans les cellules cibles, il semble nécessaire de 
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vérifier si cette complémentation suffit à inhiber le stress oxydant induit par Env ou si d’autres 

systèmes anti-oxydants sont dégradés par autophagie. Le niveau d’expression d’enzymes 

antioxydantes telles que la Superoxide Dismutase (SOD), Gluthation Peroxidase (Gpx4), 

Peroxiredoxine 2 et la Thiorédoxine pourra être évalué dans les cellules T CD4 cibles après 

coculture avec des cellules exprimant ou non Env.  

· Recherche des voies de signalisation conduisant à l’induction de pexophagie par Env 

Il est connu que le stress oxydatif peut mener à l’activation de la protéine kinase ATM, qui 

induit la pexophagie (Jiangwei Zhang et al. 2015). Il serait intéressant d’étudier dans notre 

modèle si les ROS produits par la fusion de la gp41 participent à l’activation de cette voie de 

pexophagie.  

· Recherche globale des cibles de l’autophagie induite par Env 

Pour aller plus loin dans la caractérisation du rôle de l’autophagie induite par Env dans les 

cellules T CD4 bystanders, il semble intéressant de rechercher l’ensemble des cibles 

spécifiques de l’autophagie Pour cela, un crible protéomique est en cours de mise au point 

pour nous permettre d’identifier l’ensemble des facteurs cellulaires sélectivement par ce 

processus dans différents contextes d’infection.   
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5 Discussion 

L’autophagie joue un rôle primordial au cours des infections, et dans l’infection par le VIH-1 

en particulier, avec des conséquences physiopathologiques multiples. En effet, les relations 

entre le VIH-1 et l’autophagie sont nombreuses et complexes. Elles dépendent du type 

cellulaire ciblé par le virus et du statut infectieux de la cellule (cellules infectée vs cellules non 

infectées). Dans les LT CD4, nous avons montré que les protéines d’enveloppe du VIH-1 (Env) 

induisent l’autophagie lorsque ces cellules ne sont pas infectées productivement et que ce 

processus conduit à leur mort par apoptose. Par ailleurs, Env peut aussi induire l’autophagie 

dès la phase d’entrée du VIH-1 dans les LT CD4 mais ce processus est rapidement bloqué et 

inhibé dans ces cellules lorsqu’elles sont infectées de manière productive, suggérant que le 

VIH-1 a développé des stratégies pour le contrôler. Cependant, plusieurs travaux font état de 

l’effet anti-VIH de l’autophagie dans différents contextes cellulaires.  

Nos travaux ont permis d’identifier la pexophagie comme un mécanisme de réponse à 

l’infection par le VIH-1 qui pourrait conduire à la destruction des LT CD4 mais le rôle de ce 

processus, et de l’autophagie dans la réponse au stress oxydatif pourrait s’étendre à plusieurs 

aspects de la pathogénèse liée à ce virus. 

· Rôle dans les pathologies associées à l’infection par le VIH-1. 

Au-delà de ces travaux, la dégradation des systèmes antioxydants de la cellule nécessite une 

attention particulière dans le cadre de l’infection par le VIH-1. En effet, outre son rôle dans la 

déplétion du système immunitaire, le stress oxydant est clairement impliqué dans le 

développement de pathologies associés à l’infection par le VIH-1 telles que de la neurotoxicité, 

les démences, le déséquilibre immunitaire (Baier-Bitterlich, Wachter, et Fuchs 1996; Baruchel 

et Wainberg 1992; Legrand-Poels et al. 1990; Israël et Gougerot-Pocidalo 1997; Ivanov et al. 

2016; Couret et Chang 2016). L’infection par le VIH-1 s’accompagne également d’un risque 

accru de développement de maladies cardiovasculaires telles que de l’hypertension artérielle, 

athérosclérose, myocardites ou pathologies pulmonaires et co-infections qui sont favorisées 

par le stress oxydatif induit par la présence du virus (Ballocca et al. 2017; Spieker et al. 2005; 

Fan et al. 2013). Au niveau du système immunitaire, les niveaux de ROS sont inversement 

corrélés au nombre de lymphocytes T CD4 (Malorni et al. 1998; Banki et al. 1998). Ceci peut 

être la conséquence d’une diminution du pool de glutathion réduit, de l’appauvrissement des 
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systèmes antioxydants de la cellule ou de l’accumulation de dommages à l’ADN causés par les 

ROS et la suppression des enzymes de réparation de l’ADN (P. Aukrust et al. 1995; Pål Aukrust 

et al. 2005).  

· Rôle dans l’échappement du VIH-1 au système immunitaire 

De façon tout à fait intéressante, la dégradation sélective des peroxysomes peut se révéler 

être un avantage pour l’infection par le VIH-1 en participant à l’échappement du virus à 

l’immunité innée. En effet, les peroxysomes et les mitochondries sont des organelles qui 

possèdent, au sein de leur membrane, des protéines MAVS (Mitochondrial AntiViral Signaling 

proteins) (Dixit et al. 2010). Ces récepteurs font des peroxysomes une plateforme de 

signalisation pour l’immunité innée antivirale. La détection des pathogènes se fait de façon 

générale au moyen de récepteurs cellulaires (PRR Pattern Recognition Receptors) qui initient 

la production de cytokines pro-inflammatoires, IFN-I (Interféron de type I) ou la mort des 

cellules infectées. Les récepteurs à acide nucléiques étrangers de type RLRs (RIG-I Like 

Receptors) tels que RIG-I et MAD5 (Melanoma Différenciation Associated gene 5) 

reconnaissant les ARN cytosoliques et les récepteurs cGAS (cyclic GMP-AMP Synthase) 

reconnaissent les ADNs cytosoliques et activent la voie de signalisation STING (STImulator of 

INterferon Genes). Lorsque les RLRs RIG-I et MAD5 se lient à des petits ARN coiffés 5’-

triphosphate ou à des longs ARNs génomiques respectivement, cela entraîne la dimérisation 

et l’activation des MAVS présents au sein des membranes des peroxysomes et des 

mitochondries. Cette dimérisation a pour conséquence l’activation d’une signalisation qui 

aboutit à l’activation des facteurs de transcription assurant la production d’ISG (IFN Stimulated 

Genes) (Dixit et al. 2010; Ding et Robek 2014). Ainsi, par l’induction de pexophagie, le VIH-1 

pourrait échapper à l’immunité antivirale, dès l’entrée dans sa cellule cible, par la dégradation 

des senseurs de l’immunité présents à la surface des peroxysomes.  

· Stress oxydant et traitements antirétroviraux 

Le traitement antirétroviral (ART) administré aux patients infectés par le VIH-1 est connu pour 

induire lui aussi un état de stress oxydatif (Wang et al. 2009; Nagiah, Phulukdaree, et 

Chuturgoon 2015; Manda et al. 2011; Weiß et al. 2016). Ces traitements permettent de 

réduire la virémie et d’améliorer les conditions immunologiques des patients infectés par le 

VIH-1 pour une période prolongée. Cependant, lorsque le traitement est arrêté, un rebond de 
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virémie est toujours possible dû à la présence de cellules T mémoire centrale ou de transition 

(TCM ou TTM) qui constituent une part importante du réservoir du VIH-1. Les traitements 

actuels ne parviennent pas à cibler directement des cellules contenant une copie 

transcriptionnellement inactive de l’ADN viral. Une nouvelle thérapie basée sur la réponse au 

stress oxydatif a été proposée pour cibler ce réservoir cellulaire du VIH-1. L’Auranofin (AF) est 

un composé à base d’or, à fonction pro-oxydante, qui inhibe la thiorédoxine réductase ce qui 

a pour conséquence d’affecter l’équilibre rédox de la cellule (Becker et al. 2000). L’AF s’est 

révélé efficace pour induire la mort par apoptose de cellules T mémoire sur base du statut 

oxydatif de ces lymphocytes (Badley et al. 2013). L’effet pro-apoptotique de l’AF s’est révélé 

efficace pour les cellules mémoires TCM et TTM qui ont des capacités de défenses antioxydantes 

restreintes (Chirullo et al. 2013).  L’AF induit une mort cellulaire sensible au stress oxydatif par 

l’activation de la p38 MAPK (mitogen activated protein kinase) conduisant à la dépolarisation 

des mitochondries et une accumulation des peroxydes intracellulaires (Chirullo et al. 2013). 

L’association d’AF avec un inhibiteur de glutathionne biosynthèse tel que la buthionine 

sulfoximine (BSO) avec un traitement ART standard a permis de complètement supprimer la 

virémie SIV chez des macaques et de maintenir une survie sans déficience immunitaire 

pendant 2 ans après arrêt de la thérapie (Shytaj et al. 2013; 2015; Vint, Chain, et Foreman 

1993). Ceci indique que les drogues induisant une mort par apoptose dépendant du stress 

oxydatif peuvent être envisagées pour réduire le réservoir viral du VIH-1. Il serait dès lors 

intéressant d’identifier si le traitement par AF induit dans les cellules mémoires l’autophagie 

et si ce traitement induit la mort de ces cellules par la même voie que dans notre modèle.  

L’ensemble de ces données nous pousse à poursuivre à étudier les relations entre le stress 

oxydatif et l’autophagie au cours de l’infection par le VIH-1 afin d’obtenir une vue d’ensemble 

des mécanismes moléculaires impliqués dans tous les aspects de la relation entre ce virus et 

son hôte. 
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Figure 39 : Description du modèle cellulaire de coculture des cellules T CD4 cibles.  

