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enzyme-catalytic 
Arf1 ADP-ribosylation factor 1 
AT-2 Aldrithiol-2 
ATF4 Activating transcription factor 4 
Atg Autophagy related genes 
ATP Adenosine triphosphate 
AZT/NVP Azidothymidine / Neverapine 
Baf A1 Bafilomycin A1 
BAG Bcl-2-associated athanogene  
BATS BARKOR(Atg14) autophagosome 

targeting sequence  
BCG Bacille de Calmette et Guérin 
BCG Bacille de Calmette-Guérin 
Bcl-2 B cell leukemia/lymphoma 2  
BCR B-cell receptor 
BH3 Bcl-2 homology 3 domain 
Bif-1 Bax-interacting factor 1 
BIP Binding immunoglobulin protein 
BMDC Bone-marrow derived dendritic cells 
BST-2 Tétherine 
CA Protéine de la capside virale 
CARD Caspase activation and recruitment 

domains 
CD Cluster of differenciation 
cGAS cGAMP synthesis enzyme 
CHIP C-terminus of Hsc70-interacting 

protein 
CHIP C-terminus of HSC70-interacting 

protein  
ChQ Chloroquine 
CIITA Class II major histocompatibility 

complex transactivator 
CLEC9A C-type lectin domain family 9 
CLIP/li Invariant chain 
CLR C lectin like receptor 
CMA Chaperone-mediated autophagy 
CMH/HLA Complexe majeur 

d’histocompatibilité/Human 
Leucocyte Antigen 

CTL Cytotoxic T lymphocytes 
CXCR/CCR Recepteurs de chimiokines (et leurs 

ligands CXCL/CCL) 
CypA Cyclophilin A 
DC Dendritic cells 

DC-SIGN Dendritic cell-specific intracellular 
adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin 

DC/hDC Cellules dendritiques / cellules 
dendritiques humaines 

DCIR Dendritic Cell Immunoreceptor 
DFCP1 Double FYVE domain-containing 

protein 1 
dNTP Désoxyribonucléotides tri-phosphate 
DRAM Damage-regulated autophagy 

modulator 
DRiPs Defective ribosomal products 
EBNA1 Epstein–Barr nuclear antigen 1 
EBV Epstein Barr virus 
EF1α Elongation factor 1A 
EFS Etablissement francais du sang 
eIF2 Eukaryotic initiation factor 2 
Env (TM/SU) Protéine de l’enveloppe virale gp41, 

gp120 (transmembrannaire / surface) 
ERAAP Endoplasmic reticulum 

aminopeptidase associated with 
antigen processing 

ERAD Endoplasmic-reticulum-associated 
protein degradation 

ESCRT Endosomal sorting complex required 
for transport 

FIP200 FAK family kinase-interacting 
protein of 200kDa 

FYCO FYVE and coiled-coil domain-
containing 1 

GABARAP GABAA receptor-associated protein 
GALT Gut associated lymphoid tissue 
GCN2 General control nonderepressible 2 
GFAP Glial fibrillary acidic protein 
GFP/RFP Green/Red fluorescent protein 
GSL Glycosphingolipide 
HBV Hepatitis B virus (virus de l’hépatite 

B) 
HCMV Human Cytomegalovirus 
HCV Hepatitis B virus (virus de l’hépatite 

C) 
HDAC6 Histone deacétylase 6 
HHV1/8 Human herpes virus (type 8) (virus 

de l’herpes de type 8) 
HIF-1 Hypoxia-inducible factor 1  
hmDC/mDC (Human) myeloid DC 
hMDM  Human monocyte derived 

macrophages 
hpDC (Human) plasmacytoid DC 
HSC70/90 Heat shock cognate proteins 70/90 

kDa  
HSP  Heat shock protein  
HSV-1 Herpes simplex virus 1  
hVps34 Human vacuolar protein sorting 34 
ICAM InterCellular Adhesion Molecule 
ICP Infected Cell Protein (Herpes) 
IFI16 IFNγ-inducible protein 16 
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IFNα/β/γ Interferon α/β/γ 
IL Interleukine 
ILV Intraluminal vesicules 
IN Intégrase virale 
infDC Inflammatory DC 
IP3 Inositol 1,4,5-triphosphate 
IPS-1 IFN promoter stimulator 1 
IRE1 Inositol-requiring enzyme-1 
IRF Interferon-regulatory factor 
IRGM Immunity-related GTPase family M 

protein  
ISG IFNβ stimulated genes 
IκBα NF-κB inhibitor 
JNK1  c-jun N-terminal kinase 1 
LAMP1/2  Lysosome associated membrane 

protein (Ex : LAMP-2A) 
LAP LC3-associated phagocytosis 
LAPTM5 Lysosomal protein transmembrane 5 
LC Langerhans cells 
LDL Low density lipoprotein 
LIR/AIM LC3-interacting region / Atg8 

interactinf motif  
LPS  Lipopolysaccharide 
LRR Leucine-rich repeat 
LRSAM1 Leucine rich repeat and sterile alpha 

motif containing 1 (E3 ubiquitine 
ligase) 

LT/LB Lymphocytes T / B 
LTR  Long terminal repeat 
MA  Protéine de la matrice virale (Gag et 

dérivées) 
MAM Mitochondria-associated ER 

membrane 
MAP-LC3  Microtubule-associated protein light 

chain 3 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 
MARCH Membrane-Associated RING-CH 

protein family 
MARCO Macrophage receptor with 

collagenous structure 
MDA5 Melanoma Differentiation-

Associated protein 5 
MDDC/hMDDC Human monocytes-derived dendritic 

cells 
MDM/hMDM human macrophages derived 

monocytes 
MeV Measles virus (virus de la rougeole) 
MIIC MHC-II compartment 
MR Mannose receptor 
mTOR Mammalian target of Rapamycin 
MUC1 Mucin 1  
MVB Multivesicular bodies 
MyD88 Myeloid differentiation factor 88 
NBR1 Neighbor of BRCA1 gene 1 
NC Protéine de la nucléocapside  
NDP52 Nuclear dot protein of 52 kDA 
Nef Negative regulatory factor  
NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells 
NFAT Nuclear factor of activated T-cells 
NLR NOD-like receptor 

NOD Nucleotide oligomerization domain 
NP Nucleoprotease 
Nrf2 Nuclear factor-like 2 
OMS Organisation mondiale de la santé 
OVA Ovalbumin 
P38IP p38 (MAPK) interacting protein 
P70S6K Ribosomal protein S6 kinase  
PAMP Pathogen-associated molecular 

patterns 
PAS Pre-autophagosomal structure 
PCL Peptide-loading complex 
PE Phosphatidylethanolamine 
PI3K (III) Phosphatidylinositol-3-kinase (de 

type III) 
PINK1 PTEN-induced putative kinase 1 
PKB/AKT Protein kinase B / AKT 
PKM2 Pyruvate kinase muscle isozyme 
PKR Protein kinase R 
PLC Peptides loading complex 
PR Protéine de la protéase virale 
PRR Pattern recognition receptor 
PtdIns3P Phosphatidylinositol-3-phosphate 
Rab/Rag Ras superfamily GTPase 
RE Reticulum endoplasmique 
Rev Regulator of expression of virion 

proteins 
Rheb Ras homolog enriched in brain 
RIG-1 Retinoic acid-inducible gene 1 
RLR Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-

I)–like receptor 
ROS Reactive oxygen species 
RSV Respiratory syncytial virus 
RUBICON RUN domain Beclin1-interacting 

protein 
SAMHD1 SAM domain and HD domain 1 

protein 
SIDA Syndrome de l’immunodéficience 

acquise 
Siglec-1 Sialic acid binding Ig-like lectin 1 
siRNA/shRNA RNA interference (short hairpin / 

small interfering) 
SLC Solute carrier family protein 
SLE Systemic lupus erythematosus,  
SLR Sequestosome 1/p62-like receptors 
SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-

factor attachment protein receptor 
SQSTM1/p62 Sequestosome1 ou p62 
SR-BI Scavenger receptor class B member 

1 
STAT (1/3) Signal transducers and activators of 

transcription (1/3) 
STING Stimulator of interferon genes 
TAP Transporter associated with antigen 

processing 
Tat Trans-activator of transcription 
TBK1 TANK binding kinase 1 
TCR T-cell receptor 
TEC Thymic epithelial cells 
TEM Transmission electron microscopy 
TGN Trans-Golgi network 
TIR Toll interleukin receptor (domain) 
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TLR Toll-like recepteur 
TNF Tumor necrosis factor 
TPPII Tripeptidyl peptidase II 
TRAF6 Tumor necrosis factor receptor-

associated factor 6 
Trex1 Three prime repair exonuclease 1 
TREX1 Three prime repair exonuclease 1 
TRIF TIR-domain-containing adapter-

inducing interferon-β 
TRIM5α Tripartite motif-containing protein 5 
TUFM Elongation factor Tu, mitochondrial 
UBD Ubiquitin-binding domain 
ULK1/2 Unc-51 like autophagy activating 

kinase 1/2 
UPR Unfolded protein response 
UPS Ubiquitin-proteasome system 
UVRAG Irradiation resistance-associated gene 

VAMP Vesicle associated membrane protein 
VEGFR1 Vascular endothelial growth factor 

receptor 1 écrit VEGFR-1 
Vif Viral infectivity factor 
VIH/VIS Virus de l’immunodéficience 

humaine / simienne 
Vpr Viral protein R 
Vpu Viral protein unique 
Vpx Viral protein X 
VSV Vesicular stomatitis virus 
WIPI2 WD repeat domain PtdIns3P 

interacting protein  
XCR1 "C" sub-family of chemokine 

receptors 1 (ligand : XCL) 
zbtb46 Zinc finger and BTB domain 

containing 46 
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PREFACE 
 

Mon intérêt pour la recherche remonte à mon enfance, lorsqu’en primaire je voulais 
déjà être « inventeur ». Depuis, j’ai continué mes études avec pour objectif fixé de faire une 
thèse et me lancer dans la recherche. Au lycée, j’ai très rapidement pris goût aux sciences et à 
la biologie en particulier, matière pour laquelle j’ai eu des professeurs passionnants et 
passionnés, dont certains avaient eux-mêmes fait un doctorat lors de leurs études. Je me suis 
donc orienté vers l’université, en me spécialisant dans l’immunologie, une matière qui me 
parlait de par ses interactions directes avec la médecine. En master, j’ai étudié les interactions 
hôtes-pathogènes. J’ai très rapidement pris goût aux relations bidirectionnelles complexes 
qu’un pathogène pouvait développer avec son hôte, relations qui se sont construites sur des 
millions d’années au travers de l’évolution des espèces. J’étais fasciné par les stratégies de 
symbioses, d’antibioses et de parasitismes que ces êtres vivants « primaires » arrivaient à 
développer : avec d’un côté, chez l’hôte, l’élaboration de mécanismes de défense immunitaire 
toujours plus recherchés, complexes et finement régulés, et de l’autre, chez les pathogènes, 
des stratégies d’échappement tout aussi compliquées, il s’agit là d’un combat invisible pour la 
survie qui me passionne.  

Je voulais travailler sur le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) parce qu’il 
incarne à la perfection les dérèglements qu’un pathogène peut induire dans notre système 
immunitaire et constitue un excellent modèle pour l’étude des mécanismes immuns. Par 
ailleurs, ma motivation était aussi liée au fait que le VIH est un problème de santé publique 
majeur. Arnaud Moris m’a proposé de travailler sur les interactions entre le virus et 
l’autophagie, dans des cellules qui sont parmi les premières à être infectées, les cellules 
dendritiques. A cette époque un certain engouement pour l’étude de l’autophagie a vu le jour 
car celle-ci joue un rôle important dans le métabolisme des cellules et qu’elle est une 
composante essentielle de notre système immunitaire inné et adaptatif. Un élément original du 
projet tenait à ce qu’on voulait étudier, chez l’homme, le rôle de l’autophagie dans la 
présentation des antigènes du virus, initiant la réponse adaptative. De plus, Arnaud Moris 
avait déjà quelques résultats préliminaires intéressants et il venait d’arriver sur le site de la 
Pitié-Salpêtrière pour monter son propre laboratoire au sein de l’UMR-945, maintenant CIMI. 
Le sujet m’intéressait, tout comme l’idée d’intégrer un jeune laboratoire et de participer 
activement à son développement. C’est comme cela que j’ai débuté ma thèse. 
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I - INTRODUCTION  
A -  L’AUTOPHAGIE  

1. GENERALITES  
Découverte dans les années 1960 par Christian de Duve, l’autophagie (du grec αυτο : 

« soi-même » et φαγειν « manger ») est un processus biologique cellulaire d’auto-digestion, 
primordial pour l’équilibre métabolique d’une cellule. Ce processus ubiquitaire et constitutif 
joue un rôle déterminant dans l’homéostasie cellulaire pour garder constant l’équilibre entre 
les voies anaboliques et cataboliques. C’est une voie de dégradation des composants 
cytoplasmiques très conservée1 (de la levure au mammifère), mais qui, contrairement au 
système ubiquitine/protéasome (UPS), implique la voie lysosomale. De plus, alors que le 
système UPS est impliqué dans la dégradation de protéines à courte durée de vie, l’autophagie 
est spécialisée dans la dégradation des protéines à durée de vie longue2, ou même de plus gros 
substrats. Ainsi, l’autophagie intervient dans la destruction et le recyclage des protéines mal 
repliées et agrégées3, dans la clearance des organelles défectueuses telles que les 
mitochondries en fin de vie (mitophagie4), les peroxysomes (pexophagie5), les ribosomes 
(ribophagie4), mais également dans la destruction de nombreux pathogènes intracellulaires. 
Elle est essentielle au développement embryonnaire6. Au regard de ces fonctions, 
l’autophagie est généralement décrite comme un mécanisme de survie et de sauvegarde de 
l’intégrité cellulaire lors de stress ou de carences nutritionnelles, bien que des dérégulations 
de ce mécanisme (principalement observées dans certaines maladies neurodégénératives), 
soient impliquées comme l’un des signaux d’initialisation d’une mort cellulaire programmée 
dite « non classique »7.  
 Il existe trois formes définies d’autophagie : la macroautophagie, la microautophagie 
et l’autophagie médiée par des chaperonnes (CMA), lesquelles induisent toutes les trois la 
dégradation de composants cytosoliques dans le lysosome (cf. Figure 1). Au cours de la 
macroautophagie, des portions du cytoplasme sont capturées et séquestrées par une double 
membrane d’isolation, ou phagophore, qui se referme pour former l’autophagosome. 
L’autophagosome va ensuite fusionner avec plusieurs compartiments endosomaux d’acidité 
croissante pour former un amphisome, qui mature en autolysosome après fusion lysosomale8 
(cf. Figure 1). Dans la microautophagie, la cargaison cytoplasmique est directement capturée 
par le lysosome lui-même par invagination de sa membrane. Cette forme d’autophagie a été 
décrite dans les levures et les cellules de mammifères9 par l’observation de lysosomes 
multivésiculés, mais elle reste très peu étudiée. Avec la macroautophagie, elle permettrait la 
destruction de larges structures comme des organelles entières. 

A l’inverse, la CMA diffère des autres formes d’autophagie et des voies de 
dégradation lysosomale en général car elle n’implique pas de trafic vésiculaire (cf. Figure 1). 
Elle est impliquée dans la dégradation spécifique de protéines mal repliées prises en charge 
par des protéines chaperonnes. Un complexe se forme entre la protéine substrat, le complexe 
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Légende :  CMA : autophagie médiée par les chaperonnes 
 KFERQ : motif canonique de reconnaissance par HSC70  
 HSC70 : Protéine chaperonne de choc thermique de 70kDa 

de protéines chaperonnes et un transporteur lysosomal, LAMP-2A, qui agit comme récepteur 
de translocation10. La CMA est décrite uniquement chez les eucaryotes supérieurs. 

 
Figure 1 – Les trois formes d'autophagie 

2. LA MACROAUTOPHAGIE 

2.1. Mécanismes moléculaires  
La macroautophagie est le type d’autophagie le plus étudié, et nous restreindrons ici le 

terme « d’autophagie » à cette seule forme. Les mécanismes moléculaires qui la gouvernent 
ont été découverts dans le milieu des années 1990 par des études de mutants chez la levure11, 
avec la découverte des gènes Atg (Autophagy related). Ils ont ensuite été élargis à d’autres 
organismes comme la drosophile ou les mammifères. Du fait de la conservation évolutive de 
ce processus, la trentaine de gènes décrits dans la levure et impliqués dans l’autophagie ont 
pour la plupart un homologue chez les mammifères.  

De façon simplifiée, on peut subdiviser le processus de formation d’un 
autophagosome jusqu’à sa maturation en plusieurs étapes :  

 la formation du complexe d’initiation  
 la formation du phagophore (membrane d’isolation) pendant la nucléation 
 L’élongation du phagophore et sa complétion permettant l’agrandissement de 

la double membrane et la formation de l’autophagosome refermé.  
 L’étape finale de maturation, où l’autophagosome nouvellement formé va 

fusionner avec différents compartiments endosomaux et lysosomaux. 
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2.1.1. L’initiation 

Cette étape correspond au recrutement et à l’activation de différents complexes 
protéiques qui permettront la formation du phagophore. La transmission de ces signaux se fait 
à proximité de structures membranaires du reticulum endoplasmique (RE)12, où se déroulera 
ensuite la nucléation de la membrane d’isolation.  

Deux complexes agissent de concert pour l’induction de l’autophagie: le complexe 
PI3K de classe III, composé de l’hétérodimère à activité kinase hVps34 (human vacuolar 
protein sorting 34), de sa sous-unité régulatrice p150, de Beclin 1 et d’autres protéines 
régulatrices comme Atg14L, et le complexe ULK composé des protéines ULK1/2 (UNC51 
like kinases), Atg13, FIP200 (FAK family kinase-interacting protein of 200kDa) et Atg101. 

2.1.2. Le complexe PI3K (Beclin 1:hVps34:p150) 

Le complexe PI3K (cf. Figure 2) possède une fonction clef dans l’initiation et la 
formation du phagophore13. Il est donc finement régulé par l’ajout de différentes protéines 
régulatrices qui rentrent en compétition14. Son activité kinase, portée par la sous-unité 
hVps34, permet la production sur les membranes proches du site de nucléation de 
phosphatidylinositol-3-phosphate (PtdIns3P)12, un lipide qui jouera un rôle primordial dans le 
recrutement de facteurs indispensables à la formation de la membrane d’isolation et de 
l’autophagosome12,15,16 (cf. partie I -A -2.1.4). Ainsi la modulation des niveaux de PtdIns3P 
par l’ajout de lipides synthétiques17 ou par des phosphatases18 altère le nombre et la taille des 
autophagosomes. Des drogues inhibitrices de l’activité kinase du complexe PI3K, comme la 
3-MA ou la spautine-1, sont couramment utilisées en laboratoire pour bloquer l’autophagie17. 

Deux autres protéines se retrouvent dans le noyau du complexe PI3K : p150, qui joue 
un rôle dans le recrutement aux membranes, et Beclin 1 qui joue un rôle de plate-forme 
d’assemblage en recrutant diverses protéines régulatrices dans le complexe (cf. Figure 2). 
Ainsi, Beclin 1 interagit avec de nombreux facteurs importants pour la survie cellulaire 
(comme Bcl-2, cf. Figure 2 et partie I -A -2.1.7.2) et la régulation de l’autophagie. Parmi ces 
facteurs, il existe trois protéines régulatrices essentielles dans le contrôle du complexe PI3K : 
les protéines Atg14L, UVRAG et Rubicon (cf. Figure 2). 

La protéine Atg14L est centrale dans l’induction de l’activité kinase du complexe 
PI3K et de la formation du phagophore. Elle possède deux domaines importants pour sa 
fonction : une région de fixation aux membranes (domaines BATS) et un motif d’envoi au 
RE. Par ailleurs, Atg14L est associée à Beclin 1 et cette association est indispensable pour 
l’assemblage du phagophore19,20. Elle colocalise après induction de l’autophagie avec le site 
d’initiation et de nombreuses protéines Atg20–24. Dans des cellules n’exprimant pas Atg14L ou 
exprimant une version tronquée pour le domaine BATS, la production de PtdIns3P est inhibée 
ainsi que le flux autophagique21,24. Ainsi, Atg14L aurait un rôle fondamental dans l’induction 
de la production de PtdIns3P et le recrutement du complexe PI3K au site du phagophore pour 
l’induction de l’autophagie. 
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La protéine Rubicon aurait un rôle antagoniste à Atg14L21,22. Elle régule négativement 
la formation des autophagosomes en interagissant avec Beclin 1 et en inhibant l’activité 
kinase de la PI3K (cf. Figure 3). 

La protéine UVRAG, elle aussi, interagit avec Beclin 1 et entre en compétition directe 
avec Atg14L20,21. Son rôle est complexe car il dépend des interactions qu’elle engendre avec 
d’autres protéines au sein du complexe PI3K (Cf. Figure 3). Seule ou en recrutant Bif-1 
(endophilin B1/Bax-interacting factor 1, facteur qui régule les dynamiques membranaires des 
organelles), elle induit l’apparition d’autophagosomes25,26. En interagissant avec Rubicon, elle 
inhibe les phases plus tardives de maturation de l’autophagosome21. Cependant la suppression 
d’UVRAG dans des lignées cellulaires modèles n’affecterait ni le flux autophagique ni la 
formation du phagophore20. L’hypothèse actuelle serait qu’elle agit plus sur les étapes 
tardives de nucléation27 et les étapes de maturation endosomale/autophagosomale21,28 (cf. 
partie I -A -2.1.6.1) que sur l’induction des phases précoces de l’autophagie.  

 

 
 

Adapté de Funderburk S.F. et coll. , Trends Cell Biol., 2010 

2.1.3. Le complexe ULK (ULK1/2:Atg13:FIP200 et Atg101) 

Les kinases ULK1 et ULK2 auraient des fonctions redondantes dans l’induction de 
l’autophagie, comme l’ont montré des expériences de simple KO chez la souris29,30. Elles 
phosphorylent les protéines Atg13 et FIP200 qui, en retour, recrutent le complexe ULK sur le 
site de formation du phagophore pour induire l’autophagie31,32. De plus, ULK1/2 possèdent un 
domaine de fixation aux membranes qui pourrait jouer un rôle dans ce recrutement 33.  

L’activité kinase des protéines ULK1/2 est régulée par le complexe mTORC131,32 (cf. 
Figure 4) qui contient la kinase mTOR (mammalian Target of Rapamycin), protéine 
impliquée dans de nombreux processus contrôlant la croissance cellulaire, la synthèse 
protéique et la transcription34,35. mTORC1 est régulé par la voie PI3K/AKT et joue le rôle 
d’un senseur indirect pour de nombreux stimuli impliqués dans l’activation ou l’inhibition de 
l’autophagie (cf. partie I -A -2.1.7). En présence de nutriments comme des acides aminés ou 
du glucose, mTORC1 fixe le complexe ULK et phosphoryle les protéines ULK1/2 et Atg13. 

Figure 2 – Le complexe PI3K et ses 
partenaires 

Figure 3 – Régulation de l’autophagie par 
 les différents complexes PI3K  
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L’activité kinase des protéines ULK est alors inhibée, empêchant l’initiation de l’autophagie. 
A contrario, l’inactivation de mTOR par une carence en acides aminés, un stress ou l’ajout de 
rapamycine (ou d’analogues, comme la Torin-1) induit sa dissociation du complexe32 : 
l’activité kinase des protéines ULK1/2 est restaurée et l’autophagie induite. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chez les mammifères, la protéine Atg101 interagit avec Atg1336, empêche sa 
dégradation par le protéasome36 et permet ainsi la stabilisation du complexe ULK. De façon 
intéressante, Atg101 serait impliquée dans la relocalisation à la membrane d’initiation du 
complexe ULK36 lors d’une carence en nutriments.  

Certaines protéines d’échafaudage sont importantes pour les interactions et le 
recrutement concomitant des complexes PI3K et ULK au site d’initiation proche du RE. 
Parmi elles, la protéine AMBRA1 interagit avec les microtubules et séquestre le complexe 
PI3K en dehors du site d’initiation37. Après activation de l’autophagie, les complexes ULK 
phosphorylent AMBRA1 qui se décroche des microtubules pour permettre le recrutement du 
complexe PI3K au niveau du RE38.  

Le complexe d’assemblage exocyste, connu pour sa fonction dans le transfert des 
vésicules du Golgi à la membrane plasmique, fait, lui aussi, le lien entre les complexes ULK 
et PI3K39. En présence de nutriments, ce complexe rapproche ULK1 et mTORC1 et permet 
l’inhibition de l’autophagie. Après une carence, le complexe est modifié et permet la 
séquestration de mTORC1 et le recrutement des complexes ULK et PI3K au site de formation 
du phagophore. 

2.1.4. La nucléation sur le site de l’omégasome 

L’origine exacte de la membrane d’isolation reste l’étape la moins comprise du 
processus d’autophagie. Chez la levure, il y a une synthèse de novo de la double membrane au 
niveau du site d’assemblage du phagophore, ou PAS, une région définie et centralisée40. Chez 
les mammifères, il n’existe pas à proprement parler de PAS centralisé. Les premières études 
suggéraient également une synthèse de novo du phagophore, du fait de l’absence relative de 
protéines et de marqueurs membranaires connus sur la membrane de l’autophagosome dans 
des fractions purifiées. Cependant, des données contradictoires se sont rapidement 
accumulées, supportant l’hypothèse d’une origine complexe/multiple de la membrane 

 
Figure 4 – Le complexe ULK régulé par mTOR 

Adapté de Zeng X et coll. , Front. Oncol. 2011 
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d’isolation, pouvant provenir, du moins partiellement, de complexes membranaires du 
RE12,21,24,41–43, du réseau trans-golgien (trans-Golgi network, TGN) 27,44, des 
mitochondries45,46 ou même de la membrane plasmique47.  

Néanmoins, les récentes observations tendent à montrer qu’un sous-domaine du RE 
est le candidat le plus plausible au site physique de nucléation (cf. Figure 5) 12,21,24,41–43. Lors 
de carences nutritionnelles, les complexes ULK et PI3K sont retrouvés près de la membrane 
du RE et cette relocalisation est dépendante d’Atg13 et d’Atg14, respectivement24,48,49. La 
production de PtdIns3P par la PI3K sur la membrane du RE va alors permettre le recrutement 
de protéines contenant des domaines FYVE ou PX fixant la PtdIns3P50. DFCP1 (Double 
FYVE-containing protein 1) et WIPI2 (WD repeat domain phosphoinositide-interacting 
protein 2) sont ainsi recrutées à la membrane du RE où elles colocalisent, formant des puncta 
et participant à la nucléation12,24,43. La formation de ces puncta est empêchée par l’ajout de 
3-MA, la mutation des domaines de liaison au PtdIns3P ou l’exclusion d’Atg14L des 
membranes du RE. 

Deux études tomographiques en microscopie électronique (TEM) ont permis 
d’identifier les structures membranaires où s’accumulent DFCP1, WIPI2 et les complexes 
ULK et PI3K/Atg14L41,42. Elles montrent qu’un sous-domaine de la membrane du RE forme 
une courbe qui entoure la membrane du phagophore en formation (cf. Figure 5). Celui-ci est 
interconnecté à cette structure nommée omégasome, qui ressemble à une main en forme de 
pince, qui servirait de support ou d’incubateur à la biogenèse de l’autophagosome. Ce sont les 
cycles de production de PtdIns3P qui régulent la croissance de l’omégasome. Des données 
d’imagerie sur cellules vivantes montrent qu’en situation de carence, Atg13 s’accumule de 
façon dépendante du complexe ULK sur des omégasomes positifs pour PtdIns3P où 
colocalisent Atg14L, DFCP1 et WIPI249. Lorsque le phagophore atteint une taille limite, le 
complexe ULK se dissocie de l’omégasome. L’autophagosome nouvellement formé se 
referme ensuite très rapidement.  
 Chez les mammifères, Atg9, la seule protéine Atg transmembranaire, colocalise lors 
d’une carence (ou l’ajout de rapamycine) avec des marqueurs de l’autophagie et interagit 
dynamiquement avec les autophagosomes en formation sans y être incorporée51. En condition 
nutritionnelle normale, elle transite des compartiments autophagiques vers le TGN et les 
endosomes tardifs et cette relocalisation est dépendante de l’activité kinase de ULK144 mais 
aussi de l’interaction Bif-1/UVRAG dans le complexe PI3K et de la protéine WIPI251. 
 Il a été proposé qu’Atg9 n’est pas indispensable à la formation des autophagosomes 
dans des conditions basales mais qu’elle serait importante pour l’induction de l’autophagie 
après une carence ou un stress51. Ces fonctions chez les mammifères seraient alors semblables 
à celles décrites dans la levure : Atg9 permettrait l’apport de composants lipidiques ou 
protéiques de sources diverses (TGN et endosomes) vers le phagophore au niveau de 
l’omégasome pour aider à sa formation puis à son élongation (cf. Figure 5). 



COULON Pierre-Grégoire – Thèse de doctorat – Année 2014 

 7 

 

 Récemment, des études ont montré un rôle des mitochondries dans la formation du 
phagophore et de l’autophagosome45,46. Un modèle conciliant le rôle du RE et des 
mitochondries a été proposé52 : des protéines Atg sont retrouvées majoritairement aux sites de 
contact entre le RE et les mitochondries52. Ainsi, lors d’une carence nutritionnelle, les 
membranes associées (mitochondria-associated ER membrane ou MAM) constitueraient des 
lieux de recrutement de facteurs comme Atg14L52. En résulteraient la production de PtdIns3P 
par la PI3K, le recrutement des protéines WIPI2 et DFCP1 et la déformation de la membrane 
du RE caractéristique des omégasomes. La croissance du phagophore sur ces sites est très 
rapide, soutenant l’hypothèse d’une synthèse lipidique locale par des enzymes du RE, ou de la 
membrane mitochondriale, encore non décrites52. Lors de l’induction de l’autophagie, l’apport 
de lipides serait augmenté, alimenté par des sites externes comme le TGN à travers le trafic de 
la protéine mAtg9. La protéine p38IP, interagissant avec la voie p38MAPK impliquée dans la 
division cellulaire et la réponse à divers stimuli de stress, serait impliquée dans le trafic 
d’Atg9 en réponse à une carence en acide aminé53. Atg9 serait donc susceptible de contribuer 
à la formation de la membrane d'isolation et à son expansion. Cependant, des travaux 
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les rôles exacts de cette protéine.  