L’expression de la gp120 à la surface des cellules HEK et HEK.Env a été analysée par cytométrie de 

flux après incubation des cellules avec du PBS (histogramme blanc) ou avec du PBS contenant un 

anticorps polyclonal humain anti-gp120 (histogramme noir). Les anticorps liés ont été détectés 

avec un anticorps secondaire de chèvre Ig anti-humain marqué au FITC. L’expression des 

récepteurs de surface CD4 et CXCR4 des cellules cibles a été réalisée après incubation des cellules 

avec du PBS (histogramme blanc) ou avec un anticorps anti-CD4 (histogramme noir) ou anti-CXCR4 

(histogramme gris) mAb à 10 µg/mL. Les anticorps liées ont été détectés à l’aide d’un anticorps de 

chèvre Ig anti-souris marqué au FITC. L’intensité de fluorescence est rapportée en mode 

logarithmique par un cytomètre de flux EPICS XL4.  
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6 Matériel et Méthodes 

6.1 Culture cellulaire 

6.1.A Modèle 1 

Cellules cibles : cellules T CD4 en suspension exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 (voir 

Figure 39). On utilise soit : 

- Des cellules de lignée CEM (A201.CD4/403). Ce sont des lymphoblastes exprimant un 

récepteur CD4 tronqué en position 403. Le récepteur CD4 conserve donc sa propriété 

de reconnaissance par le gp120 mais n’est en revanche plus capable de transmettre 

les signaux intracellulaires. Ces cellules sont cultivées à 37°C sous atmosphère saturée 

en humidité de CO2 à 5% en milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 

supplémenté avec 10% de sérum de fœtus bovin (SVF : Sérum de veau foetal) et des 

antibiotiques (1% de pénicilline-streptomycine) et une pression de sélection de G418 

(1 mg/mL). Les cellules sont maintenues à une densité de 5.105 cellules/mL.  

- Des cellules T CD4 primaires purifiées à partir de cellules mononucléées du sang 

périphérique par une sélection négative à l’aide du kit d’isolation de CD4 (Stem Cell 

Technology).  

Cellules effectrices : cellules adhérentes HEK.293 stablement transfectées avec un plasmide 

permettant l’expression de Env (HEK.Env). Des cellules de la même lignée cellulaire 

n’exprimant pas Env sont utilisées comme contrôle (HEK.293T). Ces cellules sont cultivées à 

37°C sous atmosphère saturée en humidité de CO2 à 5% en milieu DMEM (Dulbecco’s modified 

Eagle medium) supplémenté avec 10% de sérum de fœtus bovin et des antibiotiques (1% de 

pénicilline-streptomycine). Une pression de sélection de méthotrexate (2 µM) est utilisée pour 

la culture des cellules HEK.Env.   

Coculture : Les cellules effectrices adhérentes (0.5.106 HEK.293T et HEK.Env) sont lavées puis 

mises en plaque la veille de la coculture et les cellules T CD4 cibles, sont maintenues à une 

densité de 5.105 cellules/mL dans les conditions de culture précédemment décrites. Le jour 

de la coculture, les cellules T CD4 cibles exprimant les récepteurs CD4.403 et CXCR4 sont 

lavées puis reprises en milieu RPMI complet sans pression de sélection pour être enfin 

ajoutées en plaque aux cellules adhérentes (1.106/mL). La coculture des cellules est gardée à 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Description du modèle cellulaire de coculture de cellules adhérentes cibles 

L’expression de la gp120 à la surface des cellules 8E5 et T CD4 a été analysée par cytométrie 

de flux après incubation des cellules avec du PBS (histogramme blanc) ou avec du PBS 

contenant un anticorps polyclonal humain anti-gp120 (histogramme noir). Les anticorps liés 

ont été détectés avec un anticorps secondaire de chèvre Ig anti-humain marqué au FITC. 

L’expression des récepteurs de surface CD4 et CXCR4 des cellules cibles HEK.CD4.CXCR4 a été 

réalisée après incubation des cellules avec du PBS (histogramme blanc) ou avec un anticorps 

anti-CD4 (histogramme noir) ou anti-CXCR4 (histogramme gris) mAb à 10 µg/mL. Les anticorps 

liées ont été détectés à l’aide d’un anticorps de chèvre Ig anti-souris marqué au FITC. 

L’intensité de fluorescence est rapportée en mode logarithmique par un cytomètre de flux 

EPICS XL4.  
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37 °C sous atmosphère saturée en humidité de CO2 à 5% pendant 48 h. Les cellules cibles ont 

ensuite été récupérées pour être analysées.  

6.1.A.1 Purification cellules T CD4 

Des cellules T CD4 primaires sont purifiées à partir de poches de sang obtenues auprès de 

l’Etablissement Français du Sang (EFS). De façon pratique, le sang est déposé délicatement sur 

du FicollTM afin d’isoler les PBMC. Après centrifugation, l’anneau de cellules est récupéré et 

les cellules sont lavées au PBS puis comptées pour connaître le total de cellules récupérées. 

Ces cellules font ensuite l’objet d’une sélection négative selon le protocole du kit « Easy Sep 

Negative Selection Human CD4 T cells » (Stem Cell Technology #19052). Pour cela, les cellules 

sont préparées à une concentration de 50x106 cellules/mL dans une solution de PBS, SVF 2% 

et EDTA 1 mM. Le cocktail d’anticorps « EasySep®Human CD4+T Cell Enrichment Cocktail » est 

ajouté aux cellules à raison de 50 µL/mL puis incubé à température ambiante pendant 10 

minutes. Les billes magnétiques qui vont se coupler aux anticorps « EasySep®D Magnetic 

Particles » sont ensuite ajoutées aux cellules à raison de 100 µL/mL de cellules. Ce mélange 

est incubé à température ambiante pendant 5 minutes après avoir été mélangé à la pipette. 

Le volume est amené à 2,5 mL par addition du tampon PBS-SVF2%-EDTA1mM et mélangé. Les 

cellules sont ensuite placées dans un aimant « EasySep®Magnet » puis incubées pendant 5 

minutes supplémentaires à température ambiante. L’aimant est ensuite inversé en un 

mouvement continu sans à-coups et les cellules T CD4 sont collectées. Les cellules sont ensuite 

lavées et cultivées en milieu RPMI complet sans antibiotique avant d’être utilisées en 

coculture dans notre modèle d’étude.  

6.1.B Modèle 2 

Cellules cibles : Cellules adhérentes HEK.293 stablement transfectées avec un plasmide 

permettant l’expression de CD4.403 et CXCR4 en surface (HEK.CD4.03/CXCR4) (voir Figure 40). 

Ces cellules sont cultivées à 37 °C sous atmosphère saturée en humidité de CO2 à 5% en milieu 

DMEM supplémenté avec 10% de sérum de fœtus bovin et des antibiotiques (1% de 

pénicilline-streptomycine). Une pression de sélection de G418 (1 mg/mL) et de Zéocine (250 

µg/mL) est utilisée pour la culture des cellules HEK.CD4.403/CXCR4.   

Cellules effectrices : Cellules exprimant ou non Env. La lignée cellulaire 8.E5 exprimant Env est 

dérivée de cellules T CEM contenant une seule copie du VIH-1 intégrée et incapable de 
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produire des virus infectieux dû à une mutation au niveau de la RT. Ces cellules sont cultivées 

à 37 °C sous atmosphère saturée en humidité de CO2 à 5% en milieu RPMI supplémenté avec 

10% de sérum de fœtus bovin et des antibiotiques (1% de pénicilline-streptomycine). Les 

cellules de la lignée cellulaire A201.CD4/403 n’exprimant pas Env sont utilisées comme 

contrôle.  

Coculture : Les cellules cibles adhérentes (0.5.106 cellules HEK.CD4.403/CXCR4) sont lavées 

puis mises en plaque la veille de la coculture et les cellules 8.E5 et A201.CD4.403 sont 

maintenues à une densité de 5.105 cellules/mL dans les conditions de culture précédemment 

décrites. Le jour de la coculture, les cellules en suspension 8.E5 et A201.CD4.403 (1.106 

cellules/ml) exprimant ou non Env sont lavées puis reprises en milieu RPMI complet sans 

pression de sélection pour être enfin ajoutées en plaque aux cellules adhérentes. La coculture 

des cellules est gardée à 37 °C sous atmosphère saturée en humidité de CO2 à 5% pendant 48 

h. Les cellules en suspension sont retirées de la coculture afin de récupérer les cellules cibles 

pour être analysées.  

6.2 Réactifs et Anticorps 

6.2.A Réactifs  

Plusieurs drogues ont été utilisées dans les expériences.  

- L’AMD3100 (1 µg/mL, Sigma-Aldrich A5602) est un antagoniste du récepteur CXCR4 

qui empêche son interaction avec la gp120 (Donzella et al. 1998).  

- Le NAC (N-acétyl-L cysteine) est un puissant antioxydant utilisé dans les cocultures à 

10 mM durant 48 h (N-Acetyl-cysteine  Sigma A7250).  

- La PEG-catalase (800 Unités/mL, Sigma-Aldrich C4963) est une enzyme catalase sur 

laquelle a été rajouté un PEG censé permettre à la protéine de traverser la membrane 

plasmique et de pénétrer dans la cellule. Elle a été incubée durant 24 h ou 48 h avec 

des cellules T CD4 (A201.CD4.403). 

L’autophagie a été inhibée par différentes drogues : 

- Spautin1 (50 µM, Sigma SML0440) est inhibiteur de DUB (enzyme de de-

ubiquitination). Cette drogue agit sur les phases précoces de l’autophagie en inhibant 
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l’activité de USP10 et USP13, protéines responsables de la dé-ubiquitination de 

Beclin1, modification connue pour affecter la stabilité de cette protéine.  

- Les antiprotéases (E64d + Pepstatine A, 10 µg/mL chacun, Sigma-Aldrich E8640, P5318) 

sont des inhibiteurs spécifiques des protéases lysosomales (Cathepsine B et 

Cathepsine D, respectivement). Ces composés permettent d’inhiber l’étape 

dégradative de l’autophagie.  

- La Bafilomycine A1 (100 nM, Sigma-Aldrich B1793) est un inhibiteur de la V-ATPase qui 

permet d’inhiber la fusion entre les autophagosomes avec les lysosomes (Yoshimori et 

al. 1991). 

6.2.B Anticorps 

Les anticorps suivant ont été utilisés : l’anticorps polyclonal lapin anti-Pex14 (ProteinTech : 

10594-1AP), l’anticorps de lapin anti-catalase (Abcam ab1877-10), l’anticorps de souris anti-

Beclin1 (ProteinTech : 11306-1-AP), l’anticorps de souris anti-p62 (Abcam AB56416), 

l’anticorps de lapin anti-NBR1 (Genetex GTX114539), l’anticorps de souris anti-Cathepsine D 

(Abcam ab6313), l’anticorps polyclonal de souris anti-GAPDH (Sigma G9295) couplé avec 

l’enzyme HRP de révélation.  

Les anticorps secondaires reconnaissant les immunoglobulines de souris ou de lapin couplés 

HRP (Horseradish Peroxidase) (Sigma A9044, A0545) ont été utilisés en chimioluminescence 

dans les expériences de Western Blot. Ceux couplés aux fluorochromes Alexa 488 et Alexa 555 

(Invitrogen A11017, A21069) ont été utilisés en immunofluorescence.  

6.3 Transfections 

6.3.A ARN interférence 

Pour l’interférence ARN, un pool de plusieurs séquences de siRNA (Dharmacon) a été utilisé 

pour cibler les ARNm de Beclin1, p62 ou NBR1.   

- siBeclin1 : 5’-UGGUUUACAUGUCGACUAA-3’, 5’-UGGUUUACAUGUUGUGUGA-3’, 5’-

UGGUUUACAUGUUUUCUGA-3’, 5’-UGGUUUACAUGUUUUCCUA-3’)  

- sip62/SQSTM1 : 5’-GAAAUGGGUCCACCAGGAA-3’, 5’-GAUCUGCGAUGGCUGCAAU-3’, 

5’-GCAUUGAAGUUGAUAUCGA-3’, 5’-GAAGUGGACCCGUCUACAG-3’ 
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- siNBR1 : 5’-GAGAACAAGUGGUUAACGA-3’, 5’-CCACAUGACAGUCCUUUAA-3’, 5’-

GAACGUAUACUUCCCAUUG-3’, 5’-AGAAGCCACUUGCACAUUA-3’ 

Un total de 0,5x106 cellules cibles adhérentes (Modèle2) ont été transfectées avec 20 nM de 

siRNA (siRNA spécifiques ou siRNA non spécifiques contrôles), selon les instructions du 

fournisseur au moyen de la LipoRNAiMax (Invitrogen P/N56531). 24 h après la transfection, 

les cellules effectrices exprimant ou non Env ont été ajoutées pour une coculture de 48 h. 

6.3.B Plasmides et Transfections  

Les plasmides ont été amplifiés et purifiés sur colonne « endotoxin free » (Machery-Nagel). 

Les plasmides utilisés sont : GFP-SKL (Addgene#53450), MIG-empty (fourni par Dr G. Bossis), 

MIG-catalase (fourni par Dr G. Bossis), Plasmide d’enveloppe VSV-G (Vésicular Stomatitis Virus 

- Glycoproteins) (équipe), pc57gp – Plasmide de gènes GAG et POL du virus MLV (fourni Dr J-

L. Battini). 

Les transfections de cellules adhérentes ont été réalisées suivant les recommandations du 

fournisseur avec l’agent de transfection Turbofect (Thermo-Scientifics R0531).  

6.4 Production vecteurs rétroviraux 

Des cellules HEK.293T ont été transfectées de façon transitoire avec le plasmides pc57gp, le 

plasmide de l’enveloppe VSV-G et MIG-empty ou MIG-catalase pour produire des rétrovirus 

murins pseudotypés VSV-G (enveloppe à large tropisme). Ces virus ont été récupérés dans le 

surnageant après 48 h de transfection et ont été concentrés par ultracentrifugation sur 

coussin de sucrose avant d’être utilisés pour infecter des cellules T CD4 cibles (A201.CD4.403) 

pendant 48 h. L’infection des cellules T CD4 a pu être observée par la production de GFP une 

fois le rétrovirus intégré au génome de la cellule hôte. Les cellules infectées avec les rétrovirus 

produits par la transfection avec le pMIG-empty ont intégré à leur génome l’expression de 

GFP qui est mesurée par cytométrie de flux. Les cellules infectées avec les rétrovirus produits 

par la transfection MIG-catalase expriment la catalase et GFP qui est mesurée par cytométrie 

de flux également.  
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6.5 RT-PCR 

Les cellules cibles ont été récupérées et l’ARN de ces cellules a été extrait selon le protocole 

du kit d’extraction ARN (Machery-Nagel « Nucleospin RNA Plus 740984.50 »). L’ARN extrait a 

ensuite été dosé par spectrophotométrie pour utiliser la quantité d’ARNm recommandée pour 

la réaction de RT PCR selon le kit Quiagen (OneStep RT-PCR kit 210212). Les séquences 

d’oligonucléotidiques sens et antisens utilisées pour la PCR ciblant Pex14 (5’- 

gggctgacagatgaagagattg-3’ et 5’- cctggatcttctgctgctgctg -3’ respectivement) ont été 

synthétisées par Sigma. Les produits de la réaction RT-PCR ont ensuite été déposés sur gel 

d’agarose pour quantifier la variation d’expression de l’ARNm de Pex14 dans les différentes 

conditions. Le niveau d’ARNm de la GAPDH (5’-cccatcaccatcttccag-3’ et 5’-cctgcttcaccaccttct-

3’) a été utilisé comme contrôle de gène de ménage invariant.  

6.6 Western Blot 

Les cellules cibles de la coculture sont récupérées par centrifugation. Les culots cellulaires sont 

directement lysés dans un tampon Laemmli 2x et incubé 10 minutes à 95 °C afin dénaturer les 

protéines. Les protéines des lysats ont été séparées sur un gel Prosieve (Lonza N°50618) 12%. 

Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane PVDF (polyvinylidene) 

(Immobilon Milipore 42892-3). Après saturation par une solution de PBS-Caséine 0,5% (45 

min) à température ambiante sous agitation, les blots ont été incubés sous agitation toute la 

nuit à 4 °C ou 2 h à température ambiante avec une solution de PBS-Caséine contenant 

l’anticorps primaire (dilution recommandée par le fournisseur). Après 3 lavages sous agitation 

au PBS-Tween 0,05%, les blots sont incubés durant 1 h à température ambiante avec 

l’anticorps secondaire adapté à la reconnaissance du type d’anticorps primaire couplé à 

l’enzyme peroxidase (HRP). Enfin, 3 lavages sous agitation au PBS-Tween 0,05% sont effectués 

avant de révéler les complexes d’anticorps par chimioluminescence grâce au kit ECL (Clarity 

Western ECL Substrate Biorad (170-5061) ou Luminata Forte Milipore WBLUF0500). La caméra 

ChemiDoc (Biorad) a été utilisée pour capter l’intensité de chimioluminescence. La GAPDH a 

été utilisée comme contrôle de charge de référence. La quantification de la densitométrie des 

images a été analysée à l’aide du programme Image Lab (Biorad).  



 

 

 

 

  

Figure 41 : Principe du kit HTRF de quantification de l’apoptose par détection du clivage de 

PARP-1 
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6.7 HTRF (Homogeneous Time Resolved Fluorescence) 

· Détection de l’apoptose par dosage du clivage de la PARP (Asp124) (Cisbio 64PARPEG) : 

Après 48 h de coculture, les cellules cibles ont été récupérées pour être lysées dans 50 

µL de tampon de lyse du kit. Les échantillons sont incubés 30 minutes sur vortex à 

température ambiante. Les lysats sont ensuite incubés avec deux anticorps 

monoclonaux capables de reconnaitre le fragment de PARP-1 clivé p85. Un anticorps 

est marqué avec le donneur EU3+ Cryptate et l’autre anticorps est marqué avec 

l’accepteur d2 (voir Figure 41). La proximité entre le donneur et l’accepteur mène à un 

signal de transfert d’énergie (TR-FRET) proportionnel au nombre de cellules en 

apoptose. Ces réactions ont été réalisées dans une plaque blanche à 384 puits et le 

signal émis par les anticorps a été mesuré par un appareil monochromatique de lecture 

de fluorescence (TECAN). Les données sont ensuite exprimées sous forme d’un ratio 

calculant l’intensité de fluorescence à 665 nm (émission avec transfert de 

fluorescence) rapportée à l’intensité de fluorescence à 620 nm (émission sans 

transfert), qui est ensuite multiplié par un facteur 10 000 afin de manipuler plus 

aisément les ratios.  

· Détection de la pyroptose par dosage de la production d’IL1β (Cisbio 62HIL1BPET) : Le 

surnageant et le lysat des cellules cibles ont été quantifiés par HTRF pour la présence 

d’IL1β. Ils ont été incubés selon le protocole du kit avec les anticorps marqués avec les 

molécules donneur ou accepteur d’énergie. Ces réactions ont été réalisées dans une 

plaque blanche à 384 puits et le signal émis par les anticorps a été mesuré par un 

appareil monochromatique de lecture de fluorescence (TECAN). Les données sont 

ensuite exprimées sous forme d’un ratio calculant l’intensité de fluorescence à 665 nm 

(émission avec transfert de fluorescence) rapportée à l’intensité de fluorescence à 620 

nm (émission sans transfert), qui est ensuite multiplié par un facteur 10 000 afin de 

manipuler plus aisément les ratios. 

6.8 Dosage des ROS à l’aide de la sonde DHR123 (DiHydroRhodamine 123) 

La DHR123 (ThermoFisher D632) est ajoutée à la coculture (Modèle1). Cette sonde est un 

fluorochrome lipophile sensible au peroxyde d’hydrogène H2O2 qui pénètre facilement dans 

la cellule. La DHR123 fluoresce quand elle est oxydée par les ROS. Elle est directement ajoutée 

dans le milieu de culture et incubée 1 h à 37 °C dans une atmosphère saturée en humidité de 
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CO2 5%. Les cellules sont ensuite récupérées et re-suspendues dans un tampon HBSS avant de 

mesurer la fluorescence à 543 nm par cytométrie en flux (Beckman Coulter).  