2.1.5. Elongation du phagophore et complétion 

 Après l’initiation de l’autophagie, et une fois le phagophore formé lors de la 
nucléation, celui-ci va s’agrandir. C’est l’étape d’élongation, qui se poursuit jusqu’à la 
fermeture de l’autophagosome.  
 Cette étape d’élongation fait intervenir deux systèmes de conjugaison similaires 
(homologie de fonction) aux systèmes de conjugaison de l’ubiquitine : le système de 
conjugaison Atg12-Atg5:Atg16L54,55 et le système de conjugaison LC356 (orthologue d’Atg8). 
Chacun fait intervenir une enzyme d’activation (E1-like), une enzyme de conjugaison (E2-
like) et une ligase (E3-like). (cf. Figure 6) 

2.1.5.1. Le système de conjugaison Atg12-Atg5 

Figure 5 – Recrutement au site de l’omegasome : la nucleation 
Adapté de Mizushima N. et coll. , Annu. Rev. Cell. Dev 2011 
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Le complexe Beclin1:hVps34:Atg14L va permettre le recrutement au site du 
phagophore via l’interaction entre Atg16L et WIPI257,58 du premier système de conjugaison 
Atg12-Atg5:Atg16L48. La conjugaison entre Atg12 et Atg5 s’effectue très rapidement après 
leur synthèse individuelle. Lors de ce processus, Atg12 est activée en présence d’ATP par la 
protéine Atg759 (E1-like) qui, par ajout d’un groupe carboxyle, permet la formation d’un pont 
thioester entre une glycine sur Atg12 et une cystéine sur Atg7. Atg12 se lie ensuite à Atg10 
(E2-like) par transfert de la liaison thioester60. Cette liaison étant peu stable, Atg12 va très 
vite se lier à la protéine Atg5 au niveau d’une lysine, formant le complexe Atg12-Atg5 stable. 
Le conjugué Atg12-Atg5 peut ensuite s’associer avec des protéines Atg16L48 de façon non 
covalente, ce qui induit l’homo-oligomérisation des complexes, dont une fraction colocalise 
sur la membrane de l’autophagosome. Atg12-Atg5 :Atg16 va alors jouer son rôle d’enzyme 
E3-like (cf. ci-dessous). 

2.1.5.2. Le système de conjugaison LC3 

Le deuxième système impliqué dans le processus autophagique est unique car il est le 
seul connu permettant la conjugaison d’une protéine à un lipide. Il s’agit de la protéine Atg8 
chez la levure. Les cellules de mammifères elles, expriment plusieurs protéines Atg8-like 
divisées en deux sous-familles56,61,62 :  

- la sous-famille MAP-LC3 (microtubule-associated protein light chain 3) comprenant 
les protéines LC3A, LC3B et LC3C. 
- la sous-famille GABARAP (GABAA receptor-associated protein) comprenant les 
protéines GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2, GABARAPL3). 
Ces orthologues d’Atg8 ont été originairement décrits pour leurs interactions avec la 

tubuline et les microtubules et leurs implications dans le trafic membranaire. Cependant, ils 
sont tous impliqués dans le processus d’autophagie mais interviennent dans des étapes 
différentes de l’élongation des autophagosomes. Les protéines MAP-LC3 seraient impliquées 
dans l’élongation63,64 alors que les protéines GABARAP joueraient un rôle plus important 
dans des étapes plus tardives de maturation63.  

Les protéines LC3/GABARAP sont d’abord clivées par la protéase Atg465, dévoilant 
un résidu glycine en C-terminal. La famille des protéines Atg4 est composée de quatre 
membres, Atg4A à D ; Atg4B clive LC3 avec la plus grande efficacité et son mutant 
dominant négatif pour l’activité protéase Atg4bC74A est utilisé pour inhiber la complétion 
des vésicules d’autophagie66. En réponse à l’induction de l’autophagie, LC3 est conjugué au 
niveau de son C-terminal à la tête polaire de la phosphatidylethanolamine (PE), composant de 
la couche lipidique des membranes de l’autophagosome62. Cette réaction s’opère de façon 
similaire à la réaction de conjugaison entre Atg12 à Atg5. Elle requiert un système de 
conjugaison composé de la protéine Atg759 (E1-like), la protéine Atg367 (E2-like) et du 
complexe E3-like ligase Atg12-Atg5 :Atg16L68,69. Ainsi les deux complexes de conjugaison 
ubiquitine-like vont permettre ensemble l’incorporation du LC3 à la membrane de 
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l’autophagosome. Atg16L aurait pour rôle d’indiquer aux pools de protéines LC3 leur site de 
lipidation pour l’élongation de la membrane autophagique. La forme LC3 non lipidée est 
couramment appelée « LC3-I » et sa forme lipidée fixée aux membranes des autophagosomes 
est nommée « LC3-II ».  

De façon intéressante, la quantité de LC3-II mobilisée au niveau du phagophore 
corrèle avec la taille de l’autophagosome56,64, suggérant son implication directe dans 
l’expansion de la double membrane. Cependant, le mécanisme précis est encore mal décrit.  

Récemment pourtant, une étude in vitro sur des membranes artificielles70 a permis une 
meilleure compréhension du mécanisme d’échafaudage des membranes autophagiques faisant 
intervenir les deux systèmes de conjugaison Atg12-Atg5 et LC3-II. D’un point de vue 
cinétique, l’activité ligase d’Atg12-Atg5 faciliterait tout d’abord la lipidation du LC3-I clivé, 
comme décrit précédemment. Le LC3-II pourrait ensuite recruter par une interaction directe 
de nouveaux complexes Atg12-Atg570. En outre, Atg16L permettrait l’assemblage de 
l’échafaudage membranaire, en établissant des liaisons transversales entre les complexes 
LC3-II/Atg12-Atg5 accumulés, ordonnés alors en un réseau maillé qui permettrait la courbure 
et l’allongement de la double membrane70. Atg16L favoriserait donc l’arrivée du LC3 sur les 
autophagosomes71. De façon intéressante, l’interaction entre Atg12-Atg5 et LC3-II fait 
intervenir un motif AIM (Atg8 interacting motif – ou LIR pour LC3 interacting region) non 
canonique sur Atg1270. Ces motifs sont classiquement portés par des protéines cargo ciblées 
spécifiquement et dégradées par les autophagosomes (cf. partie I -A -2.2.2). Ainsi, ces 
protéines cargo rentreraient en compétition avec Atg12-Atg5 pour la liaison au LC3-II, 
empêchant ou plutôt retardant la formation de l’échafaudage et la fermeture de 
l’autophagosome70. Ce modèle expliquerait comment le LC3-II pourrait agir d’une part 
comme un composant rigide de l’échafaudage membranaire qui facilite la courbure du 
phagophore et d’autre part comme un adaptateur flexible pour les protéines cargo ciblées. Le 
complexe Atg5-Atg12:Atg16L se dissocie ensuite, une fois l’autophagosome formé55. La 
protéine LC3-II, quant à elle, reste associée à l’autophagosome même après sa maturation. Le 
LC3-II associé à la membrane interne de l’autophagosome est dégradé tandis que le LC3-II 
associé à la membrane externe est délipidé par Atg4 et recyclé72. 

La découverte de la protéine LC3 et sa caractérisation fonctionnelle ont joué un rôle 
primordial dans l’étude du processus d’autophagie et de son flux73. Son association sur les 
membranes autophagiques (phagophores, autophagosomes et autolysosomes) en a fait un 
marqueur spécifique des vésicules d’autophagie. En marquant la protéine LC3 avec des 
anticorps couplés ou un tag GFP, on peut aisément suivre les vésicules d’autophagie par 
imagerie photonique ou électronique. De plus, la lipidation du LC3 modifie ses propriétés 
électrophorétiques : LC3-I migre avec un poids moléculaire de 18 kDa alors que LC3-II migre 
avec un poids apparent de 16 kDa. En faisant le rapport entre les deux, on évalue facilement 
l’induction de l’autophagie dans les cellules.  
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2.1.6. Maturation et dégradation des autophagosomes  

 Une fois la fusion des extrémités en expansion de la membrane du phagophore 
terminée, l’autophagosome nouvellement formé va pouvoir maturer. Ce processus passe par 
plusieurs étapes permettant in fine la dégradation du cargo dans la matrice lysosomale et son 
recyclage.  

Ces étapes sont importantes dans l’étude du flux autophagique. En effet 
l’accumulation de vésicules d’autophagie (marquées LC3-II) peut être le résultat de 
l’induction de la formation des autophagosomes lors des événements précoces, ou de 
l’inhibition de la maturation par blocage de la fusion lysosomale. Par exemple, des inhibiteurs 
de l’acidification lysosomale comme la chloroquine (ChQ) et la bafilomycine A1 (Baf A1) 
empêchent la fusion lysosomale et induisent ainsi l’accumulation des autophagosomes qui ne 
sont plus dégradés73. La pepstatine, un inhibiteur des protéases lysosomales, est aussi utilisée. 
Un outil ingénieux permettant d’évaluer le flux a été mis au point : l’expression forcée de la 
molécule de fusion mRFP-GFPLC3 dans une cellule permet de différencier les 
autophagosomes non matures des amphisomes ou autolysosomes. En effet, la protéine GFP 
perd de sa fluorescence verte dans un environnement acide, contrairement à la mRFP qui reste 
rouge73,74. Avec cet outil, on peut aisément évaluer si l’accumulation de vésicules 
autophagiques est fonction d’une induction de la formation du phagophore ou d’une inhibition 
de la maturation lors des étapes de fusion lysosomale. 

2.1.6.1. Interactions voies endosomales & lysosomales / autophagosomes : 
acidification et dégradation 

Figure 6 – Les systèmes de conjugaison : élongation/complétion du phagophore 
Adapté de Ralp A Nixon, Nature Med Review, 2013 

LC3 : marqueur  
des 

 autophagosomes 
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L’autophagosome peut tout d’abord s’agrandir par fusion avec des compartiments 
endosomaux d’acidité croissante75 (endosomes précoces, tardifs 76,77 et corps multivésiculaires 
ou MVB78), créant un amphisome79, avant de fusionner avec le lysosome pour former 
l’autolysosome80. Ces étapes tardives dépendent de molécules Atg et d’une machinerie 
moléculaire proche de celle impliquée dans la voie d’endocytose et la fusion vésiculaire. 

Ainsi, les clathrines interagissent avec Atg16L et l’inhibition de l’endocytose 
dépendante des clathrines perturbe la formation des autophagosomes matures47. De plus, la 
maturation et l’agrandissement des autophagosomes nécessitent des événements de fusion 
homotypiques et hétérotypiques qui font intervenir des complexes protéiques contenant 
respectivement les protéines SNARES VAMP771 et VAMP381 (vesicle associated membrane 
proteins). VAMP7 colocalise avec des vésicules marquées Atg16L qui correspondent à des 
autophagosomes non matures, et provoque leur fusion71. L’augmentation de la taille de ces 
vésicules semble faciliter le recrutement du LC3 par le complexe Agt12-Atg5:Atg16L (cf. 
partie I -A -2.1.5.2) sur la membrane de l’autophagosome qui mature71. VAMP3 permet la 
fusion d’endosomes de recyclage positifs pour Rab11 et Atg16L avec des endosomes 
précoces marqués Atg9, et ce processus est activé après une carence nutritionnelle, 
augmentant la formation d’autophagosomes matures81. De concert avec Atg9, Rab11 est donc 
requis pour la maturation des autophagosomes82,83. En outre, VAMP3 induit la fusion des 
autophagosomes avec les MVB, et les amphisomes ainsi formés fusionnent avec les 
lysosomes par un mécanisme qui dépend de VAMP783. Rab728,84–86 et le complexe 
ESCRT78,87 (endosomal sorting complexes required for transport) sont également importants 
pour la fusion des endosomes/MVB avec les autophagosomes. UVRAG contrôle positivement 
la maturation des autophagosomes en activant Rab7 28 et négativement en interagissant avec 
Rubicon 21,22 (cf.Figure 3).  

VAMP3 et VAMP7 présentes sur les membranes endosomales/lysosomales ne sont 
pas retrouvées sur la membrane des autophagosomes maturés. De plus ces SNARES régissent 
les étapes de maturation des autophagosomes en amphisomes, mais ne sont pas directement 
impliquées dans la formation des autolysosomes88. Or la fusion autophagosome/lysosome se 
doit d’être régulée, et seul les autophagosomes complétés doivent pouvoir fusionner avec les 
lysosomes pour une dégradation efficace de leur cargo. De fait, la maturation finale de 
l’autophagosome en autolysosome passe par le recrutement sur la membrane externe de la 
protéine SNARE Stx17 (syntaxine 17) qui s’effectue uniquement une fois l’autophagosome 
refermé88. Stx17 sur les autophagosomes interagit avec la protéine VAMP8 retrouvée à la 
membrane des lysosomes pour conduire à la fusion entre ces deux types de vésicules88. Une 
fois la fusion autophagosome/lysosome accomplie, des hydrolases H+-ATPase augmentent le 
pH et activent les protéases de la famille des cathepsines, qui dégradent le cargo séquestré. La 
membrane interne de l’autophagosome est également dégradée par le pH acide et par des 
protéines à activité lipase présentes dans le lysosome. En bloquant la fusion 
autophagosomes/lysosomes avec la ChQ ou la Baf A1, on empêche ainsi sa dégradation.  
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2.1.6.2. Recyclage du cargo 

La dégradation lysosomale du cargo apporté par l’autophagosome est impliquée dans 
la régulation du métabolisme des protéines, des lipides et des carbohydrates89. Atg22 est une 
perméase présente à la membrane des autolysosomes qui recycle vers le cytosol les acides 
aminés issus des protéines dégradées90.  

2.1.6.3. Rôle du cytosquelette 

Les microtubules, polymères de tubuline α et β dont l’assemblage et le désassemblage 
sont finement régulés par la cellule, sont impliqués dans l’ancrage et le transport des 
autophagosomes vers les compartiments endosomaux et lysosomaux91. Ce transport 
bidirectionnel est dépendant de la dynéine qui joue son rôle de moteur pour le déplacement de 
divers vésicules dont les autophagosomes92. De plus, Rab7, en s’associant avec la protéine 
FYCO (FYVE and coiled-coil domain-containing 1) et LC3, jouerait un rôle important dans 
l’ancrage des autophagosomes aux microtubules et dans leur déplacement93.  

2.1.7. Les voies d’induction et de régulation de l’autophagie 

De par son importance dans la régulation des voies métaboliques, la formation et la 
maturation des autophagosomes sont finement régulées par des senseurs cytoplasmiques de 
l’état énergétique de la cellule et par certains facteurs de transcription.  

2.1.7.1. En amont de mTOR 

De nombreux signaux, comme la présence de facteurs de croissance, d’acides aminés, 
de glucose ou d’ATP sont intégrés par la voie mTOR dans la cellule94. De fait, la régulation 
de l’autophagie par cette voie (cf. partie I -A -2.1.3) est très conservée. 

Des observations chez la drosophile et dans des cellules de mammifères suggèrent un 
rôle des GTPases Rag (Ras-related GTPases) et des protéines Rheb/Arf1 (Ras homolog 
enriched in brain) dans l’activation du complexe mTORC1 en réponse aux acides aminés95–97. 
En effet, en présence d’acides aminés, mTOR se déplace sur les membranes de 
compartiments endosomaux tardifs (Rab7+) et lysosomaux où se trouve Rheb, qui l’active 
alors par phosphorylation96. Cette relocalisation est dépendante de la GTPase Rag. De façon 
intéressante, les acides aminés issus de protéines dégradées dans la lumière du lysosome 
(après induction de l’autophagie par exemple) exerceraient un contrôle sur le recrutement des 
GTPases sur la membrane lysosomale pour l’activation de mTOR98. Ce mécanisme pourrait 
exercer un rétrocontrôle négatif sur l’activation de l’autophagie lors d’une carence 
prolongée99. 

Par ailleurs, la L-glutamine jouerait également un rôle de facteur limitant dans 
l’activation du complexe mTORC1100. Les niveaux de L-glutamine dans la cellule sont 
régulés par deux systèmes de transporteurs de la famille SLC (solute carrier family) : 
SLC1A5, qui fait rentrer la glutamine dans la cellule, et SLC7A5/SLC3A2, un transporteur 
bidirectionnel qui fait sortir une L-glutamine en échange de L-Leucine. La leucine facilite 
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alors l’activation de mTOR dépendante de Rheb, inhibant in fine l’induction de 
l’autophagie100,101. La perte de fonction de SLC1A5 induit l’activation de l’autophagie et 
inhibe la croissance cellulaire100.  

En outre, l’activation de mTOR peut être induite par la fixation de l’insuline sur son 
récepteur membranaire102 ou par la présence d’acides aminés103 via la voie PI3K 
de type I/AKT aboutissant à la phosphorylation de mTOR par Rheb. mTOR joue donc 
également un rôle dans la régulation de l’autophagie en fonction de la glycémie. 

Lors d’un stress énergétique, la baisse d’ATP dans la cellule participe à l’induction de 
l’autophagie en inhibant mTOR via la voie AMP/AMPK qui rejoint la voie PI3K de type I / 
AKT104.  

De façon intéressante, il existe des mécanismes de contrôle de l’inhibition de 
l’autophagie médiée par mTOR. Lorsque mTORC1 est activée et l’autophagie inhibée, le 
complexe phosphoryle la p70S6K et l’active, favorisant d’une part la croissance cellulaire et 
d’autre part l’activation de l’autophagie, en inhibant la voie de transduction PI3K de type I / 
AKT105. Cette boucle de rétrocontrôle régulerait l’inhibition de l’autophagie médiée par la 
rapamycine et pourrait être en partie responsable de l’autophagie basale.  

2.1.7.2. Induction mTOR indépendante  

La régulation de l’autophagie passe également par le complexe PI3K de type III. Dans 
les conditions basales, Bcl-2 interagit via son domaine BH3 avec Beclin 1, ce qui empêche 
son recrutement dans le complexe PI3K III et induit l’inhibition de l’autophagie106–109. Ainsi, 
Bcl-2 fonctionne non seulement comme une protéine anti-apoptotique, mais aussi comme une 
protéine anti-autophagie via son interaction inhibitrice avec Beclin 1. Cette fonction anti-
autophagique de Bcl-2 peut aider à maintenir le flux autophagique basal à des niveaux qui 
sont compatibles avec la survie des cellules. D’un autre côté, Bcl-2 permet ainsi l’intégration 
des signaux de survie et de mort cellulaire, en lien étroit avec la régulation de l’autophagie. 

D’autres mécanismes de régulation de l’autophagie, indépendants de mTOR, ont été 
décrits : l’un d’eux fait intervenir le niveau d’IP3 (Inositol 1,4,5-triphosphate). L’autophagie 
est activée dans des cellules traitées avec du lithium, une drogue qui perturbe le métabolisme 
de l’IP3 en inhibant l’inositol monophosphatase110. De la même façon, l’inhibition des canaux 
calciques récepteurs à l'IP3 stimule l’autophagie sur des sites proches du RE111. Le 
mécanisme fin de cette régulation reste cependant à découvrir, le rôle du Ca2+ dans la 
modulation de l’autophagie par cette voie étant controversé. 

2.1.7.3. Régulation nucléaire/transcriptionnelle de l’autophagie 

De nombreux facteurs de transcription sont décrits comme importants dans la 
régulation de l’autophagie. C’est le cas des facteurs JNK/c-Jun, NF-κB, HIF-1 ou encore p53. 

Le facteur JNK/c-Jun (c-Jun N-terminal kinase) augmente la transcription de Beclin 1. 
Par ailleurs, JNK de par son activité kinase phosphoryle Bcl-2, déclenchant sa dissociation de 
Beclin 1 et induisant l’autophagie107. 
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Le facteur NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) est 
impliqué dans la réponse immunitaire, la réponse au stress et la survie cellulaire. Il induit 
l’autophagie en augmentant la transcription de Beclin 1112 sauf dans les macrophages où il 
inhibe l’expression de Beclin 1 et d’Atg5113. Par ailleurs, NF-κB interfère avec la voie 
d’induction de l’autophagie médiée par le TNFα ; son rôle dans la modulation de l’autophagie 
est donc complexe et varie suivant les types cellulaires et la voie d’activation engagée114. 

HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) régule l’induction de l’autophagie en réponse à 
l’hypoxie115. Ce facteur semble particulièrement important dans l’induction de la 
mitophagie116.  

Lors d’un stress, p53 s’accumule dans le noyau où elle induit la transcription de 
nombreux facteurs. L’expression de la protéine lysosomale DRAM (damage-regulated 
autophagy modulator) est régulée ainsi par la p53117,118. Cette protéine est impliquée à la fois 
dans l’induction de la maturation de l’autophagosome, de l’initiation au site du phagophore et 
de la mort cellulaire induite par p53. Cependant, son mécanisme d’action sur l’induction de 
l’autophagie reste à élucider. 

2.2. L’autophagie sélective 
Le processus d’autophagie est apparu au cours de l’évolution comme une adaptation 

des cellules eucaryotes à la carence en nutriments, permettant le recyclage et la mobilisation 
de composants cellulaires en dégradant des portions du cytoplasme. Ce mécanisme a été 
ensuite adapté à la dégradation de structures toxiques pour la cellule ou en quantité excessive 
telles que des protéines agrégées, des organelles entières ou même des pathogènes 
intracellulaires. À la différence de l’autophagie canonique non sélective, qui se manifeste par 
une séquestration aléatoire des composants cytoplasmiques, l’autophagie sélective peut 
survenir en absence de carences nutritionnelles. Elle est caractérisée par la présence 
d’autophagosomes qui confinent leurs substrats de façon sélective, où les autres composants 
cytoplasmiques sont souvent absents.  

La caractérisation de récepteurs/adaptateurs spécifiques pour l’autophagie sélective et 
la compréhension des mécanismes de formation des agrégats protéiques dans la cellule ont 
permis de mieux comprendre le processus de sélection des cargos ciblés.  

2.2.1. Formation des agrégats protéiques : interconnexions entre le 
protéasome et la voie autophagique 

Chez les eucaryotes, la majeure partie des protéines à dégrader est marquée par une 
protéine de 76 acides aminés appelée ubiquitine. 
 L’ubiquitination fait intervenir une cascade d’enzymes (E1, E2 et E3) qui catalysent la 
fixation covalente et spécifique entre l’ubiquitine et une lysine sur la protéine substrat119. Les 
protéines polyubiquitinées sont adressées à différentes voies de dégradation suivant la nature 
de la chaîne d’ubiquitine fixée119. Deux mécanismes cellulaires permettent la dégradation des 
protéines polyubiquitinées120,121 : le premier fait intervenir la dégradation par le système 
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ubiquitine/protéasome (UPS). Les protéines cibles de cette voie sont le plus souvent solubles 
à courte durée de vie. Le second fait intervenir l’autophagie et la voie lysosomale, et est 
impliqué dans la dégradation de gros agrégats et des protéines à longue durée de vie.  

 

La formation d’agrégats protéiques dans une cellule est multifactorielle. Elle peut être 
due à un mauvais repliement des protéines, causé par un stress (choc thermique), des 
mutations génétiques ou encore un assemblage imparfait au sein d’un complexe 
polyprotéique. De plus, des erreurs lors de la traduction génèrent une quantité importante de 
polypeptides modifiés ou tronqués qui peuvent s’agglutiner. On estime ainsi qu’environ 30% 
des protéines nouvellement synthétisées sont non-fonctionnelles122. Lors d’un défaut 
d’assemblage ou de repliement, ces protéines sont prises en charge par des chaperonnes (HSP, 
pour Heat shock proteins) qui contrôlent la conformation des protéines dénaturées et les 
restructurent. En cas d’échec ou lors de modification de la séquence protéique, les protéines 
non fonctionnelles sont polyubiquitinées. Cependant, les complexes protéiques et les agrégats 
ne sont digérés par le protéasome qu’après leur désassemblage, ce qui fait d’eux de mauvais 
substrats pour le système UPS123. L’autophagie prendrait alors le relais, soulignant 
l’interconnexion entre ces deux mécanismes124.  

De façon remarquable, l’inhibition du protéasome par des drogues comme le 
bortézomid va induire l’autophagie125,126 qui agit comme un mécanisme de compensation 
suite à l’accumulation d’agrégats protéiques127–129. Cette induction est en partie dépendante de 
l’UPR (unfolded protein response) : le facteur de transcription ATF4 (Activating transcription 
factor 4) est stabilisé125 et son expression augmentée126, conduisant à l’augmentation de la 
synthèse des protéines LC3125, Atg5 et Atg7126. D’autres facteurs, comme IRE1130 et p53131, 
seraient également impliqués dans l’induction de l’autophagie suite à l’inhibition de la voie 
UPS.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 7 – Dégradation des agrégats et relations 

protéasome/autophagie  
Adapté de Olzmann, J.A., JCB 2007 
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Les agrégats protéiques peuvent être toxiques pour la cellule. Des dérégulations de 
leur dégradation sont associées à de nombreuses maladies neurodégénératives comme les 
maladies d’Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, ou encore les maladies à prions. La 
protéine HDAC6 (histone deacetylase 6) fixe la dynéine et contient un domaine d’interaction 
à l’ubiquitine (UBD) : elle joue un rôle majeur dans le transport via les microtubules des 
agrégats polyubiquitinés132. Elle permet leur concentration dans une structure proche du 
noyau appelée agrésome où ils sont enchevêtrés dans des filaments intermédiaires et 
rapidement dégradés par l’autophagie sélective125,127,128,133,134. Ce mécanisme fait intervenir la 
protéine réceptrice des cargos p62/SQSTM1135,136 (cf. ci-dessous). 

D’autre part, les agrégats de protéines ubiquitinées s’accumulent lorsque la voie 
autophagique est bloquée chez des souris KO pour Atg5/7137,138. Etonnamment, le blocage de 
l’autophagie semble conduire à une altération du système UPS, due à l’accumulation de p62 
139,140. 

2.2.2. Les protéines réceptrices des cargos  

L’autophagie sélective nécessite un ensemble de protéines adaptatrices, des récepteurs 
qui recrutent les cargos cytoplasmiques ciblés à la membrane de l’autophagosome.  

Les principaux récepteurs décrits sont les protéines p62/SQSTM1 (sequestosome), 
NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1) et NDP52 (nuclear dot protein 52 kDa)  

Tous ces récepteurs contiennent dans leur séquence un motif spécifique composé de 
quatre acides aminés. Cette séquence, de type W/YXXL/I, est appelée motif LIR (LC3-
interacting motif, ou AIM, cf. partie I -A -2.1.5.2). Elle permet l’interaction directe de la 
protéine adaptatrice avec les protéines LC3/GABARAP. Cette séquence est retrouvée dans de 
nombreuses protéines. Cependant, l’interaction LC3/adaptateur dépend également des acides 
aminés environnants. La séquence consensus décrite est de type D/E-D-W/F/Y-x-x-L/I/V141–

143. Dans certains cas, la phosphorylation d’acides aminés proches du / sur le domaine LIR 
modulerait la fixation de LC3 sur la protéine adaptatrice, introduisant une forme de régulation 
de l’autophagie sélective144,145. 

Par ailleurs, les récepteurs adaptateurs contiennent également un domaine UBD qui 
permet leur interaction avec leur substrat ubiquitiné. De par cette interaction, ces adaptateurs 
sont généralement dégradés en même temps que leur cargo, une fois l’autophagosome maturé. 

 p62/SQSTM1 : 
 Cette protéine adaptatrice contient un domaine UBD en C-terminal, un domaine N-
terminal PB1 impliqué dans son auto-oligomérisation, et un domaine LIR (DDDWTHL) qui 
fixe LC3 et GABARAP143,146,147 (cf. Figure 8). Chez l’Homme, des mutations dans le 
domaine UBD sont associées au développement de la maladie de Paget (une hypertrophie 
osseuse chronique), 148–150 démontrant l’importance de p62 in vivo dans la dégradation des 
protéines agrégées. Par ailleurs, une accumulation de p62, associée à des agrégats protéiques, 
est observée dans des neurones de souris déficientes pour Atg7, dans lesquelles l’autophagie 
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est défectueuse151. L’accumulation de p62 colocalisant avec des protéines ubiquitinées est 
observable dans certaines maladies neurodégénératives comme la maladie de Huntington. 
Cela suggère son implication dans la dégradation dépendante de l’autophagie des protéines 
ubiquitinées huntingtines mutées146. 

De façon intéressante, p62 fixe les protéines mono-ubiquitinées mais possède une 
affinité marquée pour certaines chaînes d’ubiquitine152 (affinité modulée par 
phosphorylation153). Le domaine PB1 d’auto-oligomérisation permet à p62 de former des 
structures en agrégats154. Elle forme avec les agrégats protéiques ubiquitinés ciblés des 
structures de types agrésomes appelé ALIS155 (aggresome-like induced structure) qui peuvent 
être dégradées par autophagie146,156,157.  

La protéine ALFY (autophagy-linked FYVE protein), localisée à la membrane des 
autophagosomes de par sa fixation au PtdIns3p, lie également p62 et Atg516,158,159. Sa 
déplétion induit une diminution sévère de la dégradation des structures agrésome-like158,159. 
Elle pourrait participer avec LC3 au recrutement de p62 à la membrane de l’autophagosome. 

A noter que la dégradation continue de p62 par la machinerie autophagique en fait un 
marqueur du flux autophagique73 : elle s’accumule lorsque l’autophagie est bloquée dans les 
étapes tardives de maturation ou est inhibée dans ses étapes d’initiation, et elle est dégradée 
lorsque l’initiation de l’autophagie est induite dans la cellule. 