6.9 ImmunoFluorescence 

Les cellules cibles ont été récupérées après 48 h de coculture avec les cellules effectrices. Les 

cellules cibles en suspension (Modèle 1) sont incubées dans un milieu RPMI non complémenté 

à 37 °C pendant 3 h sur des lamelles de verres couvertes de poly-lysine afin d’y adhérer. Les 

cellules cibles adhérentes (Modèle 2) sont cultivées sur lamelles de verre.  

IF Pex14 (Modèle 2) : Après lavage au PBS, les cellules ont été fixées pendant 10 minutes avec 

une solution de Formaline-Triton 0,1% (Sigma HT5011-15mL). Après 3 nouveaux lavages avec 

une solution de blocage (PBS, SVF 1%, Saponine 0,5%), les lamelles ont été incubées dans la 

solution de blocage contenant un anticorps primaire (Pex14, dilution 1/1000) pour une 

incubation de 1h30 à température ambiante. Les lamelles ont ensuite été lavées 3 fois avec la 

solution de blocage avant d’être incubées avec l’anticorps secondaire (Alexa 568, dilution 

1/2000) pendant 1 h à l’abri de la lumière. Enfin, les lamelles ont été lavées au PBS puis à l’eau 

avant d’être incubées pendant 3 minutes avec une solution de DAPI permettant le marquage 

du noyau. Après un dernier lavage au PBS, les lamelles sont montées sur des lames de 

microscopie grâce au Prolong (Invitrogen P36930). 

IF Pex14/Cathepsine D (Modèle 1) : Après lavage au PBS, les cellules ont été fixées pendant 10 

minutes avec une solution de Formaline-Triton 0,5% fixées pendant 10 minutes à température 

ambiante. Les cellules sont ensuite saturées par une solution de blocage (PBS, SVF 1%, 

Saponine 0,5%) puis incubées avec deux anticorps primaires dirigés contre Cathepsine D (dilution 

1/500) et Pex14 (dilution 1/1000). Après une étape de lavage, les cellules sont incubées avec des 

anticorps secondaires couplés à un fluorophore (Alexa488 et Alexa568, dilution 1/3000 et 1/2000 

respectivement). Enfin les noyaux cellulaires sont marqués avec du DAPI et la lamelle est montée 

sur la lame avec du Prolong. 

6.10 DAB (3,3’-diaminobenzidine) 

Les cellules cibles (Modèle 1) sont récupérées après 48 h de coculture avec les cellules 

effectrices puis incubées dans un milieu RPMI non complémenté à 37 °C pendant 3 h sur des 

lamelles de verres couvertes de polylysine afin d’y adhérer. Après lavage au PBS, les cellules 
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sont fixées pendant 10 minutes avec une solution de Formalin-triton 0,2%. Les lamelles sont 

ensuite incubées durant 15 minutes avec une solution de DAB (3,3’-diaminobenzidine) 

préparée selon les instructions du fournisseur (Sigma-Aldrich, D4293). Après 3 lavages à l’eau, 

les lamelles sont montées sur des lames de microscopie grâce au Prolong (Invitrogen P36930). 

Les lamelles ont été analysées sur un microscope à lumière blanche (grossissement optique 

63x avec immersion à l’huile). Les images ont été analysées à l’aide du logiciel « ImageJ ».  

6.11 Analyse Imagerie Confocale 

Les lames de microscopies ont été analysées à l’aide d’un microscope confocal Leica Sp5-SMD 

objectif 63x à immersion d’huile, et zoom numérique 2x (Plateforme MRI). Les images ont été 

acquises dans le volume de la cellule avec des tranches optiques (Z) de 1 µm (correspondant 

à la taille maximale connue d’un peroxysome).  

6.11.A Cell Profiler 

Le logiciel « ImageJ » a permis l’étude de cellules entières. Les images des différents plans 

d’une même cellule isolée ont ensuite été introduites dans le logiciel d’analyse d’images « Cell 

Profiler ». Ce logiciel a la capacité de mesurer l’aire de chaque marquage Pex14. « Cell 

Profiler » a ensuite classifié chaque objet mesuré dans les différents plans de la cellule isolée 

selon le seuil choisi de 0,7 µm diamètre. Nous avons choisi ce seuil de 0,7 µm afin de distinguer 

les peroxysomes « matures » des peroxysomes plus petits qui sont les peroxysomes 

immatures et divisés par fission. Le nombre de peroxysomes « matures » et nombre total de 

peroxysomes par cellule a été recueilli du logiciel « Cell Profiler » et le rapport de ces chiffres 

a été analysé dans Excel (Microsoft). Ces rapports sont ensuite comparés pour chaque type de 

condition (exposé ou non à Env). 

6.11.B Imaris 

Les images confocales acquises ont été utilisées dans le logiciel « Imaris » pour reconstituer 

chaque cellule de façon tridimensionnelle. Ce logiciel « Imaris » a ensuite été utilisé pour 

quantifier la colocalisation entre deux types d’organelles (les peroxysomes et les lysosomes). 

« Imaris » permet d’identifier chaque marquage et de le modéliser par des vésicules 

sphériques de 1 µm de diamètre. La colocalisation des sphères modélisées de peroxysomes 

(marquage Pex14) par rapport aux sphères de lysosomes (marquage Cathepsine D) peut être 

mesurée par « Imaris » à un seuil de 0,3 µm. Ce nombre de sphères de peroxysomes 
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colocalisant ou non avec les sphères de lysosomes est calculé dans le volume de la cellule par 

« Imaris ». Ces nombres sont ensuite reportés dans Excel pour calculer le rapport du nombre 

de peroxysomes colocalisés avec des lysosomes et le nombre total de peroxysomes pour 

chaque cellule. Ces rapports sont ensuite comparés pour chaque type de condition (exposé 

ou non à Env). 

6.12 Statistiques 

Les différences sont considérées significatives à *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001 

La variance des résultats a été mesurée grâce au test t sur GraphPad Prism 
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8 Annexes 

8.1 La LAP (LC3-associated phagocytosis) : phagocytose ou autophagie ? 
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8.2 HIV-1 Vpr inhibits autophagy during the early steps of infection of CD4 T cells 
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ABSTRACT  

Autophagy is triggered during HIV-1 entry into CD4 T cells and then very rapidly controlled, 

before provirus integration into the host genome, by a still unknown mechanism. As HIV-1 

viral protein R (Vpr) is the only auxiliary protein found within the virion in substantial amount, 

we studied its capabilities to control the early steps of autophagy. We demonstrated here that 

ectopic Vpr, as well as Vpr coming from the virus, block autophagy. Interestingly, Vpr 

decreases the expression level of two essential autophagy proteins (ATG), LC3B and Beclin-1, 

and an important autophagy-related protein, BNIP3. We determined that Vpr decreases the 

transcription of these ATGs and promotes the degradation of the FOXO3a transcription factor 

through the ubiquitin proteasome system. In summary, we provide insights of how HIV-1 

controls the autophagy process very early after its entry into CD4 T cells and discovered a new 

function of Vpr.   
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1. Introduction 

Autophagy is a lysosomal degradation mechanism involving autophagy related proteins 

(ATGs). Sequential ATG complexes, including the ULK1 complex, the Beclin-1/class III PI3K 

complex and the ATG5/ATG12 and ATG8/LC3 conjugation systems, orchestrate and mediate 

the formation of double membrane vesicles (autophagosomes) that encompass cytoplasmic 

material (Wesselborg and Stork, 2015). The autophagosomes then fuse with lysosomes for 

cargo degradation. BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19kDa protein-interacting protein 3), a 

member of the BH3-only subfamily of Bcl-2 family proteins, is a potent inducer of autophagy 

in different cell types (Bellot et al., 2009; Hamacher-Brady et al., 2007; Kanzawa et al., 2005). 

BNIP3 can thus be defined as an ATG by regulating autophagy induction (Fullgrabe et al., 

2016).  BNIP3 triggers also mitophagy (Ney, 2015) and apoptosis (Landes et al., 2010), and its 

precise functions are not yet clearly defined (Burton and Gibson, 2009).  

Autophagy is regulated by several transcription factors, including the forkhead transcription 

factor FOXO3a (Warr et al., 2013), a potent transcriptional activator responsible for ATG genes 

induction such as MAPLC3B (microtubule-associated protein light chain 3B, hereafter referred 

to as LC3), BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19kDa protein-interacting protein 3) and Beclin-1 

(Mammucari et al., 2007; Sanchez et al., 2012).  

Besides its role in maintaining homeostasis, autophagy plays a crucial role in the immune 

responses against pathogens. Autophagy is induced into CD4 T cells by HIV-1 envelope (Env), 

via the fusogenic function of gp41 (Denizot et al., 2008). In bystander CD4 T cells, which are 

not productively infected, autophagy is uncontrolled and leads to their death by apoptosis 

(Espert et al., 2006). This mechanism is thus responsible, at least in part, for HIV-1 

pathogenesis. Autophagy is differentially controlled in HIV-1-infected cells (Espert et al., 

2009). In macrophages, autophagy is required for HIV-1 replication, and IRGM (immunity-
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associated GTPase family M) plays an important role through its binding to Nef (Gregoire et 

al., 2011). However, the autophagy flux can degrade HIV-1 and Nef acts as an anti-autophagic 

maturation factor through interaction with beclin-1 (Kyei et al., 2009) and through 

transcription factor EB sequestration (Campbell et al., 2015). In CD4 T cells, autophagy is an 

anti-HIV-1 process by selectively degrading the viral transactivator Tat, an essential protein 

for viral transcription (Sagnier et al., 2015). We and others have previously reported that 

autophagy is blocked in CD4 T cells that were productively infected by HIV-1 (Espert et al., 

2009; Zhou and Spector, 2008), thus allowing HIV-1 replication to occur. We already know that 

neo-synthesized Vif blocks autophagy in CD4 T cells infected by HIV-1 for at least 4 days (Borel 

et al., 2015). However, the Env-induced autophagy level is very rapidly controlled in infected 

CD4 T cells, before its complete inhibition in the late steps of infection (Sagnier et al., 2015). 