 NBR1 et NDP52 : 
Tout comme p62, NBR1 est impliquée dans la dégradation des protéines 

ubiquitinées160,161. Elle est capable de lier p62 mais les deux protéines peuvent être dégradées 
séparément l’une de l’autre160. Elle contient 2 motifs LIR permettant sa fixation au LC3, 
oligomérise grâce à son domaine bispiralé (coiled-coil domain) et possède également un 
domaine UBD fixant les chaînes de poly-ubiquitine160. Il semblerait qu’un changement dans 
la conformation de la protéine soit nécessaire à la fixation UBD/ubiquitine160. Tout comme 
p62, NBR1 est retrouvée dans des structures agrésomes-like qui s’accumulent lors du blocage 
du flux autophagique162. 
 NDP52 possède un motif LIR non canonique qui fixe uniquement l’isoforme C de la 
protéine LC3. Cette protéine adaptatrice fixe des protéines de la paroi de bactérie, induisant la 

Figure 8 – p62, structure et fonction 
Adapté de Isakson et coll. , Cell Death and Differentiation, 2013 
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xénophagie. Le rôle des protéines adaptatrices/SLR dans le ciblage de pathogènes 
intracellulaires sera décrit plus en détail dans la partie I -C -1.1.1. 

2.2.3. Formes spécifiques d’autophagie sélective 

L’autophagie sélective est impliquée dans la dégradation d’organelles défectueuses ou 
en excès dans la cellule comme les mitochondries (mitophagie), les peroxysomes 
(pexophagie), les ribosomes (ribophagie) ou des pathogènes intracellulaires (xénophagie, cf. 
partie I -C -1.1). À l’exception de la mitophagie et de la xénophagie, les autres formes 
d’autophagie spécifique d’organelles sont très peu étudiées chez les mammifères.  

La mitophagie semble être un processus important pour la dégradation des 
mitochondries abîmées, évitant ainsi la libération de radicaux libres dans le cytoplasme. Les 
protéines adaptatrices sont impliquées dans ce processus. Ainsi, la protéine PINK1 (PTEN-
induced putative kinase 1) peut fixer la membrane des mitochondries dépolarisées et induit le 
recrutement de l’enzyme E3 PARKIN, qui va permettre l’ubiquitination des mitochondries, 
reconnues ensuite par p62163. De façon intéressante, des mutations dans PINK1 et PARKIN 
sont fortement impliquées dans la maladie de Parkinson. D’autres mécanismes participent à la 
mitophagie, comme la protéine Nix de la membrane mitochondriale qui possède un motif LIR 
interagissant avec LC3164. NBR1, quant à lui, est impliqué dans la reconnaissance et le 
ciblage des peroxysomes pour la pexophagie165. 

3. L’AUTOPHAGIE MEDIEE PAR LES CHAPERONNES  
La CMA est une forme d’autophagie sélective et spécifique qui n’implique pas de 

transport vésiculaire. Elle a été décrite à la fin des années 90 par AM Cuervo et JF Dice166 
dans les cellules de mammifères et n’est pas retrouvée chez la levure. Elle permet la 
translocation de substrats protéiques du cytosol dans le lysosome et pourrait être responsable 
de la dégradation de jusqu’à 30%167 des protéines cytosoliques mal repliées dans des 
conditions de stress nutritionnel prolongé. 

3.1. Mécanismes moléculaires 
De façon simplifiée, on peut découper le processus de la CMA en 3 grandes parties : 

(i) la reconnaissance individuelle d’une seule protéine par des protéines chaperonnes, (ii) le 
dépliement de la protéine et (iii) la translocation dans la matrice lysosomale où elle est 
dégradée. 

Toutes les protéines substrats de la CMA possèdent dans leur séquence un motif 
hautement dégénéré composé de 5 acides aminés, nécessaire et suffisant pour la translocation 
dans le lysosome167,168. Historiquement, le premier substrat de la CMA découvert était la 
ribonucléase A169. Cette protéine possède une séquence KFERQ dont la suppression abolit 
entièrement la dégradation lysosomale de la protéine169. Son ajout sur une autre protéine 
induit sa dégradation par la voie lysosomale170. Le motif consensus dégénéré décrit par la 
suite est le suivant168 : un ou deux résidus K ou R (chargé(s) positivement) ; un ou deux 
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résidus I,L,V ou F (acides aminés hydrophobes) ; un résidu D ou E (chargé négativement). Le 
penta-peptide est flanqué de chaque côté par un résidu Glutamine (Q). 

Ce motif est reconnu spécifiquement par une protéine chaperonne cytosolique, HSC70 
(Heat Shock Cognate protein de 70kDa)171. HSC70 joue donc un rôle primordial dans le 
ciblage du substrat171 mais aussi dans son dépliement et sa translocation172. Le dépliement de 
la protéine substrat précède sa translocation173. De fait, d’autres protéines chaperonnes/co-
chaperonnes comme CHIP, HSP90 ou HSP40 participeraient au ciblage du substrat172 
probablement en changeant sa conformation pour faciliter l’étape de translocation. 

La translocation débute par la reconnaissance par complexe HSC70/substrat de 
l’extrémité C-terminale cytoplasmique de la protéine LAMP-2A, présente à la membrane 
lysosomale166. Cette protéine correspond à l’un des trois variants d’épissage du gène lamp2 
(LAMP2-A, B et C)174. Ces trois variants diffèrent au niveau de leur partie transmembranaire 
et cytosolique, et seule LAMP2-A est impliquée dans la CMA. La fixation d’HSC70/substrat 
provoque la multimérisation de LAMP-2A175. Le complexe multimérisé est stabilisé par 
l’interaction avec HSP90175. Il joue alors son rôle de translocateur : la protéine substrat est 
dépliée, passe dans le lysosome pour y être dégradée. La translocation du substrat requiert la 
présence de Lys-HSC70, un variant d’HSC70 présent dans la matrice lysosomale176. En effet, 
la quantité de Lys-HSC70 augmente en proportion de l’activation de la CMA176,177. Le 
blocage de Lys-HSC70 par un anticorps spécifique n’empêche pas la fixation du substrat sur 
LAMP-2A mais inhibe son internalisation176. Le marquage des lysosomes avec Lys-HSC70 
permet d’évaluer la proportion de lysosomes effectuant la CMA. Ainsi au cours d’un stress 
nutritionnel, la proportion des lysosomes actifs pour la CMA passe de 20% à plus de 80%177.  

Une fois la translocation achevée, le multimère LAMP-2A se désassemble rapidement 
et ce processus est dépendant d’HSC70175.  

3.2. Régulation 
L’interaction d’HSC70 avec le motif KFERQ-like d’une protéine est nécessaire et 

suffisante au ciblage de la protéine substrat dans le lysosome. La question de la régulation de 
cette prise en charge se pose donc mais est encore peu étudiée. Elle pourrait dépendre de 
l’accès au motif par la protéine chaperonne : une protéine bien repliée ne serait pas ciblée 
tandis que la même protéine mal conformée pourrait dévoiler le motif et être ciblée. De façon 
intéressante, la pyruvate kinase PKM2 est dégradée par la voie CMA uniquement après 
acétylation178. Ainsi, des modifications post-traductionnelles pourraient être responsables du 
ciblage par la CMA de protéines qui ne possèdent qu’une partie du motif (dont un résidu 
serait manquant par exemple)178,179. Ainsi l’acétylation d’un résidu lysine (K) le rend 
comparable à une glutamine (Q) et une phosphorylation pourrait contribuer au remplacement 
d’un résidu chargé négativement. 

Concernant l’accès du complexe HSC70/substrat au translocateur LAMP-2A, il a été 
montré in vitro que l’activité CMA est directement proportionnelle à la quantité de complexes 
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LAMP2-A présents à la surface des lysosomes. La stabilité du multimère est régulée par deux 
protéines : EF1α (Elongation Factor 1A) et GFAP (Glial fibrillary acidic protein) 180. HSC70 
régulant le désassemblage du multimère LAMP-2A régule lui aussi la translocation175,180.  

Les lipides des membranes lysosomales peuvent également contrôler l’activation de la 
CMA en empêchant la multimérisation des protéines LAMP-2A et en induisant leur 
recrutement sur des micro-domaines lipidiques favorisant leur dégradation181,182. 

 

3.3. Relevance physiologique 
La CMA partage des points communs avec la macroautophagie dans son rôle pour le 

maintien de l’homéostasie cellulaire. Dans tous les types cellulaires, la CMA est fortement 
activée par une carence en nutriments, et servirait au recyclage des acides aminés183,184. Par 
ailleurs, des études de cinétique montrent qu’en cas de carences nutritionnelles, elle prend le 
relais de la macroautophagie : dans les cellules du foie, la macroautophagie est activée très 
rapidement (30min environ) et atteint son plateau après 10h, au moment où l’activité CMA 
débute pour atteindre un plateau en 36h. Elle reste alors active pendant trois jours184. De plus, 
le blocage de la CMA conduit à l’accumulation de protéines à longue durée de vie et induit en 
retour l’augmentation de l’autophagie185. 

De façon remarquable, des cellules déficientes pour la CMA ont des niveaux d’ATP 
réduits, ce qui témoignerait d’un rôle de la CMA dans la production d’énergie par la 
cellule185.  

La CMA joue également des rôles spécifiques dans le contrôle de certaines voies de 
transcription après une carence en nutriments, par exemple en activant la voie NF-κB par le 
ciblage de son composant inhibiteur IκBα186. 

Enfin, tout comme la macroautophagie, la CMA est impliquée dans la dégradation de 
protéines impliquées dans de nombreuses maladies neurodégénératives comme la maladie 

 
Figure 9 – La CMA : mécanismes et régulations 
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d’Alzheimer187 ou la maladie de Parkinson188. Cependant, ces protéines mutantes échappent 
généralement à la dégradation187,189,190 et utilisent la CMA pour exercer leur effet 
cytotoxique187. La dérégulation de la CMA pourrait, quant à elle, être impliquée dans d’autres 
pathologies. Elle joue un rôle dans la survie des cellules cancéreuses (où elle est activée pour 
permettre le maintien de la glycolyse)191. En outre, la CMA diminue avec l’âge de par la 
diminution de l’expression de LAMP-2A192,193. De plus, la composition lipidique des 
membranes varie avec l’âge et contribuerait à la déstabilisation des multimères de LAMP-
2A181,182.  
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B - CELLULES DENDRITIQUES ET IMMUNITE 
Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules phagocytaires du système immunitaire 

identifiées originellement par RM Steinman dans les années 70 sur la base d’un profil 
morphologique spécifique : la présence de dendrites (prolongements cytoplasmiques)194. 
Dérivées de précurseurs hématopoïétiques présents dans la moelle, elles sont retrouvées dans 
le sang, les épithéliums, les muqueuses et les organes lymphoïdes des vertébrés. Elles assurent 
un rôle double de sentinelles mais aussi de chef d’orchestre du système immunitaire. Elles 
sont impliquées à la fois dans la réponse immunitaire innée et dans la mise en place de la 
réponse immunitaire adaptative spécifique195,196. À l’état basal, les DC sont dites immatures et 
expriment une batterie de senseurs membranaires ou cytosoliques qui leur confèrent des 
capacités d’intégration des signaux de danger et de reconnaissance des pathogènes intra et 
extracellulaires. Ces senseurs vont aider in fine à la dégradation de ces micro-organismes et à 
l’induction de l’inflammation. Les DC deviennent alors matures et se spécialisent dans la 
présentation des antigènes (issus des pathogènes dégradés) aux lymphocytes T (LT), point de 
départ de l’activation de la réponse immune spécifique.  

1. ROLE DES DC DANS L’IMMUNITE INNEE 
Les DC immatures sont caractérisées phénotypiquement et fonctionnellement par leur 

capacité à reconnaître et capturer les micro-organismes entrants (non soi), pour les dégrader, 
du moins partiellement. Ces processus impliquent des récepteurs de l’immunité innée.  

1.1. Reconnaissance des pathogènes 
Les pathogènes possèdent des caractéristiques conservées qui leur sont propres, 

comme la présence de motifs répétés à la surface des parois bactériennes. Des composants 
bactériens tels que le LPS (lipopolysaccharide, présent dans la paroi des bactéries Gram 
négatif), les protéines des flagelles ou certains glucides peuvent être détectés par les DC197. 
Les DC reconnaissent également les ARN ou les ADN constitutifs du génomes de certains 
virus 198, et des répétitions de dinucléotides non méthylés, les sites CpG, retrouvés dans 
l’ADN des bactéries199. Toutes ces structures sont appelées « motifs moléculaires liés aux 
pathogènes », ou PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns) et les récepteurs qui les 
reconnaissent sont nommés PRR (pour Pattern Recognition Receptors). Les PRR sont 
retrouvés dans de nombreux types cellulaires mais sont exprimés majoritairement par des 
cellules de l’immunité innée comme les macrophages, les monocytes et les DC200,201. Les 
cellules épithéliales, en contact fréquent avec les pathogènes, en expriment également. 

Plusieurs familles de PRR sont impliquées dans la reconnaissance de pathogènes et 
l’établissement de la réponse inflammatoire : les TLR (Toll Like Receptor), les NLR (NOD 
Like Receptor), les RLR (RIG-1-Like Receptors) et les CLR (C-Lectin Receptor).  

 Les TLR : 
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 Les TLR sont une famille de récepteurs très conservés au cours de l’évolution, des 
invertébrés jusqu’aux mammifères. Ce sont des protéines transmembranaires comportant un 
domaine extracellulaire riche en Leucine (LRR, leucine-rich repeat) impliqué dans la 
reconnaissance des PAMP, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire TIR 
(toll-IL1 receptor domain) impliqué dans la transduction du signal202. La fixation d’un ligand 
à son TLR induit le recrutement au domaine TIR des molécules adaptatrices MyD88 
(Myeloid differentiation primary response gene 88) et/ou TRIF (TIR-domain-containing 
adapter-inducing interferon) en fonction du TLR. MyD88 et TRIF induisent une cascade de 
phosphorylation activant respectivement la voie NF-κB et la voie IRF (Interferon regulatory 
factors)202. Ces voies conduisent entre autres à la production par les DC d’interférons (IFN) 
de type I, de cytokines pro-inflammatoires, et l’augmentation de l’expression des molécules 
de co-stimulation203. Les IFN de type I sont impliqués dans l’immunité innée antivirale en 
induisant l’expression des gènes ISG, codant pour des facteurs de restriction de la réplication 
des virus comme APOBEC3G, la Tetherine, ou encore TRIM5α (cf. partie I -D -2.2.1). Par 
ailleurs, l’activation des voies TLR peut conduire à l’induction de l’autophagie et contribuer 
ainsi à la réponse immune innée (cf. partie I -C -1.1.2.1). 
 Les TLR1, 2, 4, 5 et 6 sont situés sur la membrane plasmique et sont impliqués dans la 
reconnaissance des composants bactériens197. Les complexes TLR1/2 et TLR2/6 
reconnaissent entre autres le peptidoglycane de la paroi bactérienne204,205. Le TLR4, en 
combinaison avec MD-2 et CD14, reconnaît le LPS206,207 et le TLR5 est impliqué dans la 
reconnaissance de la flagelline208. 
 Les TLR3, 7, 8 et 9 sont présents à la membrane des endosomes et sont impliqués 
dans la reconnaissance de virus et de bactéries intravésiculaires. Les TLR3 et 7 reconnaissent 
respectivement les ARN double brin (ARNds)209 et les ARN simple brin viraux 
(ARNss)210,211. Le TLR8 lie des séquences nucléotidiques riches en G et le TLR9 reconnaît 
les sites CpG non méthylés des ADN bactériens199. Les TLR7 et 8 seraient entre autres 
impliqués dans la reconnaissance du VIH (virus de l’immunodéficience humaine) par les DC 
198,212,213.  
 Le rôle du TLR10 est peu connu et son ligand n’a pas été décrit, mais il serait 
impliqué dans la reconnaissance des virus214.  

 Les NLR : 
Les récepteurs NLR sont une famille de protéines cytosoliques impliquées dans la 

reconnaissance de pathogènes intracellulaires cytoplasmiques. On distingue en particulier les 
récepteurs NOD1 et NOD2. NOD2 est principalement exprimée dans les DC, les 
macrophages et les cellules de Paneth, tandis que NOD1 a une expression plus ubiquitaire et 
est fortement exprimée dans les cellules épithéliales intestinales. Ces deux protéines fixent via 
leur domaine LRR des fragments de protéoglycanes 215,216 et permettent ainsi la détection des 
bactéries GRAM négatif/positif intracellulaires. Elles participent à la clairance de ces 
bactéries via l’activation de la voie RIP2/NF-κB217 induisant la réponse inflammatoire et via 
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l’autophagie218–220. Le rôle des récepteurs NOD dans la modulation de l’autophagie et le 
maintien de l’équilibre de la flore intestinale sera abordé partie I -C -1.1.2.2.  

 Les RLR : 
Les DC expriment également des récepteurs cytoplasmiques RLR221 comme 

RIG-1(retinoic acid-inducible gene 1), MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 
5) et LGP2. Les RLR sont des ARN hélicases impliquées dans la reconnaissance de 
composants viraux (ARNds222 et ARNss223) dans le cytoplasme des cellules. RIG-1 est un 
senseur de différents virus comme les flavivirus, le virus Sendai, le VSV ou le virus de la 
grippe. Lors d’une infection, RIG-1 et MDA5 interagissent via leur domaine CARD (Caspase 
activation and recruitment domains) avec la protéine IPS-1224, qui active les voies NF-κB et 
IRF et induit alors la production de cytokines pro-inflammatoires et d’IFN de type I. La 
protéine STING est impliquée dans la voie de transduction de RIG-1 dans les DC suite à une 
infection par un virus ARN et est également un senseur (direct ou indirect) de la présence 
d’ADNds dans le cytoplasme de la cellule225.  

 Les lectines de type C (CLR) : 
Les CLR englobent une grande famille de protéines qui fixent les carbohydrates grâce 

à leur domaine CRD (calcium dependent carbohydrate recognition domain)226. Ces 
carbohydrates sont retrouvés sur des glycoprotéines présentes à la surface des fungi (C. 
Albicans), mais également sur des bactéries (Mycobacteria) et des virus (HIV, HCV, virus de 
la Dengue). Les DC peuvent exprimer divers CLR (comme DC-SIGN, le récepteur au 
mannose et les dectines 1/2) qui ont des fonctions extrêmement variées dans la réponse 
immune innée: ils sont impliqués dans la capture et la phagocytose des pathogènes (cf. ci-
dessous), la modulation de la réponse TLR, et l’induction de l’inflammation via les voies 
MAPK, NF-κB, NFAT et la voie du complément 226.  

 

1.2. Capture des antigènes 
Il existe deux mécanismes d’endocytose responsables de la capture des antigènes 

extracellulaires : la pinocytose et la phagocytose. Les pathogènes intracellulaires, eux, 
peuvent être dégradés par la voie autophagique (cf. partie I -C -1.1).  

La pinocytose est généralement non spécifique et intervient dans l’internalisation des 
liquides extracellulaires et d’antigènes solubles de petite taille. Ce mécanisme est retrouvé 
dans toutes les cellules. La phagocytose permet la capture d’antigènes particulaires et de 
pathogènes entiers. Elle est réalisée essentiellement par les phagocytes : macrophages, DC, 
monocytes et neutrophiles. La réorganisation du cytosquelette d’actine et des modifications à 
la membrane plasmique induisent la formation de pseudopodes qui entourent le pathogène 
pour former le phagosome227.  

 La capture par phagocytose et la reconnaissance par les PRR des pathogènes sont 
deux processus étroitement liés228. L’activation des voies PRR/TLR pourrait induire la 
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phagocytose et la maturation des phagosomes 229–231. Par ailleurs, des TLR sont recrutés à la 
membrane des phagosomes232 et la dégradation des pathogènes par phagocytose serait 
impliquée dans la potentialisation de l’activation TLR233. Enfin, des PRR et d’autres 
récepteurs participent directement à la capture des pathogènes : 

 Les lectines de type C. Exemples : dans les DC, DC-SIGN, est impliquée dans 
la capture du VIH234, de Mycobacteria et de Leishmania226. Les dectines 1, 2 et 
le récepteur au mannose (MR) reconnaissent C. Albicans et les 
Mycobacteria226. 

 Les récepteurs « scavengers » (éboueurs) qui se lient aux lipoprotéines 
modifiées. Exemples : MARCO fixe ainsi les bactéries Gram négatif/positif, et 
SR-BI le virus HCV. 

 Les récepteurs pour la phagocytose des cellules mortes et des corps 
apoptotiques, importants pour la régulation de l’inflammation. Exemples : la 
lectine CLEC9A est exprimée par certaines DC (cf. partie I -B -3.2, page 40) et 
fixe l’actine libérée à la surface des cellules mortes 235. Des intégrines fixent la 
phosphatidylserine exposée à la membrane des cellules apoptotiques. Certains 
récepteurs scavengers comme CD36 participent aussi à la capture des cellules 
apoptotiques236. 

 Les récepteurs aux opsonines. Exemples : les phagocytes expriment des 
récepteurs pour le fragment constant des IgG (FcγRI) ou des IgE (FcεRII) et 
des récepteurs du complément (CD11/CD18) permettant la capture et la 
phagocytose des pathogènes opsonisés237.  

  

Les pathogènes capturés et phagocytés sont dégradés lors de la maturation des 
phagosomes qui fusionnent avec les compartiments endo/lysosomaux. La cinétique de 
maturation des phagosomes est dépendante des cellules phagocytaires étudiés (les DC 
dégradant plus lentement les pathogènes que les macrophages, probablement pour favoriser la 
présentation des antigènes238,239). Notons que de nombreux pathogènes ont développé des 
stratégies d’échappement240. Par exemple, les virus HIV, HCV et le virus de la Dengue 
utilisent DC-SIGN pour faciliter leur entrée dans les cellules234,241 et empêcher leur 
dégradation 242.  

1.3. Maturation et migration 
Après capture et phagocytose d’un pathogène, les DC vont entrer dans un programme 

de maturation qui varie selon les signaux transduits après reconnaissance des PAMP par les 
PRR, les interactions cellulaires, et le microenvironnement cytokinique inflammatoire. Les 
DC migrent alors dans le ganglion lymphatique drainant où elles présentent aux LT les 
peptides antigéniques issus de la dégradation du pathogène. 

Le processus de maturation comprend plusieurs événements coordonnés :  
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 Des changements de morphologie, de cytosquelette et de mobilité. Les DC 
mature sur-expriment le récepteur CCR7 qui fixe CCL19/CCL21, deux 
chimiokines sécrétées dans les zones riches en LT, induisant la migration des 
DC dans les organes lymphoïdes secondaires243,244. 

  La perte des capacités de phagocytose/endocytose par diminution de 
l’expression des récepteurs associés. 

 La surexpression des molécules de costimulation (CD80/83/86 et CD40) 245 et 
d’adhérence. 

 La translocation et la stabilisation des complexes peptide antigénique/CMH 
(complexe majeur d’histocompatibilité, HLA pour Human Leucocyte Antigen 
chez l’Homme) à la surface de la cellule pour l’activation des LT 
spécifiques246–250 (cf. ci-dessous). 

 La sécrétion de cytokines qui polarisent la réponse immune adaptative (IL12 et 
IFN pour la réponse Th1 et IL4/IL10 pour la réponse Th2)251. 

 

Toutes ces modifications phénotypiques, morphologiques et fonctionnelles, sont 
indispensables à l’initiation d’une réponse adaptative efficace. 

2. ROLE DES DC DANS L’IMMUNITE ADAPTATIVE ET LA 
PRESENTATION DES ANTIGENES 

Les DC matures sont des cellules spécialisées dans la présentation des antigènes 
(APC). Lors de la dégradation des pathogènes, les antigènes sont apprêtés dans la DC sous 
forme de peptides antigéniques (épitopes) qui sont chargés sur les molécules du CMH. La 
reconnaissance d’un complexe CMH/peptide par le récepteur T (TCR) d’un LT spécifique de 
l’antigène déclenche un programme transcriptionnel conduisant à l’activation du lymphocyte 
(production de molécules effectrices et de cytokines) et sa multiplication clonale. Les 
LT CD8, qui reconnaissent les peptides présentés par les molécules du CMH-I, se 
différencient en cellules cytotoxiques capables ensuite de tuer les cellules infectées. Les LT 
CD4, qui reconnaissent les peptides présentés par les molécules du CMH-II, se différencient 
en cellules T auxiliaires (Th pour T-helper) qui orchestrent les réponses CTL et les réponses 
humorales B (production d’anticorps). La qualité de l’activation et l’orientation de la réponse 
T dépendent de l’état de maturation de la DC ayant capturé l’antigène 252 et de l’intensité de 
l’interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide.253,254  

2.1. Les molécules du CMH pour la présentation des antigènes 

2.1.1. Molécules du CMH-I 

La molécule du CMH-I est un complexe protéique de type immunoglobuline résultant 
de l’association d’une sous-unité microglobuline β2m invariante et d’une chaîne lourde α sur 
laquelle va s’ancrer un court peptide de 8 à 10 acides aminés255 (cf. Figure 10). La sous-unité 
β2m et la fixation du peptide sont nécessaires à la stabilisation de la molécule pour sa 
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migration à la membrane plasmique. La chaîne α est constituée d’une partie constante, 
comprenant la partie C-terminale transmembranaire de la protéine et le sous-domaine α3. La 
partie variable N-terminale est composée des sous-domaines α1 et α2 qui forment un plateau, 
constitué par le rapprochement de 8 feuillets β anti-parallèles et surmonté de deux hélices α. 
Le plateau et les hélices forment un sillon, au niveau duquel se fixent les peptides qui seront 
présentés aux LT CD8. La partie variable du TCR d’un LT CD8 spécifique interagit avec le 
complexe CMH-I/peptide au niveau du sillon peptidique. Cette interaction est renforcée par la 
fixation de la molécule CD8 sur la sous-unité constante α3 du CMH-I.  

Chez l’homme, il y a trois types de chaînes lourdes α, codées par les gènes HLA-A, -B 
et -C. Ces gènes sont polymorphes au niveau de la séquence codante pour les résidus qui 
constituent le sillon peptidique. Il en résulte une forte variabilité des molécules du CMH-I 
inter et intra-individuelle. La fixation d’un peptide est déterminée par la présence dans sa 
séquence de motifs d’ancrage spécifiques255. Plusieurs peptides avec un même site d’ancrage 
fixeront la même molécule du CMH-I et des peptides possédant des sites d’ancrages 
différents auront des affinités variables avec chaque molécule du CMH-I. Le répertoire des 
peptides présentés (et la réponse T CD8 associée) varie donc entre les individus.  

Toutes les cellules nucléées, APC incluses, expriment les molécules du CMH-I. 

2.1.2. Molécules du CMH-II 

La molécule de CMH-II (complexe de type immunoglobuline également) est un 
hétérodimère constitué de deux chaînes homologues, α et β, ancrées à la membrane par leurs 
extrémités C-terminales (cf. Figure 10). Les sous-domaines α1 et β1 forment le sillon où se 
loge le peptide présenté. Ce sillon possède une conformation plus ouverte que celui de la 
molécule de CMH-I, permettant la fixation de peptides de plus grande taille, de 15 à 25 acides 
aminés environ, présentés aux LT CD4. Le TCR d’un LT CD4 spécifique interagit avec le 
complexe CMH-II/peptide au niveau du sillon peptidique, et cette interaction est renforcée par 
la liaison de la molécule CD4 sur le sous-domaine β2. 

Tout comme les molécules de CMH-I, plusieurs gènes (HLA DP, DQ et DR) codent 
pour les différentes sous-unités. Celles-ci présentent des polymorphismes importants au 

 
Figure 10 – Les molécules de CMH 
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niveau des résidus du site d’ancrage du peptide, conduisant à un répertoire des peptides 
présentés (et la réponse T CD4 associée) variable entre les individus. 

Seules les APC expriment constitutivement les molécules du CMH-II. Leur expression 
est finement régulée par le facteur de transcription CIITA256 (MHC class II transactivator), lui 
même régulé par un ensemble de facteurs agissant les uns sur les autres par des mécanismes 
de rétrocontrôle257,258. Dans d’autres types cellulaires, l’expression des CMH-II peut être 
induite par l’IFNγ 259,260.  

2.2. Présentation sur les molécules du CMH-I 

2.2.1. Présentation des antigènes endogènes sur les CMH-I  

 Toutes les cellules nucléées sont capables de présenter des antigènes endogènes sur 
leurs molécules du CMH-I (voie « classique »). Ce mécanisme (cf. Figure 11) permet la 
reconnaissance rapide par les CTL des cellules infectées ou tumorales. 

2.2.1.1. Rôle du protéasome 

Historiquement, les molécules du CMH-I ont été décrites comme présentant aux LT 
CD8 des peptides issus de protéines antigéniques endogènes, cytosoliques ou nucléaires. La 
présentation des peptides endogènes par les CMH-I débute lorsque les protéines sont 
reconnues et dégradées par le système ubiquitine-protéasome (UPS)261. On distingue le 
protéasome constitutif exprimé dans tous les types cellulaires et l’immunoprotéasome, 
retrouvé dans les APC et induit par l’IFNγ et le TNF262. Le protéasome constitutif possède 
deux sous-complexes distincts : le 20S protéasome et le 19S protéasome263. La combinaison 
de ces sous-complexes génère le 26S protéasome. Le 20S protéasome porte les activités 
protéolytiques tandis que le 19S protéasome est impliqué dans la reconnaissance des protéines 
ubiquitinées, leur dépliement et leur translocation vers la sous-unité 20S. Le 19S protéasome 
contient deux sous-structures : la base (ATPases) et le couvercle. Le 20S protéasome est 
constitué de 28 sous-unités (14 différentes) organisées en quatre anneaux heptamériques. Les 
deux anneaux extérieurs sont composés des sous-unités α (1 à 7) et les deux anneaux internes 
des sous-unités β (1 à 7). Les sous-unités catalytiques sont les β1, 2 et 5. L’activité 
protéolytique des sous-unités β du protéasome constitutif génère des peptides à l’extrémité 
C-terminale acide, qui ne sont pas en mesure de lier correctement les molécules du CMH-I264. 
Dans l’immunoprotéasome, des sous-unités β du protéasome constitutif sont remplacées par 
les sous-unités LMP2, LMP7 et LMP10 qui génèrent des peptides à l’extrémité C-terminale 
hydrophobe ou basique, plus affins pour les molécules du CMH-I262. L’immunoprotéasome 
jouerait un rôle dans la génération du répertoire des peptides fixant les molécules de CMH-
I265 pour l’induction des réponses T CD8 antivirales in vivo266,267. 