This result suggests that another viral component, present in the incoming viral particles, acts 

very early after HIV-1 entry, before integration.  

Among the HIV-1 auxiliary proteins, viral protein R (Vpr) is the only one packaged into virions 

in large quantity (Cohen et al., 1990). It is a multifunctional viral protein essential for viral 

replication in macrophages (Heinzinger et al., 1994), but it also facilitates viral replication in 

CD4 T cells (Hohne et al., 2016; Rucker et al., 2004; Zhou et al., 2012). Vpr is known to play 

multiple roles at different stages of the HIV-1 viral life cycle such as arresting the cell cycle at 

the G2/M phase, increasing the activity of the HIV-1 long terminal repeat and regulating 

apoptosis (Guenzel et al., 2014) by hijacking E3 ubiquitin ligases. Indeed, Vpr binds to DCAF1 

(DDB1 (DNA damage-binding protein 1) and CUL4-associated factor 1), also known as viral 

protein R binding protein (VprBD), which is part of two E3 ubiquitin ligases, DCAF1-DDB1-

CUL4-ROC1 and DCAF1-DDB1-DYRK2-EDD. Thus, Vpr targets cellular proteins to proteasomal 

degradation, such as the uracil DNA glycosylase 2 (UNG2) and single-strand selective 
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monofunctional uracil DNA glycosylase 1 (SMUG1) (Schrofelbauer et al., 2005) or the 

endoribonuclease Dicer (Casey Klockow et al., 2013).   

 

We demonstrate here that ectopic Vpr inhibits the basal and induced autophagy flux. In the 

context of HIV-1 infection of CD4 T cells, Vpr coming from the viruses decreases autophagy 

triggered during viral entry. Interestingly, Vpr decreases the expression of three ATGs, LC3, 

Beclin-1 and BNIP3, at their transcriptional level, and induces the degradation of the 

transcription factor FOXO3a.  

 

2. Materials and methods 

Cell lines, viruses and infections. The Jurkat CD4 T cell line and the adherent HEK.293T cell 

line were cultured in RPMI and DMEM, respectively, supplemented with 1% 

penicillin/streptomycin and 10% fetal calf serum. HIV-1 infection of Jurkat cells was performed 

with normalized amounts of supernatant of HEK.293T cells that have been transfected with 

X4 viruses (NL4-3 or NL4-3∆Vpr strains) for two days. Follow-up of Jurkat cell infection was 

done by analysing the percentage of infected cells after 24h of infection by flow cytometry 

using the HIV KC57 FITC kit according to the manufacturer’s instructions (Beckman Coulter). 

Briefly, cells were fixed and permeabilized, and the anti-p24 antibody was added to the cells. 

After staining for 30min, cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS), and 

fluorescence intensity was measured on a Coulter Epics XL Flow Cytometer (Beckman Coulter). 

 

Reagents, plasmids and antibodies. Torin 1 (To) was purchased from Tocris, chloroquine (CQ) 

and MG132 from Sigma-Aldrich. The pNL4-3 molecular clone and pNL4-3 deleted of Vpr were 
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obtained from the NIH AIDS Reagent Program. Plasmids that express HA-Vpr and DsRed-Vpr 

were a gift from S. Benichou (Institut Cochin, Paris), and plasmid expressing Flag-FOXO3a was 

purchased from Addgene. Anti-LC3, anti-GAPDH, anti-Flag, anti-BNIP3 and anti-HA antibodies 

were obtained from Sigma-Aldrich; anti-Beclin-1 antibody was purchased from Santa-Cruz 

Biotechnologies. The monoclonal anti-p24 antibody was from the NIH AIDS Reagent program.  

 

Western blotting. Cells were washed twice in PBS and the cell pellet was resuspended in 

Laemmli buffer. Cell lysates were electrophoresed in 12% ProsieveTM 50 gel (Lonza) and 

blotted to PVDF membranes. After a blocking step for 1 hour at room temperature in PBS 

containing 0.5% casein, blots were incubated with the primary antibody in the blocking buffer. 

After 3 washes with PBS and 0.05% Tween, the blots were incubated with peroxidase-coupled 

antiserum diluted in the blocking buffer. After further washes, the immune complexes were 

revealed by ECL (Biorad) and autoradiographed. Quantification of protein expression was 

performed by densitometry analysis using the ImageJ software and statistical analysis was 

performed using ANOVA.  

Analysis of autophagy. The autophagy flux was analyzed by western blot by following the 

expression level of LC3-II and by immunofluorescence after labeling of endogenous LC3-II 

using in both cases the rabbit anti-LC3 antibody L7543 (1 µg/ml, Sigma Aldrich). To analyze the 

flux, Torin 1 (To, 2 µM, Sigma Aldrich) was added for 3h, in presence or absence of the 

autophagic flux blocker chloroquine (CQ, 50µM, Sigma Aldrich). Basal autophagy was also 

analyzed in parallel.  
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Immunofluorescence studies. Cells were fixed in 1% paraformaldehyde for 10min and then in 

100% methanol for 5min at room temperature. After three washes in PBS, the first antibody 

was incubated for 1h at room temperature. After further washes, the fluorochrome-

conjugated secondary antibody (Life Technologies) is then incubated for 30min, the nuclei 

were labeled with Dapi, and the cells were examined by epifluorescence using a Leica 

microscope. To analyze autophagy in HIV-1-infected CD4 T cells, cells were incubated with the 

rabbit anti-LC3 antibody L7543 (1µg/ml, Sigma Aldrich) and the mouse monoclonal anti-p24 

antibody for 1h. After further washes, the cells were incubated with Alexa-488 and -568-

conjugated secondary antibodies (Life Technologies) for 30min. The number of LC3 dots 

(green) per infected CD4 T cell (red) was counted. More than 100 CD4 T cells were analyzed 

for each culture condition by 2 independent investigators. Statistical analysis was performed 

using ANOVA.  

 

Transfection. Jurkat cells were nucleofected using the Amaxa technology and HEK.293T cell 

transfection was performed using the Turbofect transfection reagent (Thermo Scientific) 

according to the manufacturer’s instructions. 

 

Reverse transcription PCR (RT-PCR). RNA was purified from 106 cells using the Nucleospin 

RNA plus (Macherey-Nagel), and RT-PCR was performed using the QIAGEN OneStep RT-PCR 

kit according to the manufacturer’s instructions. The oligonucleotides used for LC3, Beclin-1, 

BNIP3 and GAPDH mRNA are: LC3 FOR: GATGTCCGACTTATTCGAGAGC; LC3 BACK: 

TTGAGCTGTAAGCGCCTTCTA; Beclin-1 FOR: ACTGTGTTGCTGCTCCATGC; Beclin-1 BACK: 

CCCAAGCAAGACCCCACTTA; BNIP3 FOR: GAACTCCCTGAGGCGGGAAGAA; BNIP3 BACK: 
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AGTGTTTGCCGCTGTCAGTAC. GAPDH FOR: CCCATCACCATCTTCCAG; GAPDH BACK: 

CCTGCTTCACCACCTTCT. A control RT-PCR was done without RNA. 

 

Cellular fractionation. Cells were lysed in hypotonic buffer (10mM Tris-HCl, pH 7.65, 1.5mM 

MgCl2, 1mM DTT, 20mM N-ethylmaleimide, and protease inhibitors) and centrifuged at 

500 × g for 15min. The supernatant constituted the cytoplasmic fraction and the pellet 

resuspended in Laemmli buffer constituted the nuclear fraction. 

 

3. Results 

Vpr inhibits the autophagy process. Basal autophagy and chemically-induced autophagy 

(Torin 1, To) were first analyzed by immunofluorescence in Jurkat cells expressing, or not, HA-

Vpr, by counting the number of LC3 dots per cell. The autophagy flux was also studied using 

chloroquine (CQ), which blocks the maturation step of the process. As expected, autophagy is 

induced by To when Vpr is not expressed (Fig. 1A, white bars). However, the number of LC3 

puncta remains very low in cells expressing HA-Vpr (red cells) whatever the conditions used, 

i.e. cells treated by To, CQ, or To + CQ (Fig. 1A, black bars). This result was reproduced with 

the ectopically expressed DsRed-Vpr in Jurkat cells (Fig. 1b), indicating that the tag has no 

influence on the inhibitory effect of Vpr on autophagy. It is important to note that cell 

nucleofection with a plasmid expressing the tag alone does not affect the autophagy flux (data 

not shown). 

To confirm these results, we analyzed the effect of Vpr on autophagy by western blot by 

following the level of lipidated LC3 (LC3-II) in Jurkat cells expressing, or not, HA-Vpr. As shown 

in figure 1C, LC3-II expression increases in presence of To + CQ without HA-Vpr, whereas the 
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level of LC3-II stays very low in the presence of HA-Vpr.  Altogether, these results confirm that 

Vpr inhibits both basal and induced autophagy. Interestingly, we observed that Vpr also 

decreases the expression of LC3-I, the non-lipidated form of LC3 (Fig. 1C). In accordance, red 

cells (Vpr positive cells) have a low LC3-I labeling (diffuse green fluorescence) in the cell 

cytoplasm (Fig. 1A and Fig. 1B).  

 

Vpr decreases the expression of several ATGs and acts at the transcriptional level. As we 

showed that Vpr decreases the LC3-I expression level, we then analyzed the expression of two 

others ATGs, i.e. Beclin-1 and BNIP3. As presented in Figure 2, Vpr triggers a significant 

decrease in the expression of the three ATGs analyzed. It is worth noting that LC3 and HA-Vpr 

cannot be revealed on the same blot due to their very similar molecular weight. This result 

suggests that Vpr may either trigger degradation of the three proteins, or, more probably, 

regulate the expression of these ATGs upstream by acting at their transcriptional level.  

To analyze whether Vpr could modulate the transcription of the LC3, Beclin-1 and BNIP3 

genes, we studied the expression of their mRNA by RT-PCR in Jurkat cells expressing, or not, 

HA-Vpr. As shown in Figure 3, the mRNA level of these three genes is strongly decreased in 

presence of HA-Vpr. Expression of HA-Vpr was controlled by Western blot (data not shown). 

These results demonstrate that the Vpr-mediated decrease in the expression of the ATGs 

tested is transcriptionally regulated. 

 

Vpr, coming from the virion, inhibits HIV-1-induced autophagy. As Vpr is incorporated into 

the viral particles, we next analyzed the capability of Vpr coming from virions to block Env-

induced autophagy at the early steps of infection, before the integration of the provirus into 
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the genome of the host cells (Mohammadi et al., 2013). To this aim, we infected Jurkat cells 

with HIV-1 (NL4-3 or NL4-3∆Vpr strains) and analyzed autophagy after 8h of infection, in 

presence or absence of CQ to follow the autophagy flux. The quantity of viruses was adjusted 

to have the same percentage of infected Jurkat cells (40%) by flow cytometry at 24h of 

infection. Autophagy was analyzed in HIV-1-infected Jurkat cells by counting the number of 

endogenous LC3 dots in cells expressing the viral capsid (p24 positive cells). As shown in Figure 

4A, the number of autophagosomes is significantly higher in HIV-1ΔVpr-infected cells 

compared to wt HIV-1-infected cells, in presence or absence of CQ. These results demonstrate 

that Vpr, coming from the virion, negatively controls autophagy at the early step of infection, 

before de novo expression of the viral proteins. 

The FOXO3a transcription factor is a target of Vpr. Several transcription factors are known to 

trigger autophagy by regulating the expression of autophagy-related genes (Lapierre et al., 

2015). Among them, FOXO3a hold our attention because its activation increases the 

abundance of mRNA and protein levels of LC3 and BNIP3 in several cell types, including 

cardiomyocytes, mouse primary renal proximal tubular cells or skeletal muscle cells (Kume et 

al., 2010; Mammucari et al., 2007; Sengupta et al., 2009). FOXO3a is also known to 

 induce the expression of the Beclin-1 in muscle cells (Mammucari et al., 2007; Webb 

and Brunet, 2014). As Vpr is known to target several cellular proteins to degradation by the 

ubiquitin-proteasome system (UPS), we analyzed whether Vpr could also trigger FOXO3a 

degradation. We thus analyzed the expression level of Flag-FOXO3a in presence or absence of 

HA-Vpr and MG132, a UPS inhibitor. As shown in Figure 5A, the expression level of FOXO3a is 

strongly decreased in presence of HA-Vpr without MG132, and this expression is almost 

completely restored in presence of the UPS inhibitor. This result indicates that Vpr triggers the 

UPS-mediated FOXO3a degradation.  
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FOXO3a is mainly regulated through its subcellular localization. Indeed, its transcriptionally 

active form is located in the nucleus, while its inactive form is sequestered in the cytoplasm. 

To analyze whether Vpr could influence the FOXO3a localization into cells, we analyzed its 

expression level after cell fractionation in presence or absence of HA-Vpr. The Figure 5B shows 

that Flag-FOXO3a and HA-Vpr are present in both fractions, but the latter is more expressed 

into the nucleus. In presence of HA-Vpr, expression of Flag-FOXO3a is dramatically decreased 

in the cytoplasm but is also strongly reduced in the nucleus, indicating that the overall pool of 

FOXO3a is subjected to Vpr-mediated degradation (Fig. 5B), and that Vpr does not trigger 

FOXO3a shuttling. Vpr-mediated FOXO3a degradation is UPS-dependent since addition of 

MG132 restores the expression level of FOXO3a in both fractions (Fig. 5C).  

 

4. Discussion 

During HIV-1 entry into CD4 T cells, autophagy is induced through the fusogenic function of 

gp41 (Denizot et al., 2008). Our previous results have shown that Env-mediated autophagy is 

an anti-viral mechanism by degrading specifically Tat (Sagnier et al., 2015). Thus, autophagy 

must be negatively regulated in infected CD4 T cells, the main target cells of HIV-1, for an 

efficient viral replication. After provirus integration, neosynthesized viral infectivity factor (Vif) 

blocks autophagy (Borel et al., 2015), but a first negative control of autophagy occurs earlier 

after HIV-1 entry, before synthesis of new viral proteins (Sagnier et al., 2015). Vpr was a good 

candidate for this action since it is the only auxiliary viral protein well incorporated into virions. 

Many functions of this viral protein are linked to its capability to bind to E3 ligases in order to 

degrade their substrates. In addition, several E3 ligases, and especially CUL-RING E3 ligases, 

can regulate the autophagy machinery and the upstream regulators of autophagy (Cui et al., 

2016). We demonstrate here that the expression level of the proteins BNIP3, LC3 and Beclin-
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1 dramatically decreases in presence of Vpr. We thus investigated their level of transcription 

in the presence of Vpr. Interestingly, these three ATG genes were negatively regulated by Vpr 

at the transcriptional level, indicating that Vpr acts upstream, on a transcriptional factor. 

Several positive transcriptional regulators of ATGs are known, including transcription factor 

EB (TFEB), FOXO3a and E2F1 (Fullgrabe et al., 2016). All these factors induce the expression of 

LC3 (Polager et al., 2008; Sanchez et al., 2012; Settembre et al., 2011) whereas BNIP3 is 

overexpressed by both E2F1 and FOXO3a (Mammucari et al., 2007; Shaw and Kirshenbaum, 

2008; Yurkova et al., 2008) and Beclin-1 only by FOXO3a (Sanchez et al., 2012). As LC3, BNIP3 

and Beclin-1 are downregulated in presence of Vpr, we focused our work on FOXO3a. In 

addition, we already know that Env triggers the production of ROS (Molina et al., 2007) and 

numerous data demonstrate that FOXO3a is activated in response to oxidative stress (Storz, 

2011). However, we cannot exclude a role of the other transcriptional factors in Vpr-mediated 

inhibition of autophagy.  

FOXO3a is regulated by various post-translational modifications including phosphorylation 

that dictates its subcellular localization. One study have indirectly linked Vpr to FOXO3a, 

through its interaction with 14-3-3 (Kino et al., 2005b). 14-3-3 are a highly conserved family of 

molecules that inhibit FOXO3a by inducing its accumulation in the cytoplasm (Brunet et al., 

1999; Brunet et al., 2002; Dobson et al., 2011; Lehtinen et al., 2006; Tzivion et al., 2011). In a 

context of insulin resistance/lipodystrophy syndrome, Vpr binding to 14-3-3 inhibits 

insulin/PI3K/Akt-1 signaling pathway, triggering FOXO3a translocation to the nucleus (Kino et 

al., 2005a). We demonstrated here another function of Vpr, where Vpr triggers the 

degradation of FOXO3a by the proteasome both in the cytoplasm and the nucleus of cells. 

Further studies are needed to know the E3 ligase involved in this process. However, as FOXO3a 

is involved in many essential cellular processes, including the control of the cell cycle, the 
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protection from oxidative stress, apoptosis and longevity, these results are of major interest 

to understand the actions of Vpr at different steps of the HIV-1 life cycle.  

In conclusion, these data demonstrate that during HIV-1 infection of CD4 T cells, incoming Vpr 

acts to inhibit the autophagy process activated during viral entry to “prepare” the cells for an 

efficient viral replication. These results also open the route to a better understanding of the 

roles of Vpr during HIV-1 infection through FOXO3a degradation. 
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Figure Legends 

Figure 1. Ectopic Vpr inhibits the autophagy flux. (A) Jurkat cells were transfected with a 

plasmid expressing HA-Vpr for 1 day. Torin 1 (To, 2µM), chloroquine (CQ, 50µM) or To + CQ 

was then added in the wells for 3h. Non-treated (NT) cells were analyzed in parallel. Cells were 

fixed, and LC3 and HA-Vpr were detected by immunofluorescence. The number of 

autophagosomes (LC3 dots) was counted by 2 investigators in more than 100 cells. Statistical 

significance was analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA, **P<0.01; ***P<0.001). 