2.2.1.2. Les protéines substrats du protéasome  

La génération des peptides chargés sur les molécules du CMH-I est dépendante d’une 
part de la dégradation des protéines par le système UPS mais aussi de la traduction 
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ribosomale (synthèse protéique)261,268. L’inhibition de la synthèse protéique (avec la 
cycloheximide)269 ou l’inhibition de la dégradation par le protéasome (avec 
l’époxomicine)270,271 diminue drastiquement la présentation classe I. Les peptides présentés 
par les molécules de CMH-I semblent provenir préférentiellement des protéines synthétisées 
rapidement dégradées (en moins de 10 min) par rapport aux protéines à longue durée de vie 
(plus de 2000 minutes)272–276. Les protéines à courte durée de vie sont divisées en deux 
catégories : les protéines matures fonctionnelles possédant un temps de demi-vie très court et 
les protéines instables et non fonctionnelles, issues d’erreurs de transcription ou de traduction, 
d’incorporation de mauvais acides aminés ou encore d’un mauvais repliement dans l’espace. 
Ces polypeptides sont appelés DRiPs (pour Defective Ribosomal Products)272,274–276. Ils 
représenteraient environ 30% des protéines nouvellement synthétisées et sont rapidement pris 
en charge par le protéasome274. Cependant, les protéines à longue durée de vie 
représenteraient également une source de peptides antigéniques277 mais en proportion 
minoritaire 278. La génération rapide des DRiPs permet d’expliquer comment les antigènes 
viraux sont très vite présentés aux LT CD8 par les molécules de CMH-I des molécules 
infectées, parfois bien avant l’expression des protéines virales stables279–281. Des protéines 
provenant de phases alternatives de lecture seraient également une source de peptides 
endogènes dit cryptiques282–284 chargés sur les molécules de CMH-I et importants pour 
l’élaboration de la réponse T CD8285,286.  

L’inflammation a tendance à augmenter la proportion de DRiPs à l’intérieur des 
DC155. On peut les retrouver sous forme d’agrégats (cf. partie I -A -2.2.1) dans des structures 
appelées DALIS287 (DC aggresome-like induced structure). La synthèse protéique et la 
dégradation des DALIS contenant des DRiPs par le protéasome sont finement régulées 
pendant la maturation des DC, probablement pour favoriser la présentation des antigènes 
288,289. Cependant, cette hypothèse reste à démontrer.  

2.2.1.3. Rôle des aminopeptidases cytosoliques 

Les peptides coupés en C-terminal par le protéasome ont une longueur variant entre 3 
et 20 acides aminés290. Ils peuvent être découpés à leur partie N-terminale par différentes 
protéases cytosoliques comme l’aminopeptidase TPPII (tripeptydyl peptidase II)291 ou encore 
la peptidase TOP292 (thimet oligopeptidase). Ces aminopeptidases auraient deux fonctions : (i) 
générer un nouveau répertoire de peptides (de 9 acides aminés ou plus) préférentiellement 
chargés sur les molécules du CMH-I291,293 et (ii) limiter l’accumulation trop importante des 
peptides (par dégradation partielle), inhibant in fine la présentation classe I292. Certaines 
chaperonnes cytosoliques (HSP70 et HSP90) pourraient néanmoins protéger les peptides de la 
dégradation par les aminopeptidases294.  

2.2.1.4. Transport des peptides endogènes vers le RE et chargement sur les 
molécules du CMH-I 
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Les peptides rentrent par l’intermédiaire des transporteurs TAP275,295 (composés des 
sous-unités homologues TAP1 et TAP2 dépendantes de l’ATP) dans la lumière du RE où se 
trouvent les molécules de CMH-I. Les TAP permettent la translocation des peptides de 8 à 40 
acides aminés mais favorisent les peptides de 8 à 12 acides aminés296. L’aminopeptidase 
ERAAP du RE (ER aminopeptidase associated with antigen processing) raccourcit (en 
N-terminal) les peptides trop longs à une taille optimale pour la fixation des molécules du 
CMH-I297. ERAAP jouerait donc un rôle crucial pour la génération de complexes 
peptides/CMH-I stables et influencerait ainsi le répertoire des cellules T CD8 298.  

La chaîne lourde du CMH-I est ancrée dans la membrane du RE pendant sa traduction, 
puis elle est stabilisée par la protéine chaperonne BIP et la calnexine avant l’incorporation de 
la β2m. Une fois la β2m associée à la chaîne lourde, la calréticuline remplace la calnexine299. 
ERp57 lie alors les molécules du CMH-I et participe à leur stabilisation. Le tapasine est une 
protéine qui s’associe avec ERp57300, les molécules du CMH-I et le transporteur TAP301 pour 
former le complexe appelé complexe de chargement des peptides (PLC). Via son interaction 
avec TAP, la tapasine facilite le chargement des peptides sur les molécules de CMH-I. De 
plus, elle participe (avec ERp57) à la stabilisation des complexes CMH-I/peptide pour 
favoriser le chargement des peptides optimaux 302–304. Les peptides qui ne fixent pas de 
molécules du CMH-I pourraient retourner dans le cytoplasme via le système de transport 
ERAD (impliqué dans la retranslocation dans le RE des protéines mal repliées) pour être 
dégradés ou réédités par les peptidases et renvoyés dans le RE via TAP305. Les complexes 
CMH-I/peptide stables quittent ensuite le PLC et sont transportés vers l’appareil de Golgi 
jusqu’à la surface cellulaire par la voie constitutive de sécrétion cellulaire. 

Une fois le complexe CMH-I/peptide exprimé sur la membrane plasmique, celui-ci est 
relativement stable. Cependant la présence de sous-unités α seules à la surface de la cellule 
laisse penser que le complexe se dissocie après un certain temps. Les protéines de la famille 
MARCH semblent être impliquées dans la dégradation des CMH-I par un mécanisme 
d’ubiquitination306,307. 

 

2.2.1.5. Efficacité de l’apprêtement des antigènes sur les CMH-I 

Le chargement de peptides sur les molécules du CMH-I est un processus inefficace au 
vu de la quantité de protéines dégradées par minutes (plusieurs millions) par une cellule, de la 
demi-vie moyenne des peptides dans le cytoplasme (6 secondes), et de la quantité de 
complexes CMH-I/peptide exprimés à la membrane (entre 50000 et 100000)261. 99% des 
peptides seraient dégradés par les peptidases avant de pouvoir être chargés sur les molécules 
du CMH-I261 et un peptide doit donc être généré statistiquement plus de 10000 fois pour avoir 
une chance d’être présenté. L’hypothèse permettant d’expliquer ce paradoxe serait que la 
compartimentalisation des peptides provenant des DRiPs leur permet d’être beaucoup plus 
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compétitifs par rapport à des peptides cytosoliques plus abondants308. Ces mécanismes de 
compartimentalisation ne sont pas encore décrits.  

 

Figure 11 – Voies de présentation CMH-I 
Adapté de Jacques Neefjes et coll. , Nature Immunology Review, 2011 

2.2.2. Présentation croisée d’antigènes exogènes sur les CMH-I 

 Les APC sont capables d’apprêter et de présenter sur les molécules du CMH-I des 
peptides antigéniques issus de la dégradation des antigènes phagocytés provenant de 
l’environnement extracellulaire (cellules infectées, pathogènes et cellules tumorales). Cette 
voie de présentation, appelée « présentation croisée » (cf. Figure 11), est importante pour 
l’initiation de la réponse T CD8 cytotoxique309. Les DC sont les APC les plus aptes pour 
effectuer la présentation croisée, principalement certaines populations de DC spécifiques310 
(cf. partie I -B -3.2, page 40). Il existe deux mécanismes principaux pour la présentation 
croisée : (i) la voie cytosolique et (ii) la voie vacuolaire.  

2.2.2.1. Voie cytosolique 

 Les antigènes internalisés dans les APC par la voie phagosomale/endosomale peuvent 
être envoyés dans le cytoplasme311. En effet, le transfert du contenu antigénique de la lumière 
du phagosome vers le cytosol a été montré en microscopie et par fractionnement cellulaire 
dans les DC 312–314. Cependant, les mécanismes moléculaires responsables de ce transfert sont 
encore mal décrits. Le complexe ERAD, retrouvé à la membrane des phagosomes, pourrait 
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jouer le rôle de transporteur vers le cytoplasme des antigènes phagocytés314,315. De plus, la 
protéine HSP90 peut s’associer avec le complexe ERAD316 et participerait au dépliement des 
protéines antigéniques cross-présentées317,318, pour leur translocation dans le cytoplasme.  
 Les antigènes qui ont rejoint le cytoplasme sont alors apprêtés et chargés sur les 
molécules du CMH-I de façon dépendante du protéasome et des transporteurs TAP 311. Le 
chargement des peptides générés s’effectuerait dans le RE bien qu’il n’y en ait pas de preuve 
directe. En effet, les transporteurs TAP et les molécules du CMH-I présentes dans le RE 
peuvent également être recrutés (de façon dépendante de la protéine SNARE SEC22B et de 
CD74314,319) à la membrane des compartiments phagosomaux320–323. De plus, des études en 
TEM montrent que la membrane du RE pourrait contribuer à la formation des 
phagosomes324,325. Au contraire, d’autres études suggèrent que la contribution du RE pour la 
formation des phagosomes serait faible 326,327. Pour résumer, le chargement des peptides 
antigéniques cytoplasmiques cross-présentés pourrait se faire à la fois dans le RE et dans les 
compartiments d’endocytose/phagocytose. De fait, les aminopeptidases ERAP du RE et IRAP 
de la voie endosomales semblent toutes les deux impliquées dans l’apprêtement des antigènes 
cross-présentés328,329.  

2.2.2.2. Voie vacuolaire  

 Après phagocytose d’un pathogène ou d’antigènes modèles, des peptides antigéniques 
peuvent être directement générés à l’intérieur du phagosome par l’action des protéases 
cathepsine S et L330,331. Les protéines du CMH-I et du complexe PLC étant retrouvées dans 
les phagosomes323 (cf. partie précédente), les peptides générés dans ces compartiments 
peuvent être chargés directement sur les CMH-I. Les molécules du CMH-I peuvent aussi être 
recyclées de la membrane aux endosomes332 et ce mécanisme participerait à la présentation 
croisée333. Par conséquent, ni le protéasome ni le canal TAP ne jouent de rôle dans la voie 
vacuolaire 330,331. 
 Il est difficile d’évaluer la contribution relative des voies cytosolique et vacuolaire 
dans la présentation croisée, car les molécules du CMH-I sont instables et restent dans le RE 
en présence d’inhibiteurs du protéasome ou après blocage de la voie TAP334. Cependant, la 
majorité des études montrent une implication de la voie cytosolique. 

2.2.2.3. Voies alternatives 

 Des APC comme les monocytes ou des DC seraient capables de récupérer et charger 
sur les CMH-I de petits peptides antigéniques linéaires d’environ 10 acides aminés, transférés 
à travers des jonctions GAP formées après contact avec des cellules infectées335,336.  
 Une DC peut aussi transférer sur sa membrane (trogocytose) des complexes 
CMH-I/peptide présents sur la membrane des cellules infectées en contact.337,338.  

2.2.2.4. Rôle des DC dans la présentation croisée et l’induction de la réponse 
CTL  
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 La présentation croisée et son rôle dans l’activation de la réponse CTL ont été décrits 
pour la première fois en 1976 dans des études sur l’alloréactivité : l’immunisation avec des 
cellules allogéniques d’une souris donneuse induit l’activation des LT CD8 de la souris hôte, 
spécifiques pour les peptides allogéniques, et restreints pour les molécules du CMH de la 
souris hôte 339,340. 
 La contribution relative des voies de présentation classique et croisée pour l’initiation 
de la réponse T CD8 contre un pathogène dépend largement de la nature et du tropisme du 
pathogène. Certains pathogènes infectent les DC (comme le virus de la vaccine) : celles-ci 
peuvent alors utiliser la voie de présentation classique pour initier la réponse CTL341,342. Au 
contraire, la voie de présentation croisée est indispensable pour l’initiation de la réponse CTL 
lorsque les DC ne sont pas directement infectées. Des portions de cellules infectées (par HIV, 
influenza, T. Gondii ou encore M. Tuberculosis) vivantes ou apoptotiques peuvent être 
capturées par les DC et constituent une source importante d’antigènes cross-présentés343–348. 
C’est également le cas pour des antigènes modèles349 ou tumoraux350. Par ailleurs, les DC 
peuvent cross-présenter des antigènes issus des pathogènes qu’elles ont directement 
capturés351. De plus, des DC migratoires présentes dans les tissus peuvent transférer les 
antigènes qu’elles ont capturés aux DC spécialisées dans la présentation croisée, résidentes 
dans les ganglions (DC CD8+ chez la souris) 352. Ainsi, in vivo, la déplétion de ces DC CD8+ 
(et CD103+) murines diminue drastiquement la réponse CTL anti-virale 353,354. Les population 
de DC humaines spécialisées dans la présentation croisée sont décrites partie I -B -3.2, page 
40. 

2.3. Présentation sur les molécules du CMH-II 

2.3.1. Présentation des antigènes exogènes sur les CMH-II  

2.3.1.1. Provenance des peptides antigéniques chargés sur les CMH-II 

 Tout comme pour la présentation croisée, les peptides antigéniques chargés sur les 
molécules du CMH-II dans les APC sont dérivés de la dégradation contrôlée238 des 
pathogènes/antigènes extracellulaires, capturés par phagocytose et dirigés dans les endosomes 
et les lysosomes238,355. Les APC jouent donc un rôle essentiel dans l’activation des LT CD4 
auxiliaires qui orientent la réponse adaptative.  

2.3.1.2. Transport des CMH-II du RE au MIIC 

Les molécules de CMH-II nouvellement synthétisées au niveau du RE sont 
transportées vers un compartiment endosomal tardif spécifique, le compartiment CMH-II , ou 
« MIIC » 356. Li (chaine invariante), une protéine chaperonne ancrée à la membrane du RE, 
exerce plusieurs fonctions dans le transport des molécules de CMH-II357. Elle empêche la 
fixation des peptides présents dans le RE en interagissant directement avec le sillon 
peptidique via son domaine CLIP358,359. Ainsi, les molécules du CMH-II ne fixent des 
peptides antigéniques qu’une fois arrivées dans les compartiments endosomaux tardifs/MIIC 
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(cf. ci-dessous). Par ailleurs, Li favorise l’assemblage des chaînes α et β nouvellement 
synthétisées et assure leur stabilisation en formant un complexe trimérique fixant trois 
CMH-II360,361. Le complexe multiprotéique Li/CMH-II quitte le RE où il était retenu par la 
calnexine avant sa formation complète 362. La queue cytoplasmique de Li contient deux motifs 
qui fixent les adaptateurs pour la clathrine AP1 et AP2363,364. AP1 est un adaptateur du réseau 
trans-golgien, et AP2 un adaptateur de la membrane plasmique. Suivant les types cellulaires, 
les molécules du CMH-II sont orientées par Li directement du Golgi au MIIC de façon 
dépendante d’AP1 ou passent par une expression à la membrane plasmique où elles sont 
ré-internalisées vers le MIIC par AP2. L’endocytose AP2 dépendante est préférentiellement 
observée dans les cellules de lignée HeLa, les B, et les DC immatures 363,365,366. Dans la DC 
mature, le tri direct des CMH-II par AP1 aux membranes du Golgi serait le mécanisme 
dominant367. 

2.3.1.3. Mécanisme de chargement des peptides antigéniques dans le MIIC 

Le MIIC est un compartiment acide endosomal tardif à morphologie 
multi-lamellaire/multi-vésiculaire368 (MVB). Il concentre les molécules de CMH-II, la 
protéine HLA-DM (protéine transmembranaire de la famille des CMH) et les protéases 
lysosomales cathepsine S, L et F368. Une fois le complexe CMH-II/Li arrivé dans le MIIC, Li 
est clivée de façon successive par les trois cathepsines, et seul reste associé au CMH-II le 
peptide CLIP présent dans le sillon peptidique369. HLA-DM joue le rôle d’une protéine 
chaperonne qui, en modifiant légèrement la conformation du sillon, va permettre l’échange du 
peptide CLIP par un peptide antigénique de plus haute affinité370,371. En outre, elle stabilise 
les molécules du CMH-II lors de ce processus et empêche leur agrégation. Par ailleurs, le 
MIIC est riche en tétraspanines CD63 et CD82 372 qui faciliteraient l’interaction entre la 
protéine HLA-DM et la molécule de CMH-II, formant des réseaux protéiques complexes 
probablement impliqués dans le chargement des peptides et la localisation des molécules de 
CMH-II 373. Chez l’Homme, les lymphocytes B et certains sous-types de DC374 expriment la 
molécule HLA-DO qui rentre en compétition avec les molécules du CMH-II pour 
l’interaction avec HLA-DM. Son rôle est multiple: d’une part HLA-DO peut inhiber (de façon 
pH dépendante) l’efficacité de chargement des peptides sur les CMH-II, d’autre part il peut 
favoriser le chargement de certains peptides sur des CMH-II donnés, et modifier ainsi le 
répertoire des peptides présentés375. En résumé, la protéine HLA-DM permet la sélection de 
peptides de haute affinité en remplacement de CLIP sur les molécules du CMH-II dans le 
MIIC. Cette sélection serait favorisée par les tétraspanines et modulée par HLA-DO dans 
certains types cellulaires, en fonction de l’état de maturation des cellules.  

2.3.1.4. Expression des CMH-II à la membrane plasmique 

Après dégradation de Li, les molécules du CMH-II associées à CLIP ou à un peptide 
antigénique se retrouvent sous forme de dimère αβ dans les compartiments MIIC endosomaux 
tardifs qui migrent vers le centre de la cellule376. Elles peuvent alors soit être envoyées dans 
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des compartiments lysosomaux pour être dégradées ou être dirigées à la membrane plasmique 
par tubulation et fusion des membranes endosomales, deux mécanismes induits pendant la 
maturation des DC249,377–379. Une fois à la surface de la cellule, les complexes CMH-II/peptide 
peuvent être ré-endocytés dans des endosomes précoces, et très rapidement recyclés à la 
membrane plasmique380 par un mécanisme moléculaire encore mal compris. Ce processus 
permettrait d’échanger les peptides déjà chargés par des peptides présents dans les endosomes 
précoces381 pour diversifier le répertoire de peptides présentés382(indépendamment de 
HLA-DM383). 

2.3.1.5. Tri des complexes CMH-II/peptide au niveau des MIIC/MVB dans 
les DC immatures/matures  

Dans les DC immatures (en absence de signaux de danger), les complexes 
CMH-II/peptide à la surface de la cellule présentent principalement des peptides issus de la 
dégradation de protéines du soi. Cependant, leur expression sur la membrane plasmique est 
limitée par un mécanisme qui assure la dégradation lysosomale des molécules de CMH-II. 
Les compartiments endosomaux MVB/MIIC sont remplis de petites vésicules intraluminales 
(ILV) entourées par la membrane délimitant le MVB. Les molécules de CMH-I et d’HLA-
DM sont retrouvées sur la membrane de délimitation et sur les membranes des ILV384. Les 
molécules du CMH-I qui sont chargées avec un peptide, puis présentées à la surface, seraient 
celles présentes sur la membrane de délimitation du MVB379,385,386, bien que cette hypothèse 
soit controversée384,387. Les études récentes suggèrent le mécanisme suivant : dans les DC 
immatures, le complexe CMH-II/peptide va être ubiquitiné par MARCH1 fortement exprimé 
dans ces cellules246,385,388, pour être finalement dirigé (probablement par le système 
ESCRT389–391) sur les vésicules intraluminales (ILV) du MIIC/MVB. Ce pool de molécules 
CMH-II/peptide ubiquitinées sur les ILV serait dégradé après fusion MVB/lysosome392,393. 
Ainsi, seule une faible proportion des complexes CMH-II/peptide est présentée à la surface, et 
correspondrait aux complexes qui n’ont pas été ubiquitinés et qui restent à la membrane 
externe du MVB. Ce mécanisme pourrait permettre de réduire la présentation des antigènes 
du soi aux LT CD4 ou d’orienter la réponse T régulatrice394,395. A noter que la cytokine 
anti-inflammatoire IL10 augmente l’expression de MARCH1 dans les APC et contribue ainsi 
à la dégradation des molécules de CMH-II et des molécules de costimulation (CD83/86)396,397. 

Dans les DC matures, l’activité MARCH1 est diminuée ainsi que l’ubiquitination des 
complexes CMH-II/peptide. Les complexes déjà présents dans les ILV continuent d’être 
dégradés par la voie lysosomale et seuls les complexes CMH-II/peptide nouvellement 
synthétisés restent à la membrane externe du MIIC392. Ils sont alors transportés par une 
extension tubulaire du MIIC à la membrane plasmique249,377–379. En outre, pendant la 
maturation, la synthèse des molécules CMH-II est augmentée transitoirement avant d’être très 
fortement réduite392,398. Ainsi, tous ces mécanismes ont pour conséquence que les complexes 
CMH-II/peptide présentés à la surface membranaire des DC matures sont principalement 
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générés après contact avec le pathogène, créant une « capture photo instantanée » des peptides 
antigéniques à présenter aux LT CD4. Cette hypothèse expliquerait en partie comment les DC 
matures minimisent la présentation des antigènes du soi aux LT CD4 pour limiter l’activation 
des LT potentiellement auto-réactifs. En effet, l’expression de molécules de costimulation par 
les DC matures ne suffit pas à elle seule pour expliquer la distinction entre les antigènes 
microbiens et les antigènes du soi lorsque les deux sont rencontrés lors d’une infection. 

2.3.1.6. Le phagosome : un compartiment autonome pour la présentation 
CMH-II 

Des observations récentes ont montré que les complexes CMH-II/peptide 
s’accumulent dans des micro-domaines riches en cholestérol399 retrouvés dans des 
compartiments lysosomaux/phagosomaux et à la membrane des DC. De plus, dans les DC, la 
présentation par les CMH-II d’antigènes particulaires phagocytés est fortement augmentée si 
ces derniers sont recouvert de ligands TLR (TLR4)400. De même, le recrutement du TLR4 à la 
membrane des phagosomes contenant un pathogène favorise la présentation aux LT CD4401. 
Ainsi, dans les DC matures, la transduction d’un signal issu de la liaison d’un PAMP à son 
PRR dans un phagosome semble stimuler le recrutement sélectif à la membrane plasmique de 
complexes CMH-II/peptide provenant de ce même phagosome. Le transfert des complexes 
CMH-II/peptide ainsi formés pourrait s’effectuer de manière unidirectionnelle vers la synapse 
entre la DC et la cellule T379, ajoutant un niveau supplémentaire dans le contrôle qualité des 
peptides présentés. 

Figure 12 – Présentation CMH-II d’antigène exogènes par les DC / Régulation 
Adapté de Broeke T.T. et coll. , Cold. Spring. Harb. Perspect. Biol., 2013 
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2.3.2. Présentation des antigènes endogènes sur les CMH-II 

 Il est encore généralement admis que les peptides présentés par les molécules du 
CMH-II sont exclusivement issus de la dégradation d’antigènes extracellulaires. Pourtant, dès 
la fin des années 80, de nombreuses études précurseurs ont montré que des antigènes du soi402 
et viraux (MeV403, HIV404, influenza405, vaccine406 et EBV407) intracellulaires/endogènes sont 
apprêtés sur les molécules du CMH-II pour induire l’activation des lymphocytes T CD4. De 
plus, des expériences d’élution peptidique ont permis l’analyse du répertoire de peptides 
présentés à la surface des cellules sur les molécules du CMH264,408,409, montrant que des 
peptides issus de protéines du soi intracellulaires pouvaient être présentés par les molécules 
du CMH-II. En moyenne, 20% des peptides présentés sur les molécules du CMH-II des 
lymphocytes B sont dérivés de protéines cytosoliques et nucléaires, incluant des protéines du 
cytosquelette, de choc thermique et des histones 410,411. 
 Plusieurs mécanismes sont responsables de l’apprêtement et du chargement 
d’antigènes endogènes sur les molécules du CMH-II.  

2.3.2.1. Rôle de l’autophagie et de la CMA 

 Dans divers types cellulaires dont les APC, ces deux mécanismes joue un rôle 
primordial dans la présentation par les molécules de CMH-II d’antigènes intracellulaires 
modèles, viraux, bactériens, tumoraux et du soi (cf partie I -C -2.1.2).  
 Note : l’autophagie participe également à la présentation classique et croisée 
d’antigènes par le CMH-I (cf. partie I -C -2.2), ainsi qu’à la présentation d’antigènes 
exogènes par le CMH-II (cf. partie I -C -2.1.3). 

2.3.2.2. Rôle du protéasome, du transporteur TAP et de la chaperonne HSP90 

 Des antigènes modèles comme l’ovalbumine sont apprêtés sur les molécules du 
CMH-II après avoir été injectés dans le cytoplasme de cellules de lignées macrophagiques ou 
B et présentés aux LT CD4 avec la même efficacité que l’ovalbumine extracellulaire412. La 
présentation endogène (au contraire de l’exogène) sur les molécules de CMH-II de ces 
antigènes modèles est dépendante de l’activité du protéasome et de certaines aminopeptidases, 
et indépendante de l’acidification lysosomale412. 
 La machinerie TAP pouvant se retrouver à la membranes des phagosomes/endosomes 
(cf. partie I -B -2.2.2, elle pourrait participer au chargement de peptides cytosoliques sur les 
molécules de CMH-II dans ces compartiments. In vivo, l’inactivation par UV du virus de la 
grippe inhibe la présentation sur les CMH-II de deux épitopes de la matrice virale (mesurée 
par l’activation des T CD4 spécifiques par les APC infectées) alors que la présentation d’un 
troisième épitope n’est pas modifiée413. Ainsi, lors d’une infection virale, certains antigènes 
peuvent être présentés sur les molécules du CMH-II par la voie exogène et d’autres par la voie 
endogène. Les deux épitopes présentés par la voie endogène sont apprêtés via un processus 
qui implique les transporteurs TAP, le protéasome et le recyclage des molécules de CMH-II 
entre la surface et les endosomes précoces, mais n’implique pas la machinerie autophagique 
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413,414. Ces résultats suggèrent que ces deux peptides, une fois générés par le protéasome, sont 
envoyés dans les endosomes précoces via le transporteur TAP pour être chargés sur les 
molécules du CMH-II recyclées.  
 La protéine de choc thermique HSP-90 semble jouer un rôle important dans la 
présentation sur les molécules du CMH-II d’antigènes modèles et tumoraux415,416. Dans des 
cellules de lignées tumorales exprimant un antigène tumoral modèle cytosolique, son 
apprêtement est indépendant de la CMA, de l’autophagie et des transporteurs TAP mais 
dépend du protéasome et des protéases endosomales/lysosomales. HSP90 induirait la 
translocation des peptides antigéniques entre le cytoplasme et les endosomes/lysosomes, dans 
un processus similaire à la CMA mais n’impliquant pas les protéines LAMP-2/HSC70. 
 Ainsi le dogme qui associe les molécules de CMH-II exclusivement à la présentation 
d’antigènes exogènes souffre de nombreuses exceptions417.  

3. BIOLOGIE DES CELLULES DENDRITIQUES HUMAINES 

3.1. Les DC, une population distincte des monocytes et des 
macrophages. 

Les DC immatures représentent une population cellulaire bien distincte des autres 
cellules phagocytaires mononuclées (monocytes et macrophages). Cette distinction peut être 
faite sur des critères phénotypiques observables par microscopie (présence de dendrites), par 
immunohistochimie418, ou par marquages en cytométrie419–422. En outre, des études 
transcriptionnelles multidimensionnelles récentes423–429 ont confirmé l’appartenance des DC 
humaines (hDC) immatures à une population bien distincte possédant une signature génétique 
propre. Ces résultats sont en accord avec les études sur l’ontogenèse des DC murines 
immatures, qui montrent qu’elles sont dérivées d’une population de précurseurs différentes de 
celle des précurseurs monocytaires430–432.  

Contrairement aux macrophages, les DC qui maturent peuvent migrer à travers les 
tissus vers les organes lymphoïdes pour activer la réponse lymphocytaire T433. Cependant, les 
multiples changements transcriptomiques et phénotypiques qui se déroulent lors de la 
maturation confèrent une grande plasticité aux DC434. Ainsi, la distinction entre les 
populations de DC et de monocytes, et la classification des sous-populations de DC dans un 
contexte inflammatoire et/ou infectieux devient plus difficile435. 

3.2. Les différentes familles de DC chez l’Homme 
Après avoir quitté la moelle osseuse, les progéniteurs des hDC migrent par la voie 

sanguine et se différencient in situ. Il existe deux types d’hDC, définies en fonction de leur 
lieu de différenciation : résidentes ou migratoires436. Les hDC résidentes sont présentes en 
permanence dans les organes lymphoïdes secondaires (rate et ganglions lymphatiques) où 
elles collectent et présentent aux LT les antigènes drainés par la voie lymphatique. Les hDC 
migratoires résident à l’état basal dans les tissus périphériques. Après activation, suite à la 
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phagocytose d’une particule antigénique et/ou la réception de signaux de danger, elles 
maturent et migrent vers les ganglions via les vaisseaux lymphatiques, où elles participent à 
l’activation de la réponse cellulaire T.  