(B) Jurkat cells were transfected with a plasmid expressing DsRed-Vpr for 1 day. To (2µM), CQ 

(50µM) or To + CQ was then added in the wells for 3h. Cells were fixed, and LC3 and DsRed-

Vpr were detected by immunofluorescence. The number of autophagosomes (LC3 dots) was 

counted by 2 investigators in more than 100 cells. Results are from at least three independent 

experiments. (C) Jurkat cells were transfected with a plasmid expressing HA-Vpr or HA alone 

for 1 day. To (2µM), CQ (50µM) or To plus CQ was then added in the wells for 3h. Cells were 

harvested, and lysates were immunoblotted with anti-LC3 Ab and anti-GAPDH Ab as a loading 

control. LC3 levels (LC3-II and LC3-I) with or without Vpr were quantified by densitometry and 

normalized with GAPDH expression levels. Results are from at least three independent 

experiments. 
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Figure 2. Vpr decreases the expression level of LC3, Beclin-1 and BNIP3. Jurkat cells were 

transfected with a plasmid expressing HA or HA-Vpr for 1 day. Cells were harvested, and 

lysates were immunoblotted with the Abs of interest and the anti-GAPDH Ab as a loading 

control. Results are from at least three independent experiments.  
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Figure 3. Vpr acts at the transcriptional level. Jurkat cells were transfected with a plasmid 

expressing HA or HA-Vpr for 1 day. Total RNA was purified and expression of LC3, BNIP3 and 

Beclin-1 mRNA, and GAPDH mRNA as a control, was analyzed by RT-PCR. A negative control 

was done without RNA. The figure is representative of three independent experiments. 
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Figure 4. Vpr coming from the viruses inhibits autophagy. Jurkat cells were infected by wt HIV-

1 or HIV-1∆Vpr for 8h. Cells were treated, or not, with CQ for 3h before fixation, and LC3 and 

p24 were detected by immunofluorescence. The number of autophagosomes (LC3 dots) was 

counted by 2 investigators in more than 100 infected cells (p24 positive cells). Results are from 

at least three independent experiments. Statistical significance was analyzed by ANOVA 

(*P<0.05). 
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Figure 5. Vpr triggers UPS-dependent degradation of FOXO3a.  (A) HEK293T cells were 

transfected with plasmids expressing HA or HA-Vpr and Flag-FOXO3a and treated or not with 

MG132 for 5h at 20µM. Expression of Flag-FOXO3a was analyzed by western blot. Statistical 

significance was analyzed by ANOVA (***P<0.001; NS: non-significant difference). (B) 

HEK293T cells were transfected for one day with plasmids expressing HA or HA-Vpr and Flag-

FOXO3a, and expression of Flag-FOXO3a was analyzed in both the cytoplasm and the nucleus. 

(C) In the same experimental conditions, subcellular expression of Flag-FOXO3a was analyzed 

in presence or absence of MG132. A ratio between expression of Flag-Foxo3a in absence and 

presence of Vpr as well as the x-fold difference was indicated. Results are from at least three 

independent experiments. 
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Auteurs et affiliations 
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Résumé 

Titre : Rôle de l'autophagie sélective lors de l'infection des cellules T CD4 par le 

VIH-1. 

Le développement de la phase SIDA (Syndrome de l'ImmunoDéficience Acquise) chez les patients 

infectés par le virus VIH-1 (Virus de l'Immunodéficience Humaine) se caractérise par une diminution 

progressive du nombre de cellules T CD4. Or la majorité des cellules constituant cette déplétion sont 

non-infectées et appelées "bystander". En 2006, notre équipe a montré que le contact entre les 

cellules infectées exprimant les glycoprotéines de l’enveloppe (Env) et les cellules non-infectées 

exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 déclenche au sein de ces dernières la voie d’autophagie, ce qui 

mène à une mort cellulaire par apoptose. L'autophagie est un processus impliqué dans la dégradation 

de matériel cytoplasmique après sa séquestration au sein de vacuoles dans lesquelles il sera dégradé 

puis recyclé. Ce processus peut être hautement sélectif par l'action de protéines réceptrices tels que 

p62 ou NBR1.  

L’objectif de mon projet de thèse vise à comprendre comment l'autophagie induite par Env mène les 

cellules T CD4 bystander à leur mort par apoptose.  

Une précédente étude menée par notre équipe a démontré que les changements induits par Env au 

sein de ces cellules T CD4 non infectées comprenaient la production d’espèces oxygénées réactives 

(ROS) menant à un état de stress oxydatif. Durant la première année de mon doctorat, j’ai obtenu des 

résultats encourageants par la technique HTRF (Homogeneous Time Resolved Fluorescence), montrant 

que le stress oxydatif induit par Env est impliqué dans la mort des cellules T CD4 bystander par 

apoptose. De plus, nous avons observé une dégradation des protéines peroxysomales par l’autophagie 

induite par Env dans le même modèle.  

Dès lors, nous étudions l'induction par Env d’une dégradation sélective des peroxysomes par 

autophagie, également appelée pexophagie dans les cellules T CD4 bystander. Les peroxysomes étant 

des organites responsables de la réponse au stress oxydatif, leur dégradation sélective pourrait empêcher la 

cellule de faire face au stress oxydatif qu’elle subit et la mener vers une mort cellulaire par apoptose. 

Présentation d’un Flash Talk et d’un poster intitulé : Rôle de l'autophagie sélective lors de l'infection 

des cellules T CD4 par le VIH-1. 
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8.3.B Journée des Docs et Postdocs Labex EpiGenMed 2017 – 27 Octobre 2017 à 

Montpellier 

Role of selective autophagy during HIV-1 infection of CD4 T cells. 

Mathilde Galais1, Coralie F. Daussy, Véronique Robert-Hebmann, Martine Biard-Piechaczyk 

and Lucile Espert 

1Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier (IRIM), CNRS, Université de Montpellier 

UMR 9004, 1919 Route de Mende, Montpellier, France. 

Role of selective autophagy during HIV-1 infection of CD4 T cells.  

The development of AIDS (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome) in HIV-1 (Human Immunodeficiency 

Virus)-infected patients is characterized by a progressive decrease in the number of CD4 T cells. The 

majority of dying cells are non-infected and called bystander CD4 T cells. In 2006, our team 

demonstrated that the contact between infected cells (expressing the envelope glycoproteins (Env)) 

and non-infected cells (expressing the CD4 and CXCR4 receptors) was responsible for enhancing the 

autophagic pathway which lead to their cellular death by apoptosis. The autophagic pathway is 

involved in the degradation of cytoplasmic material after its sequestration into vacuoles wherein it will 

be degraded and then recycled. This process can be highly selective through the receptor proteins such 

as p62 or NBR1.  

The aim of my research project is to understand how Env-mediated autophagy can lead to apoptosis 

in bystander CD4 T cells. 

A precedent work of our team showed that the changes induced by Env in bystander CD4 T cells 

included the production of reactive oxygen species (ROS) leading to an oxidative stress state. During 

the first year of my PhD, I have obtained promising results showing, through an HTRF technic 

(Homogeneous Time Resolved Fluorescence), that this oxidative stress induced by Env is involved in 

the cellular death by apoptosis of bystander CD4 T cells. Moreover, we have observed a degradation 

of peroxisomal proteins due to Env-mediated autophagy in the same model.  

Therefore, our hypothesis is that Env induces the selective degradation of peroxisomes by autophagy, 

also known as pexophagy, in bystander CD4 T cells. Since peroxisomes are responsible for regulating 

the cellular response to an oxidative stress state, their selective degradation could prevent the cell 

from overcoming this event and eventually leads to its death by apoptosis. 

 

 

Présentation d’un poster intitulé: Role of selective autophagy during HIV-1 infection of CD4 T 

cells.  
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Role of selective autophagy during HIV-1 infection of CD4 T cells. 

Galais Mathilde1, Daussy F. Coralie, Robert-Hebmann Véronique, Biard-Piechaczyk Martine et 

Espert Lucile 

1 Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier (IRIM), CNRS UMR 9004, Montpellier, 

France  

The development of AIDS (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome) in HIV-1 (Human Immunodeficiency 

Virus)-infected patients is characterized by a progressive decrease in the number of CD4 T cells. 

However the number of infected cells is insufficient to explain on its own this depletion. The majority 

of dying cells are non-infected and called bystander CD4 T cells. In 2006, our team demonstrated that 

the contact between infected cells (expressing the envelope glycoproteins (Env)) and non-infected 

cells (expressing the CD4 and CXCR4 receptors) was responsible for enhancing the autophagic pathway 

which lead to their cellular death by apoptosis. The autophagic pathway is involved in the degradation 

of cytoplasmic material after its sequestration into vacuoles wherein it will be degraded and then 

recycled. This process can be highly selective through the receptor proteins such as p62 or NBR1. 

The aim of my research project is to understand how Env-mediated autophagy can lead to apoptosis 

in bystander CD4 T cells. 

A precedent work of our team showed that the changes induced by Env in bystander CD4 T cells 

included the production of reactive oxygen species (ROS) leading to an oxidative stress state. During 

the first year of my PhD, I have obtained promising results showing, through an HTRF technic 

(Homogeneous Time Resolved Fluorescence), that this oxidative stress induced by Env is involved in 

the cellular death by apoptosis of bystander CD4 T cells. Moreover, we have observed a degradation 

of peroxisomal proteins due to Env-mediated autophagy in the same model. 

Therefore, our hypothesis is that Env induces the selective degradation of peroxisomes by autophagy, 

also known as pexophagy, in bystander CD4 T cells. Since peroxisomes are responsible for regulating 

the cellular response to an oxidative stress state, their selective degradation could prevent the cell 

from overcoming this event and eventually leads to its death by apoptosis. 

 

Présentation d’un poster intitulé : Role of selective autophagy during HIV-1 infection of CD4 

T cells. 

 

Prix de la meilleure présentation avec poster   
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Role of pexophagy in HIV-1 Env-induced apoptosis of uninfected CD4 T cells.  

Mathilde Galais, Coralie F. Daussy, Véronique Robert-Hebmann, Martine Biard-Piechaczyk, 

and Lucile Espert  

Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier, Centre National de la Recherche 

Scientifique UMR9004 Université de Montpellier, France  

The development of AIDS in HIV-1 infected patients is characterized by a progressive decrease in the 

number of CD4 T cells. The majority of dying cells are non-infected cells called bystander CD4 T cells. 

In 2007 our team demonstrated that the contact between infected cells (expressing the envelope 

glycoproteins (Env)) and non-infected cells (expressing the CD4 and CXCR4 receptors) was responsible 

for inducing an oxidative stress state in the later cells and enhancing the autophagic pathway which 

lead to their cellular death by apoptosis. The aim of my research project is to understand how Env-

induced autophagy can lead to apoptosis of those uninfected CD4 T cells. The results obtained 

demonstrate that peroxisomal proteins (Pex14 & Catalase) are degraded upon Env-induced autophagy. 