Dans des conditions basales en absence d’activation/maturation, les hDC résidentes 
ou migratoires peuvent être classées en différentes sous-populations sur la base d’études 
comparatives phénotypiques et fonctionnelles. Chez l’homme, les premières caractérisations 
de ces sous-populations ont été effectuées à travers l’étude des hDC circulantes du sang 
périphérique, du fait de leur facilité d’accès419,421,422,437. Des études dans les tissus et les 
organes lymphoïdes secondaires ont ensuite établi une correspondance phénotypique entre ces 
hDC retrouvées dans le sang et les hDC résidentes ou migratoires436,438,439. Comme les hDC 
du sang périphériques sont plus immatures que leurs équivalentes tissulaires et lymphoïdes, 
cela laisse supposer qu’elles sont leurs précurseurs directs419,422,438. Cette hypothèse est 
supportée par des études chez la souris440. 

Parmi les sous-populations d’hDC, on distingue : 
 - les hDC myéloïdes (hmDC) CD1c ou CD141 (i) 
 - les cellules de Langerhans (ii) 
 - les hDC plasmacytoïdes (hpDC) (iii) 

- les hDC CD14+ (iv)  
Toutes ces sous-populations sont caractérisées par l’expression élevée de molécules du 

CMH-II, l’expression variable de molécules de co-stimulation (CD80/83/86 et CD40) et 
l’absence de marqueur de lignée T (CD3), B (CD19/20) et NK (CD56)420,421. 

De façon intéressante, une étude « génome entier » a identifié sur la base de profils 
d’expression génique des similitudes entre les sous-populations de DC humaines et murines 
426. Ainsi les hmDC CD1c clustérisent avec les DC CD11b murines, les hmDC CD141 avec 
les DC CD8α murines et les hpDC avec les pDC murines.  

 (i) Les hmDC ou « hDC conventionnelles » expriment les marqueurs myéloïdes 
CD11c, CD13, CD33 et CD11b. A contrario, elles n’expriment pas les marqueurs 
monocytaires tels que CD14 ou CD16.  

Ces hmDC représentent environ 1% des cellules mononucléées. Elles sont retrouvées 
dans le sang, les ganglions lymphatiques, la rate et les tissus périphériques comme la peau, le 
foie, les reins et les intestins429,436,438,439. Après maturation, les hmDC tissulaires augmentent 
l’expression du récepteur de homing CCR7 pour migrer dans les ganglions244,441. Au sein de 
cette sous-population, on trouve les hmDC CD1c (BDCA1+) et les hmDC CD141 
(BDCA3+)419,422.  

  Les hmDC CD1c expriment tous les récepteurs des TLR sauf le TLR9197,201,442. Elles 
possèdent également de nombreux récepteurs de type lectine (cf. partie I -B -1.2) comme 
Dectin1/2427,429 et le MR436. Après une stimulation TLRs, ces cellules secrètent un large panel 
de cytokines et chimiokines comme IL1β, IL12, IL8, IL23, IL6, TNFα, CCL3, CCL4 et 
CCL5, impliquées dans la réponse inflammatoire et l’induction d’une réponse lymphocytaire 
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T pro-Th1/Th17197,201,442–444. Ainsi, supprimer la population de DC conventionnelles chez la 
souris conduit à un déficit des réponses lymphocytaires Th1, Th2 et Th17439. Dans le derme 
de la peau humaine, on retrouve une population particulière d’hmDC CD1c qui expriment 
CD1a 445,446 Elles sont capables d’induire la prolifération de LT allogéniques447,448 et semblent 
orienter la polarisation Th2436. 

  Les hmDC CD141 (10% des hmDC) sont spécialisées dans la présentation croisée 
pour l’activation des LT CD8310 (cf. partie I -B -2.2.2), et ont pour équivalent fonctionnel 
proche chez la souris les DC CD8α (dans le sang et les organes lymphoïdes) et CD103 (dans 
les tissus) 438,439,449–451. Elles expriment les TLR3 et 8201,438,443,452, XCR1449,450 (chemokine C 
motif receptor 1) et le récepteur CLEC9A (C-type lectin domain family 9). CLEC9A favorise 
la présentation croisée des antigènes issus de la capture des cellules mortes environnantes453 
(cf. partie I -B -2.2.2.4) en les conduisant dans des compartiments positifs pour les molécules 
du CMH-I et du CMH-II443,454,455. XCL1, le ligand de XCR1, est exprimé par les LT CD8 et 
favorise l’interaction DC/lymphocyte et la présentation croisée456. De plus, l’activation du 
TLR3 favoriserait la présentation croisée après la reconnaissance de virus457.  

Il a été montré in vitro que les hmDC CD1c étaient en fait capables d’effectuer la 
présentation croisée458,459, qui serait en grande partie dépendante du stimulus antigénique. 
Cependant, les hmDC CD141 semblent les plus efficaces pour ce mode de présentation, et ce 
dans les différentes conditions de stimulation443,444,449,450,460. Elles maintiennent un pH plus 
élevé de leurs phagosomes et endosomes, favorisant la présentation croisée460,461. De plus le 
facteur de transcription IRE-1α (impliqué dans la réponse UPR) est fortement exprimé dans 
les DC CLEC9A+XCR1+, et serait impliqué dans le contrôle de la présentation croisée462. 

(ii) Dans l’épiderme de la peau et les épithéliums stratifiés, on trouve une population 
de cellules dendritiques avec un phénotype propre463,464, les cellules de Langerhans (LC). 
Les LC expriment fortement une lectine appelée Langerin, ainsi que le CD1a 429,465. Elles 
forment un réseau dans l’épiderme et sont une des premières barrières immunologiques de la 
peau. Ces cellules sont capables d’auto-renouvellement partiel en conditions basales et sont 
renouvelées par des précurseurs présents dans le sang après inflammation466,467. Elles peuvent 
se différencier, après activation, en cellules dendritiques migratoires capables de capturer 
l’antigène, d’exprimer des molécules de co-stimulation et d’activer la réponse T468. Leurs 
fonctions ne sont pas bien comprises mais elles semblent impliquées dans l’établissement des 
réponses Th2 et T régulatrices et la tolérance aux bactéries commensales. Cependant les LC 
gardent la capacité de reconnaître des pathogènes et d’activer la réponse immune en condition 
inflammatoire468. 

 (iii) Les hpDC immatures sont des cellules rondes en absence de stimuli. Elles sont 
présentes dans le sang mais absentes des tissus périphériques à l’état basal. Elles ne possèdent 
pas de marqueur myéloïde mais expriment CD123 (IL-3R), CD303 (BDCA2+), CD304 et des 
niveaux variables de CD2 et CD7421,469. Lorsqu’elles sont immatures, elles expriment de 
faibles niveaux de molécules de co-stimulation et du CMH-II437,470. Cependant elles 
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expriment fortement les TLR endosomaux 7210,471,472 et 9473 et sont spécialisées dans la 
reconnaissance d’acides nucléiques viraux, bactériens ou issus de cellules mortes474–477, 
induisant la réponse T associée475. La reconnaissance d’un virus par ces cellules conduit à leur 
maturation et elles produisent alors de grande quantité d’IFN de type 1475,478–481. Au contraire, 
la fixation d’ADN cellulaire induit un état tolérogène482,483. De fait, des dérégulations dans 
l’activation de ces cellules sont impliquées dans des maladies auto-immunes comme la SLE 
(Systemic lupus erythematosus)484,485. 

(iv) Les hDC CD14+ sont retrouvées avec les hmDC conventionnelles en quantité 
modeste dans les tissus en particulier dans le derme 438,446,447,486–489, mais sont absentes du 
sang et des organes lymphoïdes. In vitro, elles peuvent acquérir un phénotype proche des 
hmDC et des LC487. De plus, elles sont capables de migrer d’explants de peau humaine et 
d’activer une réponse cellulaire T CD4 allogenique447,486. Cependant, leur caractérisation en 
tant que DC est très controversée. En effet, elles expriment DC-SIGN489 mais aussi certains 
marqueurs des monocytes/macrophages et n’expriment pas CD1c et CD141438,439,446,488,489. 
Leur remplacement après une transplantation de moelle osseuse est très rapide446. Ces 
propriétés suggèrent que ces hDC CD14+ seraient en fait des monocytes quiescents438,439,489 
rentrés dans les tissus par extravasation. L’expression du récepteur CCR7 sur ces cellules est 
très faible et leur capacité à migrer dans le ganglion drainant n’est pas démontrée439,488.  
 
 Une question majeure consiste à comprendre les relations qui existent entre les hDC et 
les monocytes dans des conditions inflammatoires. En effet dans ces conditions, la plasticité 
phénotypique de ces cellules par rapport aux populations décrites à l’état basal435 rend leur 
étude complexe. 
 Chez la souris, des études ont montré que les monocytes pouvaient se différencier en 
DC inflammatoires (infDC) recrutées sur le site de l’inflammation490,491. Les infDC seraient 
particulièrement importantes pour la clairance des agents pathogènes490, la mise en place de la 
réponse T spécifique et sa polarisation492,493. 
 Chez l’homme, on retrouve dans les tissus lésés ou infectés une population 
d’infDC494–497 infiltrées, exprimant le facteur de transcription zbtb46 communément avec les 
DC conventionnelles CD1c (humaines et murines)498,499. Ces cellules expriment à leur surface 
CD1c, CD11b, CD1a, le récepteur au mannose et CD14 mais pas CD16 ou DC-SIGN494. Elles 
synthétisent in vitro l’IL-12, l’IL1β, le TNFα l’IL6 et l’IL23 et peuvent induire une réponse 
de type Th17/Th1494. En fait, leur profil transcriptionnel suggère qu’elles proviennent de 
monocytes différenciés en DC sur le site de l’inflammation426,494. De plus, elles partagent de 
nombreuses caractéristiques fonctionnelles avec les DC dérivées de monocytes in vitro 
(hMDDC, différenciées avec un cocktail de cytokines IL4/GM-CSF), et un profil 
transcriptionnel proche494. Le modèle des hMDDC500–503 (très souvent utilisé dans les 
laboratoires) pourrait donc être un bon modèle d’étude des hDC dans les conditions 
inflammatoires494,504.  
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C - AUTOPHAGIE ET IMMUNITE  
En parallèle de ses fonctions homéostatiques, le processus d’autophagie a évolué chez 

les eucaryotes pour permettre à la cellule de se défendre contre des infections par des micro-
organismes, bactéries ou virus.  
L’autophagie intervient à différents niveaux dans la relation hôte/pathogène  (cf. Figure 13):  

 Dans l’immunité innée : l’autophagie peut être induite par des cytokines ou 
lors de la reconnaissance de PAMP par des PRR. Certains PRR peuvent aussi 
recruter des protéines adaptatrices pour induire l’autophagie sélective et la 
dégradation des micro-organismes intracellulaires par un processus appelé 
xénophagie. Parallèlement, l’autophagie contribue à l’activation du système 
immunitaire inné en acheminant dans des compartiments endosomaux des 
ligands de ces PRR provenant des pathogènes dégradés. L’autophagie joue 
également un rôle dans la régulation des processus d’inflammation : elle 
interagit avec la voie de l’inflammasome et la régule. 

 Dans l’immunité adaptative : l’autophagie interagit avec les voies de 
présentation des antigènes dans les APC pour l’activation de la réponse T. De 
plus, elle est impliquée dans la sélection thymique des lymphocytes T et 
affecte la polarisation de la réponse immune. 

 

Figure 13 – Autophagie et immunité 

Adapté de Levine B. et Kroemer G. , Cell, 2008 
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1. ROLE DE L’AUTOPHAGIE DANS L’IMMUNITE INNEE  

1.1. Détection des pathogènes : induction de l’autophagie et de la 
xénophagie 

Les pathogènes qui rentrent dans la cellule par la voie endosomale et phagosomale 
peuvent être dirigés dans des compartiments lysosomaux pour y être dégradés. Cependant, des 
pathogènes ont développé des stratégies d’échappement. Certaines bactéries secrètent des 
molécules pour déchirer la membrane des phagosomes et rejoindre le cytoplasme505, d’autres 
empêchent la maturation de leur vacuole parasitaire506. De même, le virus de l’hépatite C242 et 
le papillomavirus507 ont développé des stratégies pour échapper aux compartiments 
lysosomaux. L’autophagie peut alors être impliquée comme un mécanisme alternatif pour la 
dégradation de ces pathogènes.  

La xénophagie correspond à la capture d’un micro-organisme à l’intérieur de la double 
membrane formant l’autophagosome. De nombreuses espèces bactériennes (Mycobacterium, 
Shigella, Salmonella), virales (le virus d’Herpes HSV-1, le virus de la mosaïque du tabac, le 
VIH, le virus Sindbis) et parasites (Toxoplasma Gondi) sont dégradées sélectivement par les 
autophagosomes 145,508–520.  

Ce mécanisme d’autophagie fait intervenir les récepteurs/adaptateurs de cargos de la 
famille de p62 (SLR – SQSTM1/p62-like receptor, cf. partie I -A -2.2.2) ainsi que la 
reconnaissance des pathogènes par des PRR. 

1.1.1. Rôles des SLR dans l’induction de la xénophagie 

La dégradation des pathogènes présents dans le cytoplasme implique leur détection par 
des PRR cytoplasmiques (cf. partie I -B -1.2) et leur fixation par divers SLR. Trois récepteurs 
SLR impliqués dans l’autophagie sélective semblent importants pour la reconnaissance de 
bactéries intracellulaires : p62, NDP52 et l’optineurine.  

Les bactéries dans le cytoplasme sont très vite ubiquitinées. Une étude récente a 
montré qu’une enzyme E3, LRSAM1, est impliquée dans l’ubiquitination spécifique de la 
bactérie Salmonella521. NDP52522, p62 et l’optineurine145,515 peuvent alors s’ancrer à la 
bactérie ubiquitinée via leur domaine UBD, et aux protéines LC3/GABARAP via leur 
domaine LIR (cf. partie I -A -2.2.2). Ces SLR contribuent ainsi au ciblage des bactéries dans 
l’autophagosome en formation.  

Le ciblage des bactéries dans les autophagosomes semble être un mécanisme finement 
régulé par de nombreux facteurs recrutés à la membrane de l’autophagosome. Ainsi, l’affinité 
du domaine LIR de l’optineurine pour LC3 ou du domaine UBD de p62 pour l’ubiquitine est 
augmentée par la kinase TBK1145,523 (TANK binding kinase 1) recrutée au niveau des 
membranes autophagiques via son interaction avec NDP52524. La GTPase RAB8B impliquée 
dans le transport et la fusion de vésicules est ensuite recrutée par TBK1 et serait impliquée 
dans la maturation des autophagosomes contenant des bactéries523.  
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D’autres bactéries intracellulaires sont reconnues par des SLR : Shigella et Listeria 
sont reconnues par p62 et NDP52 pour être, in fine, dégradées dans les autophagosomes513,514. 
De façon originale, Shigella peut être envoyée dans les autophagosomes après interaction 
directe entre la protéine de surface bactérienne VirG et Atg5525, sans participation des SLR.  

De manière intéressante, p62 est également impliquée dans l’élimination de 
Mycobacterium de manière indépendante de la xénophagie, en induisant la production de 
peptides antimicrobiens dans les autophagosomes526 qui fusionnent ensuite avec la vacuole 
bactérienne. 

Les données de la littérature concernant la xénophagie de particules virales sont moins 
abondantes. Les virus HSV-1517, VIH512,527 et Sindbis516 sont retrouvés dans des 
autophagosomes et dégradés. En outre, la capside du virus Sindbis est reconnue par p62 de 
façon indépendante de l’ubiquitine516. Le rôle de l’autophagie dans la dégradation du VIH 
sera abordé spécifiquement dans la partie I -E. 

 

1.1.2. Modulation de l’autophagie par les PRR et les cytokines 

1.1.2.1. Rôle des TLR dans l’induction de l’autophagie 

L’activation des voies TLR est impliquée dans de nombreux mécanismes 
antimicrobiens comme la production de cytokines inflammatoires, la maturation des DC ou 
encore le burst oxydatif dans les neutrophiles528. Des TLR peuvent également induire 
l’autophagie (cf. Figure 13 et Figure 15). En effet, l’activation du TLR4 par le LPS dans des 
lignées macrophagiques induit fortement l’autophagie529. Cette induction permet le ciblage 
des bactéries Mycobacterium présentes dans la vacuole vers les autophagosomes. Les ARNds 
et l’ARNss (retrouvés dans les génomes viraux) activent respectivement les voies TLR3 et 7 
qui induisent aussi l’autophagie530,531. La voie de transduction impliquée dans l’activation de 
l’autophagie dépendante des TLR fait intervenir les protéines adaptatrices TRIF529 
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon β) et MyD88530,531. MyD88 et TRIF 
permettent le recrutement de Beclin 1 dans le complexe de signalisation du TLR4 et inhibent 

Figure 14 – Capture des pathogènes par les SLR 
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son interaction avec Bcl-2, activant ainsi l’autophagie106. Cette inhibition serait indirecte et 
passerait par l’ubiquitination de Beclin 1 dépendante de TRAF6 (TNF receptor associated 
factor 6) qui agit en aval de MyD88 et TRIF dans la signalisation TLR532. TRAF6 active 
également ULK1 et contrôle ainsi les deux voies principales qui régulent l’autophagie533.  

Dans les macrophages, une étude récente montre par ailleurs que la stimulation du 
TLR4 avec du LPS ou Escherichia Coli induit la transcription de p62 médiée par MyD88, 
TRIF, TRAF6 et Nrf2 (Nuclear factor-like 2) et conduit à la formation d’ALIS dégradés par 
autophagie534. I -C -1.1.2.1 

En conclusion, l’activation des voies TLR induit l’autophagie. Pourtant le rôle des 
TLR dans le ciblage et la dégradation de pathogènes par xénophagie reste à confirmer.  

 

 

1.1.2.2. Rôle des NLR dans l’induction de la xénophagie 

NOD1 et NOD2 reconnaissent des bactéries cytoplasmiques (cf. partie I -B -1.1 –
NLR). Dans les hMDDC et diverses lignées cellulaires, la reconnaissance par NOD1/2 des 
bactéries Salmonella et Shigella conduit à l’induction de l’autophagie et leur xénophagie 
219,220. Ces protéines colocalisent avec les bactéries aux sites d’entrée proches de la membrane 
plasmique, sûrement par interaction avec des composants de la paroi bactérienne. De plus, 
elles induisent le recrutement d’Atg16L, et conduisent, in fine, au ciblage des bactéries dans 
les autophagosomes marqués par LC3 (cf. Figure 16). Ainsi, dans les hMDDC, l’induction de 
l’autophagie par la voie NOD2 est dépendante des protéines Atg5,7 et Atg16L219. 

Des polymorphismes sur les loci d’Atg16L et NOD2 sont associés avec la maladie de 
Crohn 535,536, caractérisée par une inflammation chronique des intestins et la translocation des 
bactéries de la flore commensale intestinale. De façon intéressante, des cellules de patients 
homozygotes pour l’allèle à risque d’Atg16L ne sont pas capables d’induire l’autophagie en 
présence des ligands de NOD2220. De plus, Atg16L n’est plus recrutée aux sites d’entrée des 

Figure 15 – Autophagie et TLR ; détection des pathogènes 
et inflammation 

  Adapté de Invivogen 
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bactéries dans des cellules exprimant la forme tronquée de NOD2 retrouvée chez certains 
patients. Dans des hMDDC issues de ces mêmes patients, les bactéries Salmonella et 
Escherichia Coli ne sont plus dégradées par la voie lysosomale219. L’autophagie induite par 
NOD2 jouerait donc un rôle essentiel dans le maintien de l’équilibre de la flore intestinale 
219,220 

Pour résumer, ces études montrent que NOD1 et 2, en liant directement des 
composants de la machinerie autophagique, induisent la dégradation par xénophagie des 
bactéries reconnues. 

 

1.1.2.3. Rôle des RLR dans l’induction de l’autophagie 

L’autophagie peut être induite par des virus ADN double brin (ADNds) comme le 
virus HSV-1, de façon dépendante de la protéine STING (décrite partie I -B -1.1 –RLR) 
537,538. Par ailleurs l’activation de l’autophagie via STING suite au relargage vers le 
cytoplasme d’ADN bactérien de Mycobacterium inhibe la réplication de la bactérie in vitro et 
in vivo508. Notons cependant qu’aucune étude n’a démontré un rôle direct des RLR comme 
RIG-1, MDA5 ou LGP2 dans l’induction de l’autophagie par des pathogènes. 

1.1.2.4. Contrôle de l’autophagie par les cytokines 

D’autres voies de signalisation peuvent moduler l’autophagie. De façon simplifiée : 
 Les cytokines orientant la réponse Th1 comme l’IFNγ induisent 

l’autophagie509,539, probablement par les voies IRGM540 (Immunity related 
guanosine triphosphatases) et p38/STAT1539,541. Ainsi différents virus à ARN 
comme l’HCV, le virus de la rougeole (MeV, measles virus) ou encore le VIH 
ciblent IRGM pour moduler l’autophagie à leur avantage542. La vitamine D 
agirait de concert avec l’IFNγ et la voie TLR pour induire l’autophagie contre 
Mycobacterium et le VIH dans les macrophages543,544.  

Figure 16 – NOD1/2 : détection des bactéries 
intracellulaires et xénophagie 

Adapté de Ji Eun Oh et coll., Front. Immunol. , 2012 
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 La cytokine pro-inflammatoire IL1β induit l’autophagie via Beclin 1, ce qui 
permet aux macrophages de limiter leur infection par Mycobacterium509. 

 Les cytokines pro-Th2 comme l’IL4 ou l’IL13 inhibent, elles, l’autophagie545. 

1.1.3. Phagocytose associée à LC3 (LAP) 

 Lors de la LAP (LC3 associated phagocytosis), des composants de la machinerie 
autophagique classique, incluant LC3-II, sont rapidement recrutés sur la membrane d’un 
phagosome, pour accélérer sa maturation. 

Originellement, la LAP a été caractérisée dans des lignées macrophagiques après 
internalisation très rapide dans des phagosomes marqués LC3 de billes recouvertes de ligands 
TLR1/2 et 4, sans formation apparente d’autophagosomes conventionnels229. La voie TLR est 
donc capable d’induire la formation des LAP et leur maturation.  

Des études plus récentes ont montré ensuite son rôle dans la phagocytose de corps 
apoptotiques546,547 et de bactéries comme Burkholderia548, Mycobacterium549 ou 
Salmonella550. Cependant, il est difficile de déterminer si le recrutement du LC3 se fait 
directement à la surface du phagosome ou par fusion rapide avec les autophagosomes551. La 
confirmation en TEM de l’absence de double membrane sur les vésicules positives pour LC3 
est donc une condition nécessaire (mais non suffisante) pour pouvoir parler de LAP. À l’heure 
actuelle, les mécanismes exacts qui décrivent la LAP ne sont pas bien connus. Son induction 
fait intervenir la voie PI3K mais contrairement à l’autophagie canonique, les protéines ULK1 
et FIP200 de la voie ULK ne semblent pas nécessaires546. Des études sont nécessaires pour 
caractériser finement les mécanismes moléculaires de la LAP et son rôle dans la dégradation 
des pathogènes. 

1.2. Rôle de l’autophagie dans le contrôle de l’inflammation 

1.2.1. Induction des voies TLR par l’autophagie 

L’autophagie contribue à l’induction des voies TLR en acheminant dans des 
compartiments endosomaux des ligands provenant des pathogènes dégradés (cf. Figure 15). 

Dans des pDC murines où se répliquent des virus ARNss comme le VSV ou le virus 
Sindbis, la sécrétion d’IFNα est dépendante du TLR7 et d’une machinerie autophagique 
fonctionnelle : l’inhibition de l’autophagie in vitro (avec du 3-MA) ou in vivo (KO Atg5) 
diminue l’activation des pDC suite à l’infection472. Ces résultats suggèrent que l’autophagie 
augmente l’apport des ligands PAMP dans les compartiments TLR7 permettant ainsi la 
reconnaissance d’intermédiaires de la réplication virale et, in fine, la production d’IFNα par 
les pDC472. 

 Dans des DC myéloïdes murines, l’autophagie est induite après contact avec le virus 
respiratoire syncytial (RSV, ARNss)552. De façon remarquable, la production de cytokines 
inflammatoires IL6, TNFα et de l’IL12 pro-Th1 dans ces cellules est dépendante de 
l’autophagie induite par le virus : des DC qui n’expriment pas Beclin 1 ou LC3 ne sont pas 



COULON Pierre-Grégoire – Thèse de doctorat – Année 2014 

 48 

activées 552. En parallèle, même après induction de l’autophagie, le blocage des voies de 
signalisation TLR TRIF et MyD88 inhibe complètement la production de cytokines.  

L’inhibition de la voie autophagique par des siRNA (ou après contact avec le VIH, cf. 
partie I -E -5.2.1) diminue l’activation des hmDC (DC myeloïdes humaines) dépendante des 
TLR4 et TLR8512. Par ailleurs, dans les hpDC, le blocage de l’autophagie par un siRNA ou du 
3-MA inhibe la production d’IFNα suite à l’activation de la voie TLR7 par des ARNss ou par 
le VIH 553.  

Toutes ces données semblent montrer que dans les DC l’autophagie joue un rôle 
important pour la potentialisation de l’activation des voies TLR et l’induction de la réponse 
inflammatoire. 

Dans d’autres types cellulaires comme les cellules épithéliales intestinales, 
l’autophagie basale est importante pour la production de la cytokine proinflammatoire IL8 
après activation des voies TLR1/2, 4 et 5554. Ces résultats confirment que l’autophagie est un 
mécanisme indispensable pour la régulation de l’inflammation au niveau de la barrière 
intestinale en contact avec la flore commensale, comme le suggéraient déjà les études sur les 
polymorphismes des protéines NOD dans la maladie de Crohn219,220,535.  

Cependant, l’autophagie en participant à la boucle d’amplification de la réponse 
PAMP/TLR pourrait conduire à une réponse inflammatoire exacerbée et à l’apparition de 
maladies auto-immunes. Ainsi la SLE (systemic lupus erythematosus) est caractérisée par 
l’apparition d’auto-anticorps dirigés contre l’ADN des patients. Dans les hpDC, la LAP serait 
impliquée dans le trafic de complexes immuns anticorps/ADN (Ci-ADN) vers des 
compartiments positifs pour TLR9, induisant une forte production d’IFNα par ces cellules555. 
De même dans les LB, l’activation du BCR (B-cell receptor) après fixation des complexes 
Ci-ADN permet leur internalisation dans des compartiments endosomaux. L’autophagie 
induit alors la fusion de ces compartiments avec des endosomes riches en TLR9, et conduit à 
la potentialisation de la réponse B556.  

1.2.2. Rôle de l’autophagie dans l’inhibition de l’inflammation 

1.2.2.1. Inhibition des voies RLR par l’autophagie 

A l’opposé du rôle de l’autophagie sur l’activation des voies TLR, plusieurs études 
montrent que la voie RLR est inhibée par l’induction de l’autophagie557–559. L’activation de 
l’autophagie après une infection VSV des cellules VERO inhibe l’activation de RIG-1 afin 
d’empêcher une réponse inflammatoire antivirale disproportionnée558. Au niveau moléculaire, 
le complexe Atg5-Atg12 interagit avec le domaine CARD de RIG-I et IPS-1 (cf. partie I -B -
1.1 – RLR) pour inhiber la signalisation RLR après infection VSV557,560. De même, la 
protéine RUBICON inhibe la signalisation RLR et Dectin1 (après infection par différents 
virus ou fungi) en interagissant avec la protéine CARD9 impliquée dans la voie de 
transduction du signal559.  
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Enfin, il semblerait que l’autophagie exerce un rétrocontrôle négatif sur l’activation de 
la réponse IFN de type 1 induite par STING561. En effet, l’activation de STING après 
l’infection par un virus ADNds requiert sa relocalisation du RE vers des structures ponctuées 
positives pour la kinase TBK1562. Cependant, une partie des protéines STING relocalise avec 
les protéines LC3 et Atg9. La perte de mAtg9 augmente fortement l’interaction entre STING 
et TBK1, provoquant une activation aberrante de la production d’IFN de type 1561. 
En conclusion, l’autophagie semble importante dans la régulation de la réponse 
inflammatoire antivirale. Certains virus induisent l’autophagie pour augmenter leur 
réplication (cf. partie I -C -3.2) et pourraient donc inhiber ainsi la réponse inflammatoire. 

1.2.2.2. Régulation de l’inflammasome par l’autophagie. 

L’IL1β est une cytokine inflammatoire produite par les macrophages, les monocytes et 
les DC activés. Elle est impliquée entre autres dans l’induction de la fièvre, la transmigration 
leucocytaire et la prolifération cellulaire. Son action est donc très contrôlée (sa synthèse, son 
activation et sa sécrétion). Elle peut induire l’autophagie (cf. partie I -C -1.1.2.4) qui en retour 
exerce un rétrocontrôle négatif sur son activation, via différents mécanismes (cf. Figure 17). 

Tout d’abord, l’autophagie inhibe la maturation des pro-cytokines d’IL1β/IL18 en 
cytokines effectrices. Cette étape de maturation est permise par l’inflammasome, un complexe 
cytoplasmique activé en réponse à l’activation des voies PRR. Ce complexe permet 
l’activation de la caspase 1, qui clive les formes pro-IL1β et pro-IL18 en formes actives. Le 
rôle de l’autophagie dans le contrôle de l’inflammasome a été suggéré au départ par l’étude de 
souris KO pour Atg16L utilisées comme modèle de la maladie de Crohn. Les macrophages de 
ces souris produisaient des quantités exacerbées d’IL1β et d’IL18 en réponse au LPS563. 
D’autres études ont ensuite confirmé le rôle de l’autophagie dans l’inhibition de 
l’inflammasome564–566. Dans les macrophages humains564, l’activation de l’inflammasome 
avec des drogues ou des ligands PRR induit l’autophagie de façon indépendante des caspases 
mais probablement dépendante d’un senseur NLR de l’inflammasome comme NLRP3. Si 
l’autophagie est bloquée ou activée dans ces cellules, l’activité de l’inflammasome est 
respectivement augmentée ou inhibée. En fait, p62 fixerait la caspase 1 ubiquitinée pour 
induire sa dégradation dans les autophagosomes564. Son activité est donc inhibée et la 
production des formes actives d’IL1β et d’IL18 diminuée. De plus, la pro-IL1β est en elle-
même dégradée par autophagie, ce qui contribue à la diminution de la production de sa forme 
active567. 

L’autophagie peut inhiber indirectement l’inflammasome par un autre mécanisme. 
Dans des lignées macrophagiques humaines où l’autophagie est inhibée 566, les mitochondries 
s’accumulent et génèrent des ROS qui activent l’inflammasome. Ces résultats ont été 
confirmés in-vivo 565 : l’inhibition des voies NLR diminue la mitophagie, induit 
l’augmentation des ROS, l’activation subséquente de l’inflammasome et de la production 
d’IL18.  
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De façon intéressante, l’autophagie favorise la sécrétion « non-conventionnelle » 
d’IL1β, ce qui est contradiction apparente avec le rôle de l’autophagie dans l’inhibition de sa 
production568. Une explication possible serait que la formation d’autophagosomes contenant 
la pro-IL1β soit un prérequis pour son clivage et sa sécrétion sous forme active. L’autophagie 
pourrait alors conduire la cytokine vers une voie d’exocytose ou conduire à sa dégradation par 
la voie lysosomale. Une forte inflammation (ou activation PRR) induirait la voie de 
dégradation par autophagie de l’IL1β comme boucle de rétrocontrôle négatif tandis qu’une 
inflammation/activation PRR faible induirait plutôt la voie sécrétrice, et l’autophagie jouerait 
alors un rôle potentialisateur de l’inflammation. 

Notes : L’autophagie régule négativement la production d’autres cytokines impliquées 
dans l’inflammation. Dans des souris infectées Mycobacterium et Knock-In pour Atg5 dans 
les cellules hématopoïétiques, la réponse inflammatoire est disproportionnée avec une 
production élevée d’IL1α, d’IL12, d’IL17, et de CXCL1569. De plus, dans des macrophages et 
DC humains et murins activés avec des ligands TLR, l’inhibition de l’autophagie par des 
drogues ou des siRNA augmente également la production d’IL1α/β et d’IL23 qui, à leur tour, 
augmentent la sécrétion d’IL17, d’IL22 et d’IFNγ par les Tγδ570. Des dérégulations de 
l’autophagie sont donc associées à des dérégulations importantes de la réponse inflammatoire. 

 
 

 

 En conclusion, l’autophagie est un mécanisme important dans l’établissement d’une 
réponse immune innée contrôlée. Elle est induite par divers PRR et permet la dégradation 
directe des pathogènes par xénophagie via les SLR. En retour, elle régule positivement ou 
négativement les voies PRR, conduisant à une meilleure reconnaissance du pathogène et 
empêchant les réponses inflammatoires disproportionnées. De fait, des dérégulations dans 

Figure 17 – Interactions autophagie et infllammasome : 
contrôle de l’inflammation 

Adapté de Ji Eun Oh et coll. , Immune Netw. , 2013 
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l’induction de l’autophagie semblent en partie responsables de l’apparition de maladies 
auto-immunes et inflammatoires chroniques 571. 

2. ROLE DE L’AUTOPHAGIE DANS L’IMMUNITE ADAPTATIVE : 
PRESENTATION DES ANTIGENES 

La dégradation de pathogènes par xénophagie pose la question du devenir des produits 
issus de cette dégradation. Des peptides antigéniques sont susceptibles d’être générés et 
envoyés dans des compartiments riches en molécules du CMH-II et/ou CMH-I pour être 
présentés aux lymphocytes T CD4 et T CD8 (Cf. Figure 18). L’autophagie interviendrait donc 
dans l’élaboration des réponses immunitaires adaptatives. 

2.1. Autophagie et présentation des antigènes par les CMH-II  

2.1.1. Connexions moléculaires entre l’autophagie et les voies de présentation 
CMH-II 

Dans les APC, les autophagosomes fusionnent fréquemment avec les compartiments 
MIIC410. Les vésicules ainsi fusionnées ont une structure proche des MVB et expriment à 
leurs membranes des molécules du CMH-II, HLA-DM et des marqueurs lysosomaux 
(LAMP). Un antigène du virus de la grippe (MP, protéine de la matrice) fusionné à la protéine 
LC3 est dirigé dans les autophagosomes et conduit à l’activation des LT CD4 spécifiques410. 
Ces données suggèrent un rôle de l’autophagie dans l’apprêtement sur les molécules du 
CMH-II des antigènes capturés. Par ailleurs, des autophagosomes non conventionnels peuvent 
se former à partir des compartiments MIIC après activation de la voie TLR4 dans les DC572. 
Leur double membrane contient des marqueurs classiques de l’autophagie et de la machinerie 
de présentation par les molécules du CMH-II572. Ces autophagosomes peuvent séquestrer des 
agrégats protéiques (DALIS)572 mais leur rôle dans la présentation des antigènes n’a pas été 
évalué. 

De façon intéressante, des protéines de la machinerie autophagique sont impliquées 
dans la stabilisation des phagosomes contenant des pathogènes pour faciliter l’apprêtement 
d’antigènes exogènes sur les molécules du CMH-II573 (Cf. Figure 18). 

2.1.2. Autophagie et présentation des antigènes endogènes par les CMH-II 

 En absence d’infection, l’autophagie participe à l’apprêtement des antigènes du soi 
intracellulaires sur les molécules du CMH-II (Cf. Figure 18). 

2.1.2.1. Évidences biochimiques  

Des expériences d’élution peptidiques montrent que le répertoire des peptides du soi 
présentés par les molécules du CMH-II (cf. partie I -B -2.3.2) est modifié après une carence 
nutritionnelle corrélée avec l’induction de l’autophagie574. Le nombre de peptides générés par 
l’apprêtement de certains antigènes cytosoliques et nucléaires augmente drastiquement (d’en 
moyenne 50%)574. Parmi eux, on retrouve des peptides issus des protéines LC3, GABARAP 
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et Hsp70 574,575 : ces données confirment que ces protéines ont accès à des compartiments 
vésiculaires riches en molécules de CHM-II410,572. 

2.1.2.2. Évidences in vivo dans la sélection thymique 

L’éducation thymique des lymphocytes T est un prérequis indispensable pour la 
suppression des LT auto-réactifs. Les lymphocytes, qui reconnaissent des peptides issus de 
protéines du soi présentées par les cellules épithéliales thymiques (TEC), entrent en apoptose.  

L’autophagie est importante dans le processus de sélection thymique des LT CD4 
mais pas des LT CD8576–578. Dans des modèles murins où la machinerie autophagique dans le 
thymus est défectueuse, la déplétion des LT CD4 auto-réactifs est fortement perturbée576. Des 
infiltrations de lymphocytes auto-réactifs sont observées dans divers tissus, induisant 
l’apparition de coliques auto-immunes. Ces effets sont dûs à une mauvaise présentation des 
antigènes cytoplasmiques par les TEC déficientes pour l’autophagie576. De fait, LC3 
colocalise dans les TEC avec les compartiments CMH-II 577. L’expression dans ces cellules 
d’un antigène modèle fusionné à la protéine LC3 (dirigé dans les autophagosomes) conduit à 
la déplétion efficace des lymphocytes T spécifiques de cet antigène, et bloquer son 
acheminement dans les autophagosomes empêche cette sélection négative578. 

 
L’autophagie participe également à l’apprêtement d’antigènes de tumeurs et 

d’antigènes modèles sur les molécules du CMH-II. 

2.1.2.3. Antigènes de tumeurs 

 Après transfection de l’antigène tumorale MUC1 dans des hMDDC, le blocage de 
l’autophagie par des drogues inhibe l’activation des LT CD4 spécifiques de cette protéine579. 
Dans ce modèle in vitro, l’autophagie semble pouvoir jouer un rôle dans la présentation des 
antigènes endogènes de tumeurs. 

2.1.2.4. Antigènes modèles 

 Des lymphocytes B et des cellules de lignées tumorales exprimant la protéine de 
résistance à la Néomycine (NeoR) sont capables d’activer des clones T CD4 spécifiques de 
cette protéine, de façon indépendante des voies de présentation exogène et de la machinerie 
du protéasome mais dépendante de la voie endo/lysosomale580. L’inhibition de l’autophagie 
avec le 3-MA empêche la dégradation de la protéine et diminuerait son apprêtement sur les 
molécules du CMH-II, mesuré par l’activation des clones580. Par ailleurs, forcer l’agrégation 
de l’ovalbumine (OVA) dans des cellules de mélanomes murines induit son internalisation 
dans les autophagosomes, potentialisant in vivo la réponse T CD4 spécifique de cet 
antigène581. De plus, activer (via une carence) ou inhiber (via des drogues ou des siRNA) 
l’autophagie dans les DC murines augmente ou diminue respectivement la présentation des 
antigènes issus de la protéine HEL (Hen Eggs Lysozyme) aux LT CD4582. Cet antigène 
modèle se retrouve alors citrulliné (déamination d’une arginine) lorsqu’il est apprêté par la 
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voie autophagique582 : l’autophagie pourrait donc jouer un rôle dans l’apparition de certaines 
maladies auto-immunes ou la réponse anticorps est dirigée contre des antigènes du soi 
citrullinés (la polyarthrite rhumatoïde). 

2.1.2.5. Antigènes de pathogènes intracellulaires 

 L’autophagie, en dégradant des antigènes viraux et bactériens intracellulaires, 
conduit à leur apprêtement et leur chargement sur les molécules du CMH-II.  

 Antigènes viraux 
Dans des lignées B infectées par l’EBV (Epstein Bar Virus), l’antigène EBNA1 

s’accumule dans les autophagosomes583. En bloquant l’autophagie avec des siRNA ou des 
drogues, l’activation de clones T CD4 spécifiques d’épitopes d’EBNA1 est diminuée. Ainsi, 
un antigène nucléaire viral peut être apprêté sur les molécules du CMH-II via la machinerie 
autophagique583. Cependant, d’autres épitopes d’EBNA1 sont présentés par les molécules du 
CMH-II de façon indépendante de l’autophagie584. En effet, la localisation nucléaire 
d’EBNA1 restreint la réponse T CD4 dépendante de l’autophagie à certains épitopes : lorsque 
la protéine virale est envoyée dans le cytoplasme en bloquant son accès dans le noyau par 
mutation de son domaine de relocalisation nucléaire, les différents épitopes d’EBNA1 sont 
alors chargés efficacement sur les molécules du CMH-II via la voie autophagique 584.  

A contrario, dans certains modèles infectieux, l’autophagie ne joue pas de rôle dans la 
présentation endogène par les molécules du CMH-II. Dans un modèle d’infection de souris 
par le virus de la grippe, l’inhibition de l’autophagie par des siRNA dans les APC murines n’a 
pas d’impact in vitro sur l’activation des T CD4 spécifiques d’épitopes de la matrice virale414. 
L’apprêtement de l’antigène semble être partiellement dépendant du protéasome. Une 
explication serait que le virus de la grippe inhibe la maturation des autophagosomes dans les 
cellules infectées585. Ainsi, l’impact de l’autophagie sur l’activation de la réponse T CD4 
antivirale varie en fonction du contexte infectieux et des éventuels mécanismes 
d’échappement développés par les virus (cf. partie I -C -3). 

 Antigènes bactériens 
De nombreuses bactéries phagocytées secrètent des facteurs de virulence à travers la 

membrane du phagophore vers le cytosol. De tels facteurs sont souvent importants pour la 
survie de la bactérie dans sa vacuole de phagocytose et son échappement à la dégradation 
lysosomale, mais ils fournissent également une source d’antigènes apprêtés sur les molécules 
du CMH-II via l’autophagie. Par exemple, la bactérie Yersinia inhibe les voies de présentation 
CMH-II exogène « classiques », mais des macrophages infectés restent capables de stimuler 
des LT CD4 spécifiques du facteur de virulence YopE, libéré dans le cytosol 586. La 
présentation par les molécules du CMH-II d’épitopes de YopE est inhibée par des drogues 
bloquant l’autophagie et la dégradation lysosomale. 

 L’infection BCG conduit également au chargement de l’antigène Ag85B du bacille 
sur les molécules du CMH-II des DC et macrophages murins. En induisant l’autophagie dans 
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ces cellules avec la rapamycine, le bacille colocalise dans les autophagosomes/lysosomes et 
les DC infectées in vitro ont une meilleure capacité pour activer la réponse T CD4587.  

L’autophagie joue également un rôle dans la dégradation de bactéries comme 
Salmonella qui échappent à la dégradation par phagocytose et rentrent dans le cytosol. De 
façon remarquable, la présentation par les molécules du CMH-II d’antigènes de Salmonella 
est dépendante de l’autophagie induite par NOD (cf. partie I -C -1.1.2.2): des hmDC infectées 
exprimant les variants NOD2 et Atg16L impliqués dans la maladie de Crohn ne sont pas 
capables d’induire la prolifération des T CD4 219. Une étude de cohorte chez des enfants 
susceptibles pour la maladie de Crohn confirme ces résultats, montrant que les hmDC 
dérivées de monocytes chez ces patients sont inaptes à présenter divers antigènes modèles aux 
LT CD4 spécifiques588. 

2.1.3. Autophagie et présentation des antigènes exogènes par les CMH-II  

2.1.3.1. Rôle de l’autophagie 

 La contribution de l’autophagie au chargement des molécules du CMH-II n’est pas 
restreinte aux protéines endogènes mais s’étend également à la présentation exogène 
« classique » (Cf. Figure 18).  
 L’autophagie jouerait un rôle dans la présentation exogène d’antigènes des virus 
HSV-1 et HSV-2 par les molécules du CMH-II. La réponse T CD4 spécifique pour HSV-1 est 
diminuée de plus de moitié chez des souris infectées déficientes pour Atg5 dans la lignée 
hématopoïétique, 589 et ces mêmes souris meurent rapidement suite à une infection HSV-2. 
Alors que les capacités de migration, de maturation et de capture de l’antigène par les DC de 
ces souris restent intactes, leur capacité à présenter par les molécules du CMH-II des 
antigènes modèles phagocytés pour l’activation des lymphocytes T CD4 est diminuée in 
vitro589. La fusion phagosomes/lysosomes semble affectée dans ces DC. L’hypothèse serait 
que les autophagosomes participent à l’apprêtement des antigènes phagocytés en induisant la 
maturation des phagosomes et la dégradation de l’antigène (ou du pathogène).  
 L’autophagie serait également impliquée dans la présentation des antigènes exogènes 
du VIH par les CMH-II dans les DC en absence de réplication virale (cf. partie I -E -5.2.3). 

2.1.3.2. Rôle de la LAP 

La LAP activée par la voie de signalisation TLR2 pourrait être impliquée dans 
l’apprêtement et la présentation exogène d’antigènes fongiques de Candida Albicans573. Les 
phagosomes contenant le pathogène sont stabilisés suite au recrutement (indépendant de 
Beclin1 et p62) du LC3 sur leurs membranes, permettant ainsi une présentation antigénique 
prolongée573. De plus, la fixation par le récepteur de phagocytose Dectin 1 de sucres 
β-Glucanes présents sur la membrane de certains parasites comme Saccharomyces Cerevisiae 
ou Candida Albicans (tués par la chaleur) induit la LAP et conduit à une meilleure 
présentation exogène CMH-II d’antigènes issus de ces pathogènes590. 



COULON Pierre-Grégoire – Thèse de doctorat – Année 2014 

 55 

2.2. Autophagie et présentation des antigènes par les CMH-I  

2.2.1. Autophagie et présentation des antigènes endogènes par les CMH-I 

Le rôle de l’autophagie et de la LAP dans la présentation des antigènes sur les 
molécules du CMH-I est bien moins décrit. Les études du rôle de la machinerie autophagique 
pour la présentation antigénique par les TEC du thymus ne montrent pas d’effet sur la 
sélection et le répertoire des LT CD8576,578. De même, dans des souris déficientes pour Atg5, 
l’activation des LT CD8 n’est pas modifiée589 et le ciblage spécifique d’antigènes dans les 
autophagosomes ne conduit pas, in vitro, à une augmentation de la présentation par les 
molécules du CMH-I410. 

Cependant, certains DRiPs (cf. partie I -B -2.2.1.2) sont substrat à la fois du système 
UPS et de l’autophagie591. Inhiber l’autophagie dans les DC favorise la dégradation des 
DRiPs par le protéasome, ce qui semble favoriser le chargement des molécules du CMH-I591. 
Ces résultats suggèrent que l’autophagie, en entrant en compétition avec le système UPS, 
inhiberait la présentation par les molécules de CMH-I. 

Dans divers contextes infectieux, l’autophagie contribuerait à la capture et/ou à 
l’apprêtement d’antigènes bactériens 592 et viraux 581,593,594 sur les molécules de CMH-I, mais 
les mécanismes restent encore très mal compris. Dans les macrophages déficients pour Atg5, 
la présentation par les CMH-I d’un antigène de la capside d’HSV-1 (gB) est altérée. 
Cependant, si les autophagosomes sont impliqués dans la capture et l’apport aux lysosomes de 
gB594, l’apprêtement de cet antigène est dépendant du protéasome et de la machinerie TAP. 
Ces données suggèrent qu’un mécanisme inconnu est responsable de la retro-translocation de 
l’antigène des compartiments autophagiques vers le cytoplasme. Par ailleurs, trois antigènes 
du virus HCMV (dérivé de pUL138 et pp65) qui sont apprêtés par la voie UPS/TAP sont 
également partiellement présentés sur les molécules du CMH-I via une voie impliquant 
l’autophagie, des protéases lysosomales et le recyclage des molécules HLA593. HCMV ayant 
développé plusieurs mécanismes bloquant la présentation CMH-I classique, cette voie 
dépendante de l’autophagie pourrait aider à l’élaboration de la réponse immune. 

2.2.2. Autophagie et présentation croisée par les CMH-I 

Le rôle de l’autophagie sur la présentation croisée est sujet à controverse et dépend des 
antigènes étudiés. De plus, il faut distinguer l’impact de l’autophagie dans les cellules 
donneuses d’antigènes (cellules mortes ou cellules tumorales), de son impact dans les DC et 
les APC qui les capturent (Cf. Figure 18).  

2.2.2.1. Autophagie dans les APC qui capturent les antigènes 

 Après capture par des DC murines d’ovalbumine soluble ou présente dans des corps 
apoptotiques, la réponse T CD8 spécifique de l’ovalbumine n’est pas altérée dans des souris 
déficientes pour Atg5589.Par ailleurs, un traitement au 3-MA n’a pas d’effet sur la présentation 
croisée d’antigènes du VIH aux clones T CD8+ spécifiques512. 
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Dans d’autres modèles, l’autophagie dans les APC pourrait jouer un rôle dans la 
présentation croisée. Ainsi la présentation exogène CMH-I de la protéine F de la membrane 
du virus RSV est dépendante de l’autophagie et de la voie lysosomale mais indépendante de 
la machinerie TAP595. Une autre étude suggère que l’autophagie est impliquée dans la 
présentation croisée d’antigènes bactériens de Chlamydia, bien que les voies 
TAP/protéasomes soient également nécessaires et que l’inhibition de l’autophagie ne soit 
effectuée qu’à l’aide de drogues592. Des études complémentaires seront nécessaires pour 
comprendre l’impact de l’autophagie dans les APC pour la présentation croisée.  

2.2.2.2. Autophagie dans les cellules donneuses d’antigènes 

Dans les cellules tumorales 596–598 ou apoptotiques599, l’autophagie serait importante 
pour une présentation croisée efficace par les DC qui les capturent. Ainsi, certains antigènes 
tumoraux ne sont efficacement cross-présentés par les DC infiltrées dans la tumeur que si les 
cellules tumorales donneuses sont compétentes pour l’autophagie596–598. Le flux autophagique 
dans les cellules donneuses pourrait être important pour générer des antigènes qui, une fois 
capturés, seraient facilement cross-présentés. 

 

 

2.3. Autophagie et vaccin 
L’autophagie est actuellement considérée comme un mécanisme augmentant 

l’immunogénicité des vaccins. En effet, l’efficacité vaccinale du BCG chez la souris est 
augmentée in vivo après un traitement rapamycine induisant l’autophagie587 : la charge 
bactérienne suite à l’infection par Mycobacterium est diminuée587. Dans le contexte de la 
vaccination contre le virus de la fièvre jaune, l’induction de l’autophagie dans les DC 

Figure 18 – Autophagie et présentation des antigènes 
Adapté de Christian Munz, Front. Immunol. , 2011  
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humaines et murines via GCN2, un senseur des carences en acides aminés, est nécessaire pour 
l’élaboration de réponses cellulaires T (CD4 et CD8) protectrices 600. 

En outre, fusionner des protéines antigéniques (Gag du virus de l’immunodéficience 
simienne –VIS 601, ou MP du virus de la grippe410) avec la protéine LC3, pour forcer leur 
acheminement dans les autophagosomes, augmente les réponses lymphocytaires T spécifiques 
de ces antigènes in vitro et in vivo. Des études supplémentaires seront nécessaires et 
pourraient conduire au développement de stratégies vaccinales innovantes. 

 
En conclusion, lorsque l’autophagie est induite suite à l’infection par un pathogène 

via l’activation de voies métaboliques ou la reconnaissance par des PRR, elle semble 
participer à l’établissement de la réponse immune adaptative en favorisant le chargement sur 
les molécules du CMH-I et CMH-II de peptides issus des pathogènes/antigènes dégradés. 
Ainsi, dans certains contextes infectieux, l’autophagie peut jouer un rôle dans l’élaboration 
des réponses lymphocytaires T CD4 et CD8. Induire l’autophagie ou forcer l’acheminement 
des pathogènes et des antigènes dans les autophagosomes potentialiserait les réponses 
lymphocytaires T et pourrait constituer une stratégie efficace pour augmenter 
l’immunogénicité des vaccins (cf. partie I -E -5.2.3.2). 

2.4. Rôle de la CMA dans la présentation des antigènes 
Dans une lignée de cellules humaines B lymphoblastiques (B-LCL) exprimant un 

antigène cytosolique modèle (GAD pour glutamate decarboxylase), des peptides issus de la 
dégradation de la protéine sont acheminés et chargés sur les molécules du CMH-II de façon 
dépendante de LAMP-2A602. En surexprimant LAMP-2A ou HSC70 dans ces cellules, le 
chargement sur les molécules du CMH-II d’un épitope du GAD cytosolique est augmenté. Par 
ailleurs, l’activation des LT CD4 spécifiques de l’épitope est potentialisée. A contrario, la 
présentation par les CMH-II de GAD extracellulaire n’est pas modifiée. Seul LAMP-2A est 
impliqué dans ce processus : la surexpression de LAMP-2B n’a aucun effet sur l’activation 
des LT CD4 spécifiques. 

Des patients atteints par la maladie de Danon ont un déficit cellulaire pour les 
protéines LAMP-2. Dans des B-LCL issus de ces patients, la présentation antigénique de 
divers antigènes exogènes ajoutés dans le milieu de culture est altérée (mesurée par 
l’activation de LT CD4 spécifiques)603. Ainsi, la CMA pourrait également jouer un rôle dans 
la présentation des antigènes exogènes sur les molécules du CMH-II. Cependant, le rôle 
spécifique de LAMP-2A n’a pas été évalué dans cette étude. De plus, l’acidification du milieu 
de culture restaure les capacités de présentations des B-LCL déficientes pour LAMP-2, ce qui 
suggère un rôle de ces protéines dans l’acidification lysosomale nécessaire à l’apprêtement 
des antigènes sur les molécules du CMH-II. 

Dans des BMDC et des lignées macrophagiques murines en phase de maturation, les 
protéines chaperonnes HSC/HSP70 reconnaissent et fixent les DRIPs nouvellement formés 
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pour permettre la formation de DALIS après ubiquitination604. Dans les étapes tardives de 
maturation, les DALIS accumulés sont envoyés vers le protéasome ou vers les 
autophagosomes par un mécanisme dépendant des protéines chaperonnes BAG1 et BAG3 
respectivement, qui coopèrent avec la protéine p62. Ainsi HSC/HSP70 peut réguler la 
présentation des antigènes sur les molécules du CMH-I via la voie autophagique604. Le rôle de 
la CMA dans cette étude n’est pas évalué, mais l’implication des protéines HSC/HSP70 
suggère que cette forme d’autophagie sélective pourrait, elle aussi, jouer un rôle dans la 
présentation des antigènes issus de la dégradation des DALIS par les molécules du CMH-I. 

3. MANIPULATION DE L’AUTOPHAGIE PAR LES VIRUS 
Au cours de la co-évolution avec leurs hôtes, de nombreux pathogènes ont développé 

des mécanismes de défense et d’échappement au processus d’autophagie pour éviter d’induire 
l’inflammation et de déclencher la réponse adaptative spécifique. Malgré un génome restreint 
en taille, les virus sont capables de s’adapter rapidement et ont développé plusieurs stratégies: 
certains déjouent leur adressage dans les autophagosomes ou inhibent très tôt l’induction de 
l’autophagie, d’autres bloquent la maturation des autophagosomes au autophagolysosomes. 
Par ailleurs, des virus peuvent détourner les composants de la machinerie autophagique afin 
de l’exploiter pour leur propre réplication. Chaque stratégie d’échappement sera décrite à 
partir d’un exemple. 

Les virus ADN semblent principalement déréguler la formation des autophagosomes 
tandis que de nombreux virus ARN bloquent l’autophagie dans ses étapes tardives de 
maturation.  

3.1. Des virus ADN inhibent l’induction de l’autophagie 
Les virus ADN de la famille des herpès (ADNds) codent pour diverses protéines 

inhibant l’initiation de l’autophagie, afin d’éviter leur dégradation dans les autophagosomes. 
Parmi les herpès virus de type α, HSV-1 exprime la protéine de phase précoce de l’infection 
ICP34.5. Cette protéine inhibe l’autophagie en interférant avec la voie de signalisation de la 
kinase PKR (PKR, dsRNA-dependent protein kinase). PKR est un senseur de l’immunité 
innée interagissant avec l’ADNds : elle phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction 
eIF2α pour bloquer la traduction605 et activer l’autophagie606. ICP34.5 recrute la PP1α 
(protein phosphatase 1 alpha) qui déphosphoryle eIF2α conduisant à l’inhibition de 
l’autophagie et l’activation de la traduction517,606. Par ailleurs, ICP34.5 peut fixer la protéine 
Beclin 1 pour inhiber l’autophagie dans les cellules infectées607. L’infection de cellules 
neuronales avec un virus délété de la protéine ICP34.5 conduit à un défaut de la croissance 
virale et à l’augmentation du nombre de virions dans les autophagosomes517,606. Durant les 
phases tardives de l’infection, HSV-1 code pour la protéine Us11 qui se lie à la PKR pour 
inhiber l’induction de l’autophagie via la voie PKR/eIF2α608. 
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Parmi les herpès virus de type β, HCMV inhibe l’autophagie609 via l’expression de la 
protéine TRS1 qui se fixe sur Beclin 1610. 

Parmi les herpès virus de type γ, le virus du sarcome de Kaposi (KSHV) code pour 
deux protéines qui inhibent la formation des autophagosomes : la protéine virale vBcl-2 qui, 
tout comme son homologue cellulaire, interagit avec le domaine BH3 de Beclin 1 pour 
inhiber l’autophagie106, et la protéine v-FLIP (viral FLICE inhibitory protein) qui interagit 
avec Atg3 pour empêcher la lipidation du LC3 et sa conjugaison au phagophore611. D’autres 
virus comme l’EBV expriment également des homologues de Bcl-2612 susceptibles d’inhiber 
l’induction de l’autophagie. De façon intéressante, alors que la fixation du Bcl-2 cellulaire à 
Beclin 1 est inhibée par phosphorylation lors d’une carence, la protéine vBcl-2 ne l’est pas130, 
permettant l’inhibition de l’autophagie indépendamment des mécanismes de régulation 
physiologique. 

Le virus HBV (ADNds circulaire) n’inhibe pas l’autophagie dans les cellules infectées 
mais l’utiliserait pour augmenter sa réplication et permettre l’acquisition de son enveloppe 
virale via l’interaction de la protéine d’enveloppe virale avec LC3 613,614.  

3.2. Des virus ARN bloquent la maturation des autophagosomes et 
induisent l’autophagie pour augmenter leur réplication 

La fusion des autophagosomes avec les lysosomes est inhibée suite à l’infection par 
certains virus ARN. L’infection par le virus de la grippe entraîne l’accumulation des 
autophagosomes dans de nombreux types cellulaires. Cette accumulation est médiée par la 
protéine de la matrice M2 qui inhibe la formation des autolysosomes mais le mécanisme exact 
n’est pas connu585. Ce mécanisme ne semble pas primordial pour la réplication virale dans les 
cellules épithéliales pulmonaires humaines mais serait impliqué dans l’induction de la mort 
cellulaire des cellules infectées585. 

De nombreux virus ARN sont capables d’augmenter leur réplication en induisant les 
phases précoces d’initiation de l’autophagie et/ou en inhibant les phases dégradatives.  

C’est le cas du virus HCV qui induit les étapes précoces de l’autophagie (via 
l’activation de la réponse UPR) pour initier la réplication dans les cellules infectées mais 
inhibe ensuite la maturation des autophagosomes615,616. Les protéines du virus ne colocalisent 
pas avec les autophagosomes, ce qui laisse penser que le virus peut échapper à sa 
séquestration par autophagie616,617. Dans les macrophages, le VIH utilise la machinerie 
autophagique pour sa propre réplication par un mécanisme encore mal compris et bloque sa 
dégradation par les autophagosomes en inhibant leur maturation (cf. partie I -E -4.2). 

D’autres familles de virus ARN vont induire la formation de structures 
« autophagosome-like » qui servent de plate-forme pour la réplication618. C’est le cas des 
picornavirus (ARNds) comme le poliovirus : les protéines 2BC et 3A exprimées dans les 
cellules infectées induisent la formation de doubles membranes. Elles colocalisent avec des 
marqueurs des autophagosomes et des lysosomes et 2BC favorise alors la conversion du LC3 
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de sa forme I vers sa forme II lipidée619,620. Ce virus utilise l’autophagie pour répliquer son 
génome et augmenter la libération de nouveaux virions par les cellules infectées619. Il a 
également été montré que la protéine NSP4 du rotavirus (ARNss) colocalise avec LC3 dans 
des sites de réplication de l’ARN viral621. 