This degradation is dependent on p62/SQSTM1 and NBR1 autophagic receptors. Peroxisomes are 

organelles important for the detoxification of Reactive Oxygen Species (ROS). Moreover, we have been 

able to show that Env-induced autophagy is responsible for the depletion of mature peroxisomes, a 

process known as pexophagy. Our current hypothesis is that the Env-induced pexophagy is responsible 

for an excessive accumulation of ROS leading the uninfected CD4 T cells to apoptosis.  

 

Key words: Pexophagy, HIV, apoptosis, ROS 

 

Présentation d’un Flash Talk et d’un poster intitulé: Role of pexophagy in HIV-1 Env-induced 

apoptosis of uninfected CD4 T cells.  
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8.3.E 8ème Journées du CFATG – 17 au 18 Octobre 2018 La Grande Motte 

Role of pexophagy in HIV-1 Env-induced apoptosis of uninfected CD4 T cells.  

Mathilde Galais, Coralie F. Daussy, Véronique Robert-Hebmann, Martine Biard-Piechaczyk, 

and Lucile Espert  

Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier, Centre National de la Recherche 

Scientifique UMR9004 Université de Montpellier, France  

The development of AIDS in HIV-1 infected patients is characterized by a progressive decrease in the 

number of CD4 T cells. The majority of dying cells are non-infected cells called bystander CD4 T cells. 

In 2007 our team demonstrated that the contact between infected cells (expressing the envelope 

glycoproteins (Env)) and non-infected cells (expressing the CD4 and CXCR4 receptors) was responsible 

for inducing an oxidative stress state in the later cells and enhancing the autophagic pathway which 

lead to their cellular death by apoptosis. The aim of my research project is to understand how Env-

induced autophagy can lead to apoptosis of those uninfected CD4 T cells. The results obtained 

demonstrate that peroxisomal proteins (Pex14 & Catalase) are degraded upon Env-induced autophagy. 

This degradation is dependent on p62/SQSTM1 and NBR1 autophagic receptors. Peroxisomes are 

organelles important for the detoxification of Reactive Oxygen Species (ROS). Moreover, we have been 

able to show that Env-induced autophagy is responsible for the depletion of mature peroxisomes, a 

process known as pexophagy. Our current hypothesis is that the Env-induced pexophagy is responsible 

for an excessive accumulation of ROS leading the uninfected CD4 T cells to apoptosis.  

 

Key words: Pexophagy, HIV, apoptosis, ROS 

 

Présentation orale intitulée : HIV-1 Env induced autophagy degrades cellular antioxidant 

systems 

 

Prix Arlette Darfeuille-Michaud pour la communication orale « short talk »  
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8.3.F Cold Spring Harbor Laboratories – Retroviruses meeting May 20th – 25th 2019 New-

York 

HIV-1 Env-induced autophagy degrades cellular antioxidants systems. 

Galais Mathilde, Daussy F. Coralie, S.Sagnier, F.P.Blanchet, V.Robert-Hebmann, S.Pattingre, M.Biard-

Piechaczyk, Lucile Espert   

 
The development of AIDS (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome) in HIV-1 (Human Immunodeficiency 

Virus)-infected patients is characterized by a progressive decrease in the number of CD4 T cells. The 

majority of dying cells are non-infected and called bystander CD4 T cells. In 2006, our team 

demonstrated that the contact between infected cells (expressing the envelope glycoproteins (Env)) 

and non-infected cells (expressing the CD4 and CXCR4 receptors) was responsible for enhancing the 

autophagic pathway which lead to their cellular death by apoptosis. The autophagic pathway is 

involved in the degradation of cytoplasmic material after its sequestration into vacuoles wherein it will 

be degraded and then recycled. This process can be highly selective through the involvement of 

receptor proteins such as p62 or NBR1.  

We aim at understanding how Env-mediated autophagy can lead to apoptosis in bystander CD4 T cells. 

A precedent work of our team showed that the changes induced by Env in bystander CD4 T cells 

included the production of reactive oxygen species (ROS) leading to an oxidative stress state. We used 

an HTRF technic (Homogeneous Time Resolved Fluorescence) to show that the oxidative stress induced 

by Env is involved in the cellular death by apoptosis of bystander CD4 T cells. We also show that the 

autophagic process involved has to be a degradative process to lead these CD4 T cells to their death 

by apoptosis.  

Moreover, we have observed that Env-mediated autophagy was degrading peroxisomal proteins. 

Peroxisomes are essential organelles in the cell responsible partly for the detoxification of ROS in the 

cell. Their number is regulated through a selective autophagic degradation known as pexophagy. 

Therefore, we hypothesized that Env induced a selective degradation by autophagy of the cell 

antioxidant system in bystander CD4 T cells. Since peroxisomes are responsible for regulating the 

cellular response to an oxidative stress state, their selective degradation could prevent the cell from 

overcoming this event and eventually lead to its death by apoptosis. We also studied the involvement 

of other antioxidant proteins which revealed to also be affected by the Env-mediated autophagy. In 

conclusion, we are showing that Env-mediated autophagy degrades important antioxidant systems 

which are a key survival factor necessary to the bystander CD4 T cells to reduce the oxidative stress 

induced by Env.  

 

Présentation d’un poster intitulé : HIV-1 Env-induced autophagy degrades cellular 

antioxidants systems. 

 

 

 



 
 

  



 

 

  



 

 

Résumé 

Le développement de la phase SIDA (Syndrome de l'ImmunoDéficience Acquise) chez les patients infectés par le virus VIH-

1 (Virus de l'Immunodéficience Humaine) se caractérise par une diminution progressive du nombre de cellules T CD4. Or 

la majorité des cellules constituant cette déplétion sont non-infectées et appelées "bystander". En 2006, notre équipe a 

montré que le contact entre les cellules infectées exprimant les glycoprotéines de l’enveloppe (Env) et les cellules non-

infectées exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4 déclenche au sein de ces dernières la voie d’autophagie, ce qui mène à 

une mort cellulaire par apoptose. L'autophagie est un processus impliqué dans la dégradation de matériel cytoplasmique 

après sa séquestration au sein de vacuoles dans lesquelles il sera dégradé puis recyclé. Ce processus peut être hautement 

sélectif par l'action de protéines réceptrices tels que p62 ou NBR1.  

L’objectif de mon projet de thèse vise à comprendre comment l'autophagie induite par Env mène les cellules T CD4 

bystander à leur mort par apoptose. Une précédente étude menée par notre équipe a démontré que les changements 

induits par Env au sein de ces cellules T CD4 non infectées comprenaient la production d’espèces oxygénées réactives 

(ROS) menant à un état de stress oxydatif. Nous montré que le stress oxydatif induit par Env est impliqué dans la mort 

des cellules T CD4 bystander par apoptose. Nous avons également observé que l’autophagie doit être dégradative pour 

mener ces cellules T CD4 à leur mort par apoptose. De plus, nous avons observé une dégradation des protéines 

peroxysomales par l’autophagie induite par Env dans le même modèle. Les peroxysomes sont des organelles essentielles 

de la cellule qui sont en partie responsables de la détoxification des ROS dans la cellule. Leur nombre est régulé par une 

dégradation sélective autophagique que l’on appelle la pexophagie.  

Dès lors, nous étudions l’hypothèse de l'induction par Env d’une dégradation sélective des systèmes antioxydants de la 

cellule par autophagie dans les cellules T CD4 bystander. Les peroxysomes étant des organites responsables de la réponse 

au stress oxydatif, leur dégradation sélective pourrait empêcher la cellule de faire face au stress oxydatif qu’elle subit et 

la mener vers une mort cellulaire par apoptose. En conclusion, nous montrons que l’autophagie induite par Env dégrade 

un système antioxydant important qui est un facteur clé nécessaire à la survie des cellules T CD4 bystander pour réduire 

le stress oxydatif induit par Env. 

Mots-clés : Pexophagie, VIH-1, Apoptose, ROS, Env 

 Abstract 

The development of AIDS (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome) in HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus)-infected 

patients is characterized by a progressive decrease in the number of CD4 T cells. The majority of dying cells are non-

infected and called bystander CD4 T cells. In 2006, our team demonstrated that the contact between infected cells 

(expressing the envelope glycoproteins (Env)) and non-infected cells (expressing the CD4 and CXCR4 receptors) was 

responsible for enhancing the autophagic pathway which lead to their cellular death by apoptosis. The autophagic 

pathway is involved in the degradation of cytoplasmic material after its sequestration into vacuoles wherein it will be 

degraded and then recycled. This process can be highly selective through the involvement of receptor proteins such as 

p62 or NBR1.  

We aim at understanding how Env-mediated autophagy can lead to apoptosis in bystander CD4 T cells. A precedent work 

of our team showed that the changes induced by Env in bystander CD4 T cells included the production of reactive oxygen 

species (ROS) leading to an oxidative stress state. We showed that the oxidative stress induced by Env is involved in the 

cellular death by apoptosis of bystander CD4 T cells. We also show that the autophagic process involved has to be a 

degradative process to lead these CD4 T cells to their death by apoptosis. Moreover, we have observed that Env-mediated 

autophagy was degrading peroxisomal proteins. Peroxisomes are essential organelles in the cell responsible partly for the 

detoxification of ROS in the cell. Their number is regulated through a selective autophagic degradation known as 

pexophagy. 

Therefore, we hypothesized that Env induced a selective degradation by autophagy of the cell antioxidant system in 

bystander CD4 T cells. Since peroxisomes are responsible for regulating the cellular response to an oxidative stress state, 

their selective degradation could prevent the cell from overcoming this event and eventually lead to its death by 

apoptosis. In conclusion, we are showing that Env-mediated autophagy degrades important antioxidant systems which 

are a key survival factor necessary to the bystander CD4 T cells to reduce the oxidative stress induced by Env. 

Key words: Pexophagy, HIV-1, apoptosis, ROS, Env 

Laboratory : Autophagie et Infections, Institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier IRIM, UMR9004, 1919 Route 

de Mende 34293 Cedex 5 Montpellier 

 

  