Le virus de la rougeole (MeV, ARNss) interfère avec l’autophagie de façon multiple. 
L’engagement du récepteur CD46 utilisé par le virus vaccinal atténué induit l’autophagie par 
un mécanisme impliquant GOPC, une protéine d’échafaudage qui connecte CD46 au 
complexe d’initiation PI3K de type III / Beclin 1622. CD46 est responsable de la première 
vague d’induction de l’autophagie, qui s’opère rapidement après l’infection, de façon 
transitoire623. Une deuxième vague d’induction de l’autophagie est observable après 9h 
d’infection : l’autophagie est alors induite par la protéine MeV-C puis maintenue par la 
formation de syncitia entre les cellules infectées623. MeV-C, en interagissant avec la protéine 
IRGM (comme de nombreux autres virus – cf. partie I -C -1.1.2.4), est nécessaire et suffisante 
pour induire l’autophagie542. Cette induction est importante pour maximiser la réplication 
virale, bien que le mécanisme exact ne soit pas connu. D’autre part, l’induction de 
l’autophagie via la formation de syncitia retarde la mort des cellules infectées pour optimiser 
la réplication du virus623.  

 

En conclusion, échapper à l’autophagie ou détourner son mécanisme semble être une 
étape indispensable à la réplication de nombreux virus. Ceux-ci ciblent de nombreuses voies 
d’induction et de maturation des autophagosomes, en particulier la protéine Beclin 1, 
régulateur central de l’autophagie dans la cellule. L’importance de l’échappement à 
l’autophagie est illustrée par le fait que des virus déficients pour leur mécanisme 
d’échappement sont beaucoup moins virulents.  
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D - LE VIRUS DE L’IMMUNODEFICIENCE HUMAINE (VIH) : 
INFECTION ET IMMUNITE 

1. LE VIH : GENERALITES  

1.1. Découverte et Epidémiologie 
Le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) est un rétrovirus de la sous-famille 

des lentivirus, responsable du Syndrome de l’Immunodéficience Acquise, ou SIDA. Il est 
transmis par des fluides corporels comme le sang, le sperme, les sécrétions vaginales ou le lait 
maternel. Le VIH et le Virus de l’Immunodéficience Simien (VIS) sont phylogénétiquement 
très proches et l’on suppose que l’apparition du VIH chez l’homme provient de l’adaptation 
du VIS par zoonose dans des populations d’Afrique centrale. L’épidémie est décelée au début 
des années 80, principalement chez les populations homosexuelles aux États-Unis. En 1983, 
le virus est isolé pour la première fois en France à l’institut Pasteur624 par Françoise 
Barré-Sinoussi et coll. puis aux Etats-Unis par Robert Gallo. La mise en culture avec des LT 
CD4 confirme les observations chez les patients de l’infection préférentielle de ces cellules, 
qui rentrent alors très vite en apoptose. Deux types de virus sont identifiés dès 1986 : le 
VIH-1 (étudié ici et dénommé « VIH ») responsable de la pandémie, et le VIH-2 moins 
infectieux, retrouvé principalement en Afrique de l’Ouest. Le VIH possède une variabilité 
génétique extrême du fait d’une multiplication rapide associée à un taux de mutation élevé. Il 
existe donc, au sein de chaque type, des groupes de multiples sous-types soulignant la 
diversité du virus. 

Depuis le début de la pandémie, le VIH a fait plus de 36 millions de morts selon 
l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), et reste donc un problème majeur de santé 
publique. En 2012, plus de 35 millions de personnes vivent avec le VIH (cf. Figure 19) avec 
plus d’un adulte sur 20 en Afrique Subsaharienne, la région la plus touchée. S’il n’existe pas 
de moyen de guérir de cette infection, les traitements à base de médicaments antirétroviraux 
bloquant des étapes du cycle viral peuvent juguler le virus et permettent l’allongement 
significatif de l’espérance de vie des patients, mais leur accès dans les pays en voie de 
développement reste limité. Ainsi, l’OMS recense 1,6 million de décès dans l’année 2012 dus 
au VIH, avec 2,3 millions de nouvelles infections (6300 nouvelles infections chaque jour dans 
le monde, dont 95% dans les pays en voie de développement). 

Les efforts de prévention et la généralisation des traitements antirétroviraux de ces 
dernières années, principalement dans les pays riches occidentaux, ont contribué à la 
diminution du nombre de nouvelles infections. On observe ainsi un recul de l’épidémie 
mondiale : le nombre de nouvelles infections a diminué de 33% par rapport en 2001 et le 
nombre de décès de 30% depuis le pic en 2005. Néanmoins, le nombre d’infections reste 
supérieur à celui des décès, et dans certaines populations et certains pays, il a été observé une 
recrudescence de l’infection ces dernières années (sources OMS).  
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1.2. Physiopathologie  
L’évolution de l’infection par le VIH est complexe (cf. Figure 20). Elle comprend une 

phase de primo-infection aiguë qui dure de trois à six semaines, et se traduit généralement 
au niveau clinique par un symptôme mononucléosique bénin. Lors de cette phase, le virus se 
réplique activement et on en retrouve en grande quantité dans le sang. Elle est suivie d’une 
incubation prolongée asymptomatique, après l’établissement d’une réponse immunitaire 
(humorale et cellulaire) spécifique contre le virus. Cette phase est caractérisée par l’alternance 
entre des phases de latence et de réactivation chronique du virus et peut durer plusieurs 
années suivant les individus.  

Le virus infecte principalement les LT CD4, mais plus généralement toutes les cellules 
(macrophages, DC, microglies) portant le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 ou 
CXCR4, suivant le tropisme viral. Lors de la primo-infection, le nombre de LT CD4 
s’effondre brutalement puis revient à la normale au début de la phase asymptomatique. 
Toutefois, durant cette période, on observe un déclin continu et progressif du nombre des LT 
CD4. Le virus induit en fait une dérégulation et un épuisement progressif du système 
immunitaire de l’hôte, conduisant au syndrome SIDA avec l’apparition de multiples 
infections opportunistes. L’hôte n’est alors plus capable de contrôler l’infection et une 
réplication intense a lieu. La charge virale est inversement proportionnelle à la quantité de LT 
CD4. 

La primo-infection démarre avec l’entrée du virion par les muqueuses sexuelles. Il 
peut diffuser librement ou va être capturé par les cellules immunitaires innées (DC, cellules 
de Langerhans, macrophages). Le virus usurperait les capacités migratoires de ces cellules 
pour se propager dans les ganglions625, sites de réplication accrue du VIH. Les LT CD4 
activés sont la principale cible du virus, comme le montre la déplétion massive de ces cellules 
dans les GALT626,627 (tissus lymphoïdes associés aux intestins), ce qui contribue à 

Figure 19 – Estimation du nombre d’individus vivants avec le VIH en 2012  
Sources: OMS/UNAIDS 



COULON Pierre-Grégoire – Thèse de doctorat – Année 2014 

 63 

l’inflammation générale. De plus, les LT CD4 spécifiques du virus semblent 
préférentiellement infectés628. Par ailleurs, la déplétion des T CD4 n’est pas seulement due à 
l’infection active de ces cellules629 et certaines protéines virales, notamment les protéines 
d’enveloppe et la protéine Tat, peuvent induire la mort cellulaire en l’absence d’infection630. 
Le virus conduit finalement à l’épuisement des ressources immunitaires qui ne sont plus 
renouvelées, avec un répertoire immun comparable phénotypiquement à un répertoire 
immunosénescent631. 

Dans certaines cellules (macrophages, cellules souches hématopoïétiques, LT CD4 
quiescents non activés et mémoires), le virus se réplique très faiblement et peut rester 
«dormant» pendant des années avant réactivation. Ces cellules constituent un réservoir pour le 
virus et freinent son éradication sous thérapie antivirale.  

Les virus de type R5 infectent les cellules présentant le récepteur CCR5 à leur surface, 
soit les macrophages, les DC (préférentiellement immatures) et les LT activés. Ils sont 
généralement responsables de la primo-infection et sont retrouvés de façon prédominante 
chez les patients asymptomatiques. Les virus de type X4 infectent quant à eux les cellules 
présentant CXCR4 à leur surface, soit les LT naïfs, activés et mémoires. Ils peuvent émerger 
au cours de l’évolution de la maladie et sont associés à une cytotoxicité importante des T CD4 
et une progression rapide vers la phase SIDA. 

 

 
Figure 20 – Évolution de l’infection VIH  
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1.3. La structure du virus  
Le VIH est un virus enveloppé 

sphérique de 100 à 150nm de diamètre (cf. 
Figure 21). L’enveloppe est composée 
d’une bicouche lipidique dans laquelle est 
ancrée la glycoprotéine transmembranaire 
gp41 (TM), liée de façon non covalente à 
la glycoprotéine de surface gp120 (SU). 
Les hétérodimères gp120/gp41 trimérisent 
à la surface de l’enveloppe virale. Celle-ci 
étant formée par bourgeonnement du virus 
au niveau des membranes cellulaires, on 
peut également y retrouver des protéines 
cellulaires (molécules du CMH, ICAM-
1…).  

 
L’enveloppe virale recouvre la matrice virale (MA), composée de la protéine p17 

ancrée à la bicouche lipidique par des groupements myristil. Au centre de la particule virale se 
trouve une capside en forme de trapèze constituée de la protéine p24 (CA). Au cœur de la 
capside se trouve un génome ARN diploïde : deux brins monocaténaires d’ARN reliés à leur 
extrémité 5’ par des ponts hydrogènes. Ils sont complexés à la nucléocapside (p7) et à des 
molécules d’origine cellulaire. Trois enzymes virales essentielles pour la réplication sont 
contenues dans le virion : l’ADN polymérase transcriptase inverse p66/p51 (TI), qui transcrit 
l’ARNss viral en ADNds (pro-viral), l’intégrase p32 (IN), qui permet l’intégration de l’ADN 
pro-viral retro-transcrit dans le génome de la cellule infectée, et la protéase p12 (PR), qui 
participe à l’assemblage et à la maturation des particules virales. Les virions contiennent 
également des protéines dites accessoires : Nef, Vif et Vpr. 

 Trois autres protéines accessoires additionnelles ayant des rôles durant l’infection de 
la cellule hôte, Rev, Tat et Vpu, ne sont pas retrouvées dans le virion. 

Le génome du VIH est 
composé de neuf gènes codant 
pour 15 protéines. Les trois 
principaux gènes sont gag, pol, 
env qui sont retrouvés dans 
tous les rétrovirus et codent 
pour les éléments structuraux 
du virus (cf. Figure 22). Le 
rôle des protéines accessoires 
est décrit par la suite et leurs 

Figure 21 – Structure du VIH 

Figure 22 – Organisation du génome viral 
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fonctions principales sont résumées dans le Tableau 1. 
 

Tableau 1 – Les protéines accessoires du VIH 
Protéines accessoires Fonctions principales (connues) 
Tat (Transactivator) Régulateur positif de la transcription 
Rev (Regulator of viral 
expression) 

Export des transcrit d’ARNm non épissés hors du noyau 

Vpr (Viral protéin R) Transport de l’ADN au noyau, augmente la production virale et contrôle 
l’arrêt du cycle cellulaire. 

Vpu (Viral protein U) Augmente le bourgeonnement (bloque BST-2) 
Vif (Viral infectivity) Bloque l’action désaminase d’APOBEC3G en induisant sa dégradation, 

inhibant son incorporation dans les virions et empêchant sa traduction 
Nef (Negative-regulation factor) Augmente l’infectivité et réduit l’expression du CD4, du CMH-I et du 

CMH-II 
Vpx (VIH-2/VIS seulement) Inhibe l’action de SAMHD1 et augmente ainsi la transcription inverse 

1.4. Le cycle viral  
Le cycle viral se décline en plusieurs étapes qui seront brièvement décrites dans cette 

partie. Il dure dans la cellule environ 24 heures.  
 Attachement et entrée : 

L’infection VIH débute par l’attachement du virus à la cellule cible et l’interaction 
entre la gp120 et CD4632. S’ensuit un changement de conformation de la gp120, qui peut alors 
fixer le corécepteur (CXCR4/CCR5), et expose la gp41 à la surface. La gp41 contient un 
peptide de fusion qui s’insère dans la membrane plasmique et provoque la fusion des 
membranes, conduisant au relargage dans le cytoplasme de la capside. 

 Décapsidation : 
La capside virale migre alors vers la membrane nucléaire via le réseau des 

microtubules. La décapsidation s’effectuerait en partie proche de la membrane nucléaire par 
un mécanisme complexe633 faisant intervenir des protéines de la cellule comme la 
Cyclophiline A (CypA), qui stabiliseraient la capside pour faciliter l’import nucléaire. 

 Transcription inverse* et import nucléaire : 
 La capside contient le génome simple brin (diploïde) ARN (+) complexé à la NC et 

l’ADN polymérase TI, pour former le complexe de pré-initiation de la transcription inverse 
(avec un ARNt qui sert d’amorce). La transcription inverse débute après l’entrée du virus 
dans la cellule lorsque le pool de nucléotides disponibles est suffisant634,635 (souvent dans les 
cellules activées). Cette étape est ensuite complétée près du port nucléaire dans la capside 
quasi intacte et aboutit à la transformation de l’ARNss en ADNds pro-viral. Cet ADN, associé 
à la TI, la MA, l’IN et Vpr, forme le complexe de pré-intégration, qui est capable de se 
transférer vers le noyau à travers le port nucléaire. Cette étape différencie les lentivirus des 
autres rétrovirus, par leur capacité à infecter des cellules qui ne sont pas en cours de division. 

 Intégration : 
L’ADN proviral s’intégre dans le génome cellulaire de façon plus ou moins aléatoire 

(dans des régions riches en GC, et principalement dans des gènes activées dans la cellule). 
                                                
* La TI, contrairement à l’ADN polymérase cellulaire, est caractérisée par une faible fidélité et une faible processivité, et engendre donc de 
nombreuses mutations par mésappariements des nucléotides. Ces mutations sont responsables de l’échappement rapide du virus à sa 
reconnaissance par le système immunitaire. De nombreux virus perdent leur capacité à se multiplier mais parmi les virus fonctionnel générés, 
certains échappent à la réponse immunitaire établie contre le virus d’origine. Par ailleurs, l’évolution du tropisme viral est également une 
conséquence de ces mutations. 
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Cette réaction est catalysée par l’intégrase636 qui (1) fixe les LTR du génome viral (séquences 
terminales longues répétées – cf. Figure 22– qui recombinent avec l’ADN génomique de la 
cellule hôte) et (2) clive l’ADN cellulaire. 

 Transcription et traduction : 
 Ensuite, l’ARN polymérase cellulaire II transcrit l’ADN pro-viral intégré, 

transcription très régulée par des facteurs cellulaires (les histones inhibent la transcription 
dans les cellules quiescentes, mais elle est induite par les facteurs NFkB, NFAT-1 dans les 
cellules activées) et viraux (Tat, Rev). La production des nombreuses protéines virales sur ce 
petit génome est permise à la fois par l’épissage alternatif des ARNm viraux mais aussi par le 
décalage du cadre de la traduction ribosomique (cf. Figure 22). 

L’expression des protéines virales se découpe en deux grandes phases. La première 
concerne la synthèse des protéines précoces Nef, Tat et Rev. Nef va complètement perturber 
le transport vésiculaire de la cellule infectée, et conduire, entre autres, à la diminution des 
molécules de CMH-I637 et des complexes CMH-II/peptide638 en surface ainsi qu’à 
l’internalisation du CD4639. Cette protéine jouerait donc un rôle important dans l’échappement 
du virus à la réponse T CD8 et T CD4, ainsi que dans sa pathogénie. Tat, qui stabilise le 
complexe de transcription, et Rev, qui facilite l’export nucléaire des ARNm viraux et de 
l’ARN génomique, vont permettre l’expression des protéines de la phase tardive. Cette phase 
est caractérisée par la synthèse des protéines de structure Gag, Pol et Env. Les protéines Vpr, 
Vif et Vpu appelées (avec Nef) protéines auxiliaires, sont également produites lors de cette 
phase. Elles augmentent la fitness du virus (cf. Tableau 1) en interagissant, entre autres 
fonctions, avec des facteurs antiviraux retrouvés dans certaines cellules (APOBEC3G, 
tétherine, etc).  

 Assemblage, bourgeonnement et maturation : 
Le gène gag code pour la p55 un précurseur protéique qui, une fois produit, rejoint le 

cytoplasme et interagit avec la membrane cytoplasmique (proche de laquelle il s’accumule) à 
travers son motif myristylé640. p55 possède trois domaines : de matrice (p17), de capside 
(p24) et de nucléocapside (p7 et p6) (cf. Figure 21 et Figure 22). Le domaine nucléocapside 
p7 de la p55 interagit avec l’ARN génomique viral pour permettre son encapsidation640. La p6 
est impliqué dans le bourgeonnement pour la fermeture de l’enveloppe virale. La protéase 
(p12), la transcriptase inverse (p66/51) et l’intégrase (p32) (codées par le gène gag-pol), 
interagissent aussi avec p55 pour être incorporées dans la particule virale640. Le gène env code 
pour la gp160 transmembranaire, qui transite par le golgi et est clivée en gp120 et gp41, qui 
s’accumulent avec la p55 au niveau de radeaux lipidiques des sites de bourgeonnement (la 
membrane cytoplasmique, ou les MVB dans les macrophages). Lorsque les particules virales 
bourgeonnent, elles sont dans un état immature (provirion). La maturation des provirions 
s’effectue par le clivage des protéines précurseurs par la protéase virale (clivage de la p55 en 
p24, p17, P7/6)640. Cette étape est indispensable : son absence conduit au relargage de 
provirions non maturés, incapables d’infecter d’autres cellules. 
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2. INTERACTIONS DC/VIH 
Les DC jouent un rôle important dans la surveillance des sites d’entrée du virus dans 

les muqueuses et la modulation de la réponse innée anti-VIH. Par ailleurs, elles peuvent 
présenter les antigènes viraux capturés sur leurs molécules du CMH-I/II, induisant l’initiation 
des réponses adaptatives spécifiques (T CD8 et T CD4). Cependant, elles participent 
également à la propagation du virus, par leur capacité à être infectées tout en gardant un 
phénotype immature, et à transmettre le virus aux LT CD4. Les DC auraient donc deux 
fonctions opposées : en plus d’initier la réponse anti-virale, elles sont également impliquées 
dans la progression de la maladie. 

2.1. Infection des DC et transmission du virus aux LT CD4  

2.1.1. Evidences de l’infection des DC par le VIH 

 Les DC expriment le CD4 à leur surface et sont donc susceptibles d’être infectées par 
le VIH. Ainsi, le virus se réplique dans les DC in vitro641, et des DC infectées sont retrouvées 
in vivo (à une fréquence relativement faible) dans les tissus des patients642,643.  
 Globalement, de nombreux facteurs cellulaires limitent l’infection par le VIH dans les 
DC644,645 (cf. partie I -D -2.2.1), et le taux de réplication reste modéré in vitro et in vivo par 
rapport à celui retrouvé dans les LT CD4 activés646. Les différents sous-types de DC peuvent 
être infectées : les hmDC647, les hpDC648 et les LC649. Les virus R5 infectent mieux ces 
cellules, probablement parce qu’elles expriment plus fortement le CCR5 que le CXCR4. In 
vitro, les hmDC semblent plus susceptibles à l’infection que les hpDC issues d’un même 
donneur647. En outre, la maturation des DC inhibe fortement leur infection650, après leur 
activation par le LPS par exemple651. Les mécanismes de blocages de l’infection dans les DC 
matures sont mal compris et varieraient en fonction du stimulus de maturation utilisé ; la 
maturation peut conduire à l’inhibition de la fusion virale652 ou également au blocage des 
étapes post-intégrations650. 

2.1.2. Capture du VIH par les DC 

Comme les populations de DC sont présentes dans le sang à des fréquences 
relativement basses, la majorité des études in vitro décrivant les interactions DC/VIH sont 
effectuées avec des hMDDC (cf. partie I -B -3.2, page 41). La capture du virus par ces 
cellules s’effectue par macropinocytose, phagocytose et par interaction du VIH avec des 
récepteurs CLR qui interagissent avec l’enveloppe virale tels que DC-SIGN234,653, DCIR (DC 
immunoreceptor)654 ou encore le récepteur au mannose (MR).La maturation des hMDDC (par 
le LPS) conduit à une capture du virus plus efficace655 (sans pour autant conduire à une 
infection productive651). L’expression de DC-SIGN étant partiellement inhibée dans les DC 
matures, d’autres mécanismes doivent être conjointement responsables de la capture du virus 
dans ces cellules655.  
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Note : Il existe des différences entre les hMDDC et les DC primaires. Des évidences 
récentes montrent que la capture du virus peut s’effectuer dans les hmDC matures et 
immatures primaires de façon indépendante de l’interaction entre Env et les CLR656. La 
capture du virus s’effectuerait dans ces cellules via l’interaction avec les GSL 
(glycosphyngolipides) à la surface du virus657 ou via des récepteurs comme Siglec-1 (qui 
interagit avec des acides sialiques de la membrane virale)658,659. Dans les cellules de 
Langerhans, le virus pourrait également être capturé par la langérine660. Cependant, les 
hMDDC seraient un bon modèle d’études des DC primaires en condition inflammatoire (cf. 
partie I -B -3.2), lors d’une infection chronique par exemple. 

2.1.3. Transfert du VIH aux LT CD4 par trans-infection 

 Le VIH utilise les contacts cellules/cellules pour favoriser sa propagation. En effet, ce 
transfert permet une infection plus efficace et plus rapide que l’infection par un virus libre661. 
Ce processus favorise la rencontre des cellules permissives à l’infection et engendre un 
réarrangement et une concentration des protéines de surface au site de contact favorisant 
l’attachement et l’infection par le virus662. Par ailleurs, ce mécanisme pourrait permettre au 
virus d’échapper aux anticorps neutralisants663. 

Dans les hMDDC immatures, le virus capturé par DC-SIGN est rapidement dégradé 
dans des compartiments lysosomaux ou via le protéasome351,664. Cependant, une partie du 
virus échappe à la dégradation665 et va pouvoir être transmis aux LT CD4 après contact 
cellule/cellule par trans-infection234,653, c’est à dire avant de se répliquer dans la DC. Le 
récepteur DCIR participerait également au transfert en trans du virus des hMDDC immatures 
vers les LT CD4654 (cf. Figure 23). 

Les GSL et Siglec-1 sont impliqués dans la trans-infection du VIH des hmDC matures 
aux LT CD4657,658. Dans les DC matures, susceptibles de rencontrer les LT CD4 in vivo après 
migration dans les ganglions, les virus, après avoir fixé la membrane plasmique de la cellule, 
se déplacent le long de la membrane vers une région polarisée. Ils sont alors concentrés dans 
des invaginations membranaires profondes (riches en tétraspanines655,666) qui les protègent de 
la dégradation667,668. Une étude de visualisation 3D (tomographie) du transfert en trans 
montre que les LT CD4 forment des filopodes, qui rentrent en contact avec les virions 
séquestrés dans les invaginations des DC, favorisant leur transfert 669 : on parle de synapse 
virologique. Ainsi, la capture et le transfert du virus des DC matures aux LT CD4 est plus 
efficace encore que le transfert médié par les DC immatures670. 

De façon remarquable, la trans-infection a été observée de façon concomitante avec la 
présentation d’antigènes par les DC (chargées avec du virus capturé par DC-SIGN) aux LT 
CD4 spécifiques d’antigènes viraux653. L’infection en trans de ces lymphocytes est plus 
efficace que l’infection par un virus libre. Ce processus pourrait expliquer l’infection 
préférentielle des LT CD4 spécifiques du VIH observée in vivo628. 



COULON Pierre-Grégoire – Thèse de doctorat – Année 2014 

 69 

La trans-infection est régulée par de nombreux mécanismes faisant intervenir les 
récepteurs de capture du VIH (décrit ci-dessus)671, l’activation des TLR671, ou encore 
l’autophagie (cf. partie I -E -5.2.1). Par ailleurs, des facteurs viraux sont également 
impliqués671, notamment Nef, qui diminue l’expression du CD4 en surface et augmente 
l’expression de DC-SIGN, ou Env dont l’interaction avec DC-SIGN est modulée par des 
glycosylations qui impactent sur le devenir du virus capturé. 

2.1.4. Infection des DC et transfert du VIH par cis-infection.  

 Après capture du virus par les DC, ceux qui échappent à la dégradation peuvent 
également se répliquer dans ces cellules (cf. partie I -D -1.4). Dans les DC infectées, on a 
alors relargage (dès 24h) de nouveaux virions après néosynthèse des protéines virales 
(infection productive). Les cellules infectées peuvent migrer vers le ganglion lymphatique 
drainant, et contribueraient à la transmission tardive du virus aux LT CD4 par cis-infection672 
(cf Figure 23). Lors de ce processus, l’interaction entre la cellule infectée et la cellule cible 
induit une polarisation du bourgeonnement des virus à l’interface de contact cellule/cellule 
pour former une synapse virologique 673,674. Ce bourgeonnement polarisé est dépendant de 
l’interaction entre les protéines virales (notamment Env) et le cytosquelette675,676.  
 Le mécanisme de cis-infection semble être médié indépendamment de l’interaction du 
virus avec DC-SIGN lors de son entrée dans la DC677. DC-SIGN inhibe la fusion virale par 
compétition avec CD4 pour la fixation de Env678 D’autres récepteurs, comme DCIR, semblent 
jouer un rôle654.  

Notons que le transfert en cis est impliqué dans l’infection des DC matures après 
capture du virus produit par les LT CD4 infectés et ce plus efficacement que le virus libre668. 

Figure 23 – Intéractions DC/VIH : (capture – transmission trans)  
 (infection – transmission cis) 

DC-SIGN 
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En conclusion, pour se multiplier et se propager plus rapidement, le VIH exploite les 
capacités qu’ont les DC de le capturer sans parvenir à le dégrader entièrement, puis de migrer 
dans les ganglions où elles interagissent avec les LT CD4. Les DC s’infectent faiblement et le 
transfert en trans semble prédominant654, mais l’efficacité relative entre ce processus et le 
transfert en cis est surtout dépendante de la cinétique d’infection des DC672.  

2.2. Rôle des DC dans l’immunité innée anti-VIH 
 Les DC qui capturent le VIH au site d’infection sont impliquées dans l’élaboration de 
la réponse immune innée anti-virale. Plusieurs mécanismes sont à l’œuvre (cf. Tableau 2) : 

 Tout d’abord, les DC (et les macrophages) expriment de nombreux facteurs de 
restriction qui bloquent différentes étapes de la réplication virale dans ces 
cellules (pré- ou post-intégration, cf. Figure 23).  

 Par ailleurs, les DC peuvent reconnaître des PAMP du VIH via certains 
senseurs PRR couramment impliqués dans l’élaboration de la réponse immune 
innée. La reconnaissance par ces PRR/senseurs peut se dérouler (1) avant 
l’entrée du virus dans la DC à la membrane ou dans des compartiments 
d’endocytose (2), après fusion de l’enveloppe virale et relargage du virion dans 
le cytoplasme de la cellule et (3) après intégration du génome viral et 
production de nouveaux virions.  

 De façon intéressante, le VIH a développé des mécanismes d’échappement aux 
facteurs de restriction, et est capable d’utiliser les PRR impliqués dans sa détection pour 
favoriser sa réplication.  
 

Tableau 2 – Senseurs/PRR et facteurs de restrictions dans les DC : rôle dans l'immunité innée anti-VIH 
Senseurs/PRR Ligands Voie de signalisation Localisation Type cellulaire Échappement du virus 

TLR7 ARNss 
IRF7, NF-κB (activée, conduit 
à la production d’IFN de type 

1) 

Endosome 
(mb.) pDC 

« Orage cytokinique » en 
primo-infection et activation 

chronique 

TLR8 ARNss IRF7, NF-κB (non activée) Endosome 
(mb.) pDC/mDC L’induction des CLR et du 

TLR8 induit la réplication 
virale sans induire la 
maturation des DC CLR (DC-SIGN) Enveloppe virale Rho-GTPase LARG / Raf-1 Mb. plasmique mDC 

cGAS / IFI16 / autres 
senseurs ?  

ADN (produit de 
la TI) cGAMP/STING/IRF3 Cytoplasme mDC, Macrophage  

SAMHD1 et/ou TREX1 et/ou 
CypA empêchent la détection 

/ Variants de la capside  

CypA Capside  IRF3 Cytoplasme mDC  SAMHD1 empêche la 
detection 

Facteurs de restriction 
(fonction) Cible / Substrat Impact sur le virus Localisation Type cellulaire Échappement du virus 

SAMHD1 (nucléoside-
triphosphohydrolase) dNTPs 

Diminution du pool de 
nucléotides (empêche la 

transcription inverse) 
Cytoplasme mDC/pDC, macrophages 

Vpx(dans VIH-2 ou VIS) (lie 
SAMHD1, déclenche sa 

dégradation) 
Famille APOBEC 

(3G/3F/3D/3H) (cytidine 
desaminase) 

ADN (brin 
anti-sens) 

Hypermutation dans le génome 
viral 

Cytoplasme et 
dans le virion 

Macrophages et T CD4 ; 
induit par l’IFN de type 1 

dans les mDC/pDC 

Vif (lie APOBEC et 
déclenche sa dégradation) 

Tétherine Bourgeonnement Bloque la sortie du virion Mb. 

Induit dans de 
nombreuses cellules par 
les IFN de type I (dont 

les DC) 

Vpu et Env (lie la thétherine 
pour sa dégradation 

lysosomale) ,  

TRIM5α (singe) Capside Déstabilise la capside après 
l’entrée du virus Cytoplasme LT CD4, macrophages Variants de la capside (action 

limité chez l’Homme) 
Inspiré de « Innate Immune Recognition of HIV-1 », Immunity 2012 ; mb. = membranes 
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2.2.1. Facteurs de restriction de la réplication du VIH dans les DC 

 Trois facteurs de restriction (SAMHD1, APOBEC et BST-2) inhibent la réplication 
virale dans les DC humaines. Leurs rôles dans l’immunité innée sont abordés dans cette 
partie.  

 SAMHD1  
 Les cellules myéloïdes comme les DC et les macrophages sont bien plus résistantes à 
l’infection que les LT CD4. Introduire dans ces cellules Vpx, une protéine accessoire présente 
dans le VIH-2 et le VIS, mais naturellement absente dans le VIH-1, augmente drastiquement 
la susceptibilité des DC/macrophages à être infectés et à répliquer le virus679,680. Récemment, 
deux études ont identifié SAMHD1 (SAM domain and HD domain-containing protein 1) 
comme étant la protéine cellulaire interagissant avec Vpx645,681. Bloquer l’expression de 
SAMHD1 dans les DC/macrophages par des siRNA augmente leur permissivité à l’infection 
VIH, au même niveau que l’action de Vpx645. SAMHD1 possède une activité 
phosphohydrolase permettant la catalyse d’un dinucléotide triphosphate (dNTP) en un 
dinucléoside et un triphosphate682. L’hypothèse actuelle serait que SAMHD1, en diminuant le 
pool de dNTP disponibles dans les DC/macrophages, bloquerait ou ralentirait l’étape de 
transcription inverse et la synthèse d’ADN pro-viral après l’entrée du virus635. Lors de 
l’infection VIH-2/VIS, Vpx induit l’ubiquitination de SAMHD1 et conduit ainsi à sa 
dégradation par le protéasome645,683.  

 Famille APOBEC  
Les protéines de la famille APOBEC (notamment 3G, 3F, 3D et 3H) sont des cytidines 

desaminases cytoplasmiques reconnaissant l’ADN684. Elles sont capables d’introduire des 
mutations dans le l’ADN pro-viral du VIH avant son intégration, pendant la phase de 
transcription inverse685,686. La protéine APOBEC3G catalyse préférentiellement la 
désamination des motifs 5’CC qui conduit à l’apparition d’hypermutations de type 5’-GG en 
5’-AG687. Les protéines APOBEC 3F, 3D et 3H induisent préférentiellement des mutations 
5’-GA vers 5’-AA687. Ces mutations conduisent in fine à l’intégration d’un ADN pro-viral 
incapable de conduire à la réplication de virus fonctionnels. L’expression des protéines 
APOBEC est induite par l’IFN de type 1 dans les DC 688, les macrophages et les LT CD4 
quiescent689. Elles restreignent l’infection dans ces cellules. Par ailleurs, ces protéines sont 
capables de s’intégrer dans les particules virales bourgeonnantes687 et pourraient ainsi inhiber 
l’infection des cellules environnantes. Cependant, la protéine virale Vif interagit avec les 4 
protéines APOBEC pour induire leur dégradation par le protéasome687, inhiber leur 
traduction/synthèse, et empêcher son intégration dans les virions690. Ce mécanisme 
d’échappement est efficace, et permet au virus d’infecter des cellules qui sont réfractaires à 
l’infection par un virus muté où Vif est absent.  

 BST-2/Tétherine  
 La tétherine (ou BST-2), est une protéine exprimée à la membrane des cellules dont 
l’expression est induite par l’IFN de type 1691. Elle bloque le bourgeonnement des particules 
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virales, qui s’accumulent à la membrane plasmique et dans des compartiments 
intracellulaires692. BST-2 contient un court domaine N-terminal cytoplasmique, un domaine 
transmembranaire simple et un domaine extracellulaire qui longe le côté externe de la 
membrane cellulaire, ancrée à celle-ci via son extrémité C-terminal glycolipidée. Sa structure 
même est responsable de sa fonction : grâce à son domaine transmembranaire et son extrémité 
opposée glycolipidée, elle peut s’associer à la fois à la membrane plasmique et la membrane 
virale en cours de bourgeonnement, reliant physiquement les virions naissant à la membrane 
plasmique693. Les virons capturés sont ensuite internalisés et dégradés dans les lysosomes693. 
Cependant, les protéines virales Vpu (et Env) induisent sa séquestration dans des 
compartiments périnucléaires. De plus, Vpu induit sa dégradation dans les compartiments 
lysosomaux via le système ESCRT694. 
 

 Note : Un quatrième facteur (TRIM5α), est impliqué dans l’inhibition de la réplication 
du VIH (10 à 100 fois), mais seulement chez le singe (illustrant la notion de barrière 
d’espèce). Le TRIM5α simien interfère avec la décapsidation en interagissant avec la capside 
du VIH et en induisant sa dégradation par le protéasome (d’autres protéines comme CypA 
seraient également impliquées). Le TRIM5α humain n’induit qu’une restriction faible de 
l’infection par le VIH-1 (avec des souches de laboratoire) car il n’interagit pas avec la capside 
du virus695. Cependant, cette interaction peut être restituée par le changement d’un seul acide 
aminé dans la séquence du TRIM5α humain695. Par ailleurs, la protéine humaine pourrait 
inhiber la réplication d’autres souches ou isolats viraux696.  

2.2.2. Reconnaissance du VIH par les PRR des DC 

 La reconnaissance du virion avant son entrée dans la DC s’effectue par des 
PRR/senseurs membranaires et endosomaux. La détection du virus après fusion de 
l’enveloppe virale avec la membrane plasmique (et pré- ou post-intégration du génome viral) 
est médiée par des PRR cytosoliques.  
 Si les PRR sont classiquement impliqués dans l’induction des réponses immunes 
innées anti-virales, le VIH semble les utiliser à son avantage pour favoriser sa réplication et 
inhiber la maturation des DC. De plus, des facteurs cellulaires ou certains facteurs de 
restriction de la réplication virale peuvent également inhiber l’activation des senseurs du VIH.  

2.2.2.1. PRR membranaires/endosomaux 

  Rôle des TLR7 et TLR8 : 
 Des ARNss dérivés du génome du VIH sont reconnus par les TLR7 et 8 présents dans 
les endosomes des hMDDC213. La reconnaissance par le TLR8 de son ligand conduit 
généralement à la production d’IFN de type I, l’activation des hMDDC et l’augmentation des 
molécules de costimulation213,697. Cependant, suite à l’infection par le VIH, les hMDDC ne 
produisent pas d’IFN de type 1 et ne maturent que partiellement698,699. Le virus est capable 
d’inhiber la production d’IFN de type 1 dans ces cellules 700 mais le mécanisme de blocage de 
la maturation induite via TLR8 est encore inconnu. Paradoxalement, l’induction de la voie 
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TLR8 (dépendante de MyD88) par le VIH dans les hMDDC conduit à l’induction de la 
transcription virale des gènes codant pour Tat, Rev et Vpu une fois le virus intégré dans le 
génome de la DC701. Le VIH utiliserait donc le TLR8 dans ces cellules pour favoriser sa 
réplication.  
 Les hpDC n’expriment pas le TLR8 mais expriment fortement le TLR7 (cf. partie I -B 
-3.2). Après une exposition au virus, elles produisent de fortes quantités d’IFN de type 1702. 
Cette production est dépendante de l’endocytose du virus après l’interaction de l’enveloppe 
virale avec le CD4, et requerrait la reconnaissance de l’ARN viral par le TLR7 dans des 
endosomes, conduisant à l’activation de la voie IRF7702,703. Etonnamment, alors que les 
hMDDC expriment également le TLR7, le VIH n’induit pas la production d’IFN de type 1 
dans ces cellules698,701, probablement car IRF7 n’y est pas exprimé constitutivement 
(contrairement aux hpDC)704. 
 Notons que l’IFN de type 1 produit par les hpDC exerce un rôle antiviral contre divers 
virus dont le VIH. Cependant, la chronicité de l’infection par le VIH conduit à une production 
continue d’IFN de type 1 qui participerait à l’activation aberrante de la réponse immune et 
l’évolution de la maladie705,706 .  

 Rôle des CLR (DC-SIGN): 
 Les CLR impliqués dans la capture du VIH par les DC sont également impliqués dans 
la modulation de la réponse innée. Cependant, en plus de favoriser la réplication et le transfert 
du virus aux LT CD4 (cf. partie I -D -2.1.3) l’activation des voies CLR semble conduire à 
l’inhibition la maturation des DC en contact avec le virus. 
 Ainsi la fixation de DC-SIGN par un anticorps spécifique déclenche une voie de 
transduction qui favoriserait la réplication virale dans une co-culture T/DC et inhiberait la 
maturation des DC707. Par ailleurs, l’activation de DC-SIGN par la fixation de l’enveloppe 
virale potentialise l’action du TLR8 sur l’induction de la transcription virale701 (cf. ci-dessus), 
via l’induction de la voie NF-κB.  
 Ces données suggèrent que par l’interaction avec un CLR tel que DC-SIGN, le VIH 
déclenche des voies de transduction favorisant sa réplication dans les DC et renforce la 
préservation d’un phénotype immature de ces cellules, même après infection. 

2.2.2.2. PRR/senseurs cytosoliques  

 Dans les DC infectées, des senseurs intracytoplasmiques sont capables de reconnaître 
des éléments de la capside virale présents dans le cytoplasme. D’autres détectent l’ADN viral 
issu de la transcription inverse. Cependant, ces détections sont masquées par l’action de 
SAMHD1698 et TREX1708 exprimés dans les DC (cf. Figure 24). 

 La cyclophiline A est un senseur de la capside virale dont l’action est 
masquée par SAMHD1 

Un senseur capable d’induire une forte production d’IFN de type 1 suite à l’infection 
VIH a été découvert dans les hMDDC, en bloquant la restriction à l’infection médiée par 
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SAMHD1. Ainsi, dans des DC transduites avec Vpx, l’infection par le VIH conduit à une 
forte production d’IFN de type 1, qui n’est pas observable dans les DC infectées en absence 
de Vpx698. Cette production est dépendante de la cyclophiline A (CypA)698, une 
peptidylprolyle isomerase exprimée dans le cytoplasme des DC. CypA détecte la capside 
néosynthétisée lors de la réplication du virus dans la DC. Via son interaction avec la capside, 
CyPA déclenche l’activation de la voie IRF3, la production d’IFN de type 1 et l’expression 
des molécules de costimulation698. La production d’IFN inhibe alors le transfert en trans du 
virus vers les LT CD4. Ces résultats montrent que les hMDDC sont capables d’induire une 
réponse innée efficace contre le VIH mais la détection du virus serait dépendante de sa 
capacité à infecter efficacement les DC.  

 IFI16 est un senseur de l’ADN viral, dont l’action est masquée par TREX1 
 Lors de l’étape de retro-transcription, de nombreux ADN viraux défectifs sont 
produits. TREX1 est une exonucléase (du complexe SET de réparation de l’ADN) qui a une 
affinité marquée pour les ADNss. Elle serait impliquée dans la reconnaissance des ADN 
viraux défectifs, et empêcherait leur accumulation en les dégradant709. Par ce processus, 
TREX1 favoriserait l’intégration des ADNds viraux fonctionnels et faciliterait ainsi 
l’infection709. Par ailleurs, en dégradant les ADN viraux, TREX1 empêcherait leur détection 
par des senseurs cytosoliques dans les LT CD4 et les macrophages710. Récemment, IFI16 
(IFN- inducible protein 16) a été identifiée dans les macrophages comme l’un des senseurs de 
l’ADN du VIH, dont l’action est inhibée par TREX1711. Suite à la détection de l’ADN viral 
dans ces cellules, IFI16 déclenche l’activation de la voie STING/IRF3 (et IRF7), la 
production d’IFN de type 1 par les macrophage et semble inhiber la réplication du virus711. 
Son action n’a toutefois pas encore été confirmée dans les DC. 

 cGAS est un senseur de l’ADN viral, dont l’action est masquée par 
SAMHD1, TREX1 et CypA 

 Dans les DC et les macrophages, cGAS (Cyclic GMP-AMP synthase) serait un autre 
senseur impliqué dans la reconnaissance de l’ADN pro-viral du VIH-1 et du VIH-2711–713. La 
reconnaissance de l’ADN proviral (avant intégration) par cGAS dans ces cellules induit 
l’accumulation de cyclic CMP-AMP qui conduit à l’activation de la voie STING/IRF3713 et la 
production d’IFN de type 1712,713. Le blocage de SAMHD1712 par Vpx et de TREX1 par des 
siRNA713 induit une meilleure reconnaissance des ADN viraux par cGAS, probablement 
parce que ces deux protéines inhibent (respectivement) la synthèse des ADN pro-viraux et 
leur accumulation. De façon intéressante, l’interaction entre CypA et la capside du VIH-1 
pourrait masquer la détection de l’ADN pro-viral par cGAS712. 
 Note : RIG-1 (cf. partie I -B -1.1 – RLR) a également été décrit dans la reconnaissance 
de l’ARNss dérivé du génome du VIH (dans les macrophages et les cellules mononucléées du 
sang périphérique)714. Cette détection conduit à la production de cytokines et plus faiblement 
d’IFN de type 1. Cependant, dans les DC, le rôle de RIG-1 dans la détection de l’ARNss du 
virus après infection n’est pas documenté. 



COULON Pierre-Grégoire – Thèse de doctorat – Année 2014 

 75 

 En conclusion, plusieurs senseurs/PRR viraux sont exprimés par les DC, mais le VIH 
les utilise pour augmenter sa réplication tout en inhibant l’induction de la réponse innée. De 
plus, les DC expriment plusieurs facteurs de restriction qui inhibent la réplication du VIH 
dans ces cellules. Cependant, les rétrovirus évoluent avec leurs hôtes et ont développé des 
mécanismes d’échappement pour contourner ces restrictions. Le VIH-1, via des variations 
dans sa capside et l’expression des protéines accessoires Vif et Vpu, contrecarre l’action des 
protéines TRIM5, APOBEC et BST-2 (respectivement). SAMHD1 est une exception, et seul 
le VIH-2 et le VIS expriment la protéine Vpx pour induire sa dégradation. Cependant, la forte 
pathogénicité du VIH-1 (comparée à celle du VIH-2 dont l’évolution vers la phase SIDA est 
plus lente), pourrait justement s’expliquer par sa capacité à ne pas infecter efficacement les 
DC (via l’absence de Vpx), afin d’éviter sa reconnaissance par des senseurs cytosoliques 
(CypA et cGAS) de l’immunité innée 698,715,716. En outre, de par l’induction de la maturation 
des DC et la production d’IFN de type 1, ces deux senseurs permettraient la (co)stimulation 
des LT (activés avec un anticorps anti-CD3) après co-culture avec les DC infectées en 
présence de Vpx698,715. En échappant à la réponse immune innée, le virus pourrait alors limiter 
la réponse adaptative.  

2.3. Rôle des DC dans la présentation des antigènes du VIH pour 
l’activation de la réponse adaptative anti-virale 

2.3.1. Rôle de la réponse immune adaptative dans le contrôle de l’infection 

Bien que mis à mal, le système immunitaire via l’induction de la réponse adaptative 
joue un rôle prédominant dans le contrôle de la charge virale, principalement au travers de la 
réponse CD8 cytotoxique (CTL). En effet, des LT CD8 polyfonctionnels, de haute affinité et 
spécifiques d’épitopes du virus sont capables d’une meilleure activité suppressive (in vitro)253. 

Figure 24 – Les senseurs cytosoliques du VIH dans les DC 
(entourés en rouge) Adapté de Hasan M. et Coll., Front Microbiol. , 2014 
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Par ailleurs, certains HLA de classe I (B27 et B57) permettant une réponse CD8 particulière, 
sont fortement corrélés avec la non progression à long terme vers la phase SIDA254,717, 
probablement parce que les épitopes présentés sont concentrés sur des régions conservées de 
la protéine Gag718. Ainsi, un argument fort du rôle des CTL dans le contrôle de la réplication 
est que le virus doit, pour y échapper, muter à des positions déterminantes dans les sites 
d’ancrages des épitopes aux molécules du CMH285,719,720.  

Par ailleurs, l’activation de la réponse LT-CD4 spécifique du VIH semble également 
importante, principalement pour le contrôle du virus lors de la primo-infection, qui impacte 
ensuite sur l’évolution de la maladie. Ainsi, le contrôle de la charge virale (lors de l’infection 
chronique) est corrélé chez les patients infectés par leur capacité à générer une réponse T CD4 
spécifique du virus en primo-infection qui soit efficace721. De plus la capacité des LT CD4 
spécifiques du virus à produire de l’IL21 semble corréler avec le contrôle de l’infection par 
les CTL722. De façon intéressante, certains allèles du CMH-II (HLA DQ-A1 et HLA DQ-B1) 
sont corrélés avec l’absence de production d’anticorps neutralisants dans une étude de cohorte 
d’individus vaccinés (RV144)723.  

Les données précédentes suggèrent un rôle important de la présentation des antigènes 
par les APC/DC pour l’induction d’une réponse immune adaptative cellulaire T CD8 et 
T CD4 spécifique du virus qui soit efficace et l’activation d’une réponse humorale protectrice 
(médiée par l’interaction DC/LT CD4(TFH (folliculaire - helper))/LB). 

2.3.2. Présentation d’antigènes viraux exogènes par les CMH-I et CMH-II  

2.3.2.1. Présentation croisée par les molécules du CMH-I 

 L’injection à des patients de DC autologues chargées avec du virus inactivé (incapable 
de s’intégrer mais capable de fusionner), conduit à l’activation in vivo de la réponse T CD8 
spécifique du virus, corrélée à la diminution de la charge virale724. Ces données suggèrent que 
les DC chargées avec du virus sont capables d’effectuer la présentation croisée d’antigènes 
viraux pour conduire à l’activation des LT CD8 (cf. Figure 25). 

En effet, après la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane des DC, les protéines 
du VIH libérées dans le cytoplasme vont être dégradées par la voie du protéasome et chargées 
sur les molécules de CMH-I via la machinerie de présentation dépendante de TAP351,725,726. 
Ainsi, des DC chargées avec le VIH, en absence de réplication virale (blocage de l’intégration 
par AT-2 ou l’AZT), sont capables d’activer in vitro des LT CD8 spécifiques d’un épitope de 
la protéine Gag279,351,725. Cette voie de présentation croisée d’antigènes exogènes du VIH sur 
les molécules du CMH-I est entièrement dépendante de la fusion entre l’enveloppe virale et la 
membrane de la DC279,351,725.  

De plus, la capture du virus libre par des récepteurs tels que DC-SIGN le conduit à 
s’accumuler à la membrane de la cellule, augmentant la probabilité d’une éventuelle fusion 
virale727. Ainsi, cette capture potentialise la présentation croisée sur les molécules du CMH-I 
décrite ci-dessus 351.  L’opsonisation du VIH par le complément semble également influencer 
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l’entrée du virus dans les DC728. Simultanément, l’activité du protéasome est augmentée dans 
les DC chargées avec le virus opsonisé. Ces DC sont capables d’activer la réponse T CD8 
spécifique d’un épitope de Gag plus efficacement que les DC chargées avec le virus libre, 
suggérant un rôle de l’opsonisation dans l’induction de la présentation croisée d’antigènes du 
VIH par les DC728.  

Par ailleurs, la capture par les DC des LT CD4 infectés VIH et apoptotiques conduit 
également à une présentation CMH-I croisée des antigènes viraux 344,729. Les DC ayant 
capturé ces cellules apoptotiques infectées activent des LT-CD8 spécifiques (d’épitope des 
protéines Gag, Nef et de la transcriptase inverse) bien plus efficacement que les DC ayant 
capturé du virus libre344. De façon remarquable, les DC seraient également capables de 
capturer du virus provenant de cellules T CD4 infectées vivantes. Cette capture conduit elle 
aussi à une présentation croisée efficace, mesurée par l’activation des LT CD8 spécifiques du 
virus344.  

2.3.2.2. Présentation par les molécules du CMH-II 

 L’injection à des patients de DC autologues chargées avec le VIH inactivé (cf. partie 
précédente) induit également in vivo une réponse T CD4+ spécifique du virus, suggérant 
qu’elles sont capables de présenter sur leurs molécules de CMH-II des antigènes viraux 
capturés 724 (cf. Figure 25).  

In vitro, en parallèle du transfert de virus en trans des DC vers les LT CD4 
spécifiques653 (cf. partie I -D -2.1.3), la capture du VIH par les DC via DC-SIGN induit 
l’acheminement du virus dans des compartiments acides d’endocytose725,727 où il va être 
majoritairement dégradé. Les peptides antigéniques issus de la dégradation sont alors 
présentés sur les molécules de CMH-II pour conduire à l’activation des LT CD4 spécifiques 
du virus653 (voie exogène classique). Cette activation est en grande partie dépendante de la 
capture et de l’endocytose du virus médiée par DC-SIGN dans les DC, et est indépendante de 
la fusion du virus653.  

Par ailleurs, comme il sera décrit en détail dans la partie E -5.2.3.1, l’autophagie 
participe elle aussi à la présentation (sur les CMH-II) d’antigènes viraux exogènes provenant 
de l’inoculum viral, sans qu’il y ait nécessité de fusion virale512.  

2.3.3. Présentation d’antigènes viraux endogènes par les CMH-I et CMH-II 

Le VIH se réplique mal dans les DC in vitro, mais des DC infectées sont tout de même 
retrouvées (en faible quantité) dans les tissus de patients infectés in vivo (cf. partie I -D -
2.1.1). De façon remarquable, dans un modèle macaque, le VIS entre dans la muqueuse 
vaginale, et infecte les DC résidentes qui sont retrouvées dans les ganglions drainant 18h 
après inoculation730.  

Les DC productivement infectées pourraient donc potentiellement présenter des 
antigènes viraux endogènes néosynthétisés pour conduire à l’activation des lymphocytes T 
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spécifiques du virus. Cependant, très peu d’études in vitro ont cherché à caractériser les 
capacités des APC/DC infectées à présenter des antigènes viraux. 

2.3.3.1. Présentation par les molécules du CMH-I 

Une fois l’ADN pro-viral du VIH intégré et la néosynthèse des protéines virales 
débutée, celles-ci peuvent à leur tour être dégradées par le protéasome et conduire à une 
présentation d’antigènes endogènes sur les molécules de CMH-I (voie classique, cf. partie I -
B -2.2.1). Plusieurs études ont montré le rôle de cette voie de présentation pour l’activation 
des LT CD8 spécifiques d’antigènes du VIH, mais dans des modèles de cellules transfectées, 
ou infectées par des vecteurs vaccinaux/viraux recombinant apportant des antigènes du VIH, 
sans infection des DC par le VIH lui même729,731. Une étude dans les macrophages732 montre 
qu’après infection, ces cellules sont capables de présenter des antigènes dérivés des protéines 
Gag, Pol et Rev sur leurs molécules de CMH-I pour conduire à une activation efficace de LT 
CD8 spécifiques (qui exercent alors leur fonction cytotoxique et restreignent la réplication). 
Les APC infectées in vitro peuvent donc induire efficacement une réponse CTL contre le 
virus732.  

Dans les DC infectées, des travaux menés par notre laboratoire (par Cardinaud S, 
Atangana Maze E, Urrutia A – manuscrit en préparation) montrent que ces cellules sont 
capables d’activer in vitro la réponse CTL spécifique contre des épitopes alternatifs et 
classiques de la protéine virale Gag.  

Cependant, la réplication du virus dans les DC pourrait conduire à un défaut de 
maturation qui orienterait la réponse lymphocytaire T vers une réponse régulatrice699.  

2.3.3.2. Présentation par les molécules du CMH-II 

Il existe des mécanismes d’apprêtement responsables de la présentation d’antigènes 
endogènes sur le CMH-II par les DC, comme l’autophagie et la CMA (cf. partie I -C -2.1.2 et 
I -C -2.4) ou certaines voies de présentation dépendantes de la machinerie TAP/protéasome 
(cf. partie I -B -2.3.2.2).  

Des B-LCL (utilisées comme APC modèles) infectées par un vecteur vaccine 
exprimant Env sont capables de présenter des peptides antigéniques endogènes issus de cette 
protéine sur leurs molécules de CMH-II, conduisant à l’activation des LT CD4 spécifiques404. 
L’expression d’Env néosynthétisée à la membrane des B-LCL semble nécessaire pour son 
apprêtement sur les molécules de CMH-II in fine, mais le mécanisme exact n’est pas 
compris404. La voie endosomale/lysosomale pourrait être impliquée : forcer l’acheminement 
d’Env dans les lysosomes augmente fortement la capacité des B-LCL à activer la réponse T 
CD4 dirigée contre la protéine733.  

Dans un contexte d’infection par le VIH, aucune étude n’a encore montré si les DC 
(ou d’autres APC) infectées sont capables de présenter des antigènes viraux endogènes sur les 
molécules du CMH-II pour conduire à l’activation des LT CD4. Étudier le rôle de 
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l’autophagie dans les DC infectées pour la présentation d’antigènes viraux néosynthétisés par 
les molécules du CMH-II est l’un des objectifs de ma thèse (cf. Figure 25 et Figure 26).  

Figure 25 – Voies de présentation des antigènes du VIH 

2.4. Dérégulation des fonctions des DC pendant l’infection VIH 
 Rôle de Nef dans l’inhibition de la présentation des antigènes 

 Le VIH a développé des mécanismes d’échappement pour empêcher l’induction d’une 
réponse immunitaire adaptative efficace. La protéine Nef est capable d’inhiber l’expression en 
surface des molécules de CMH-I en induisant leur internalisation dans des compartiments 
d’endocytose 637,734. Ainsi, l’expression de la protéine Nef affecte la capacité des DC à 
présenter des antigènes sur leurs molécules du CMH-I pour activer les LT CD8734. Par 
ailleurs, il a également été montré que Nef pouvait inhiber la concentration de molécules du 
CMH-II matures en surface dans des lignées modèles638. Ces résultats montrent que le VIH, 
via l’expression de la protéine Nef, a développé des mécanismes pour échapper aux voies de 
présentation des antigènes et pourrait inhiber ainsi la réponse adaptative spécifique. 
Cependant, dans les macrophages infectés (cf. partie I -D -2.3.3.1), Nef ne semble pas 
empêcher l’activation des LT CD8 spécifiques du virus732. 

 Dérégulation du phénotype des DC in vivo chez les patients infectées 
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 Chez les patients infectés, le VIH dérégule directement et indirectement les fonctions 
des DC pour empêcher l’élaboration d’une réponse adaptative effectrice735. 
 Ainsi, le nombre de hmDC et de hpDC est diminué dans le sang des patients infectés 
VIH et cette diminution est observable dès les premiers stages de la primo-infection736. De 
plus, la fréquence des hmDC et des hpDC chez les patients en phase de primo-infection est 
inversement corrélée avec la charge virale. Lors de la phase chronique de l’infection, la 
fréquence des hmDC n’est plus corrélée à la charge virale et ré-augmente légèrement, mais 
reste plus basse chez les patients infectés en comparaison des donneurs sains.736. Malgré la 
diminution de leur nombre pendant la primo-infection, les hmDC/hpDC des patients infectés 
sont capables d’induire une réponse allogénique de façon efficace. Cependant, il y a une 
corrélation négative importante entre la charge virale et la capacité des hpDC à activer la 
réponse alloreactive, suggérant qu’un taux élevé de virus pourrait inhiber la capacité de ces 
cellules à stimuler les LT736. En outre, celles ci pourraient induire un phénotype T 
régulateur737. Par ailleurs, les hmDC/hpDC des patients primo-infectés stimulés avec des 
ligands TLR sont hyperactivées et secrètent des quantités plus importantes des cytokines (en 
comparaison avec des DC de donneurs sains). En phase de primo-infection et en phase 
chronique, la capacité des pDC à produire des IFN de type 1 est dérégulée. L’ensemble de ces 
résultats suggère que, dès la phase de primo-infection, via la diminution du nombre de DC et 
l’induction d’un phénotype hyperactivé dans les DC restantes, le VIH perturbe le système 
immunitaire. 
 
 En conclusion, en absence de réplication virale, des DC chargées avec du VIH (ou 
capturant du virus issu de cellules apoptotiques/vivantes infectées) sont capables d’induire in 
vitro et in vivo l’activation des LT CD8 (via la présentation croisée dépendante de la fusion 
virale) et des LT CD4 (via la présentation sur les CMH-II des antigènes capturés par 
endocytose, indépendamment de la fusion virale). DC-SIGN, en permettant une capture 
efficace du virus, potentialise ces deux voies de présentation d’antigènes exogènes. Dans les 
APC/DC où le virus se réplique, peu d’études ont caractérisé leur capacité à présenter aux LT 
CD8 et CD4 les antigènes viraux endogènes sur leurs molécules de CMH-I et CMH-II. En 
effet, les DC s’infectent mal in vitro, et la fréquence de DC infectées in vivo reste assez 
faible. Cependant ces DC pourraient malgré tout migrer dans le ganglion drainant et participer 
à l’activation de la réponse adaptative spécifique. In vitro, des APC infectées VIH (ou 
exprimant des antigènes du VIH apportés par différents vecteurs) activent efficacement les LT 
CD8 / LT CD4 spécifiques. Cependant, le virus a développé des stratégies d’échappement en 
dérégulant l’expression en surface des molécules de CMH dans les cellules infectées. Par 
ailleurs, le nombre de DC (mDC et pDC) diminue rapidement dès la primo-infection chez les 
patients et leur phénotype est altéré. Le virus serait donc capable de perturber (directement ou 
indirectement) les fonctions des DC pour empêcher une réponse adaptative efficace.  



COULON Pierre-Grégoire – Thèse de doctorat – Année 2014 

 81 

E - AUTOPHAGIE ET VIH 

1. INTRODUCTION  
Plusieurs travaux ont décrit l’importance de la machinerie autophagique sur la 

modulation de la réplication du VIH et sur l’induction des réponses immunes innées et 
adaptatives antivirales. En conséquence, le virus semble avoir développé diverses stratégies 
d’échappement. Il module (active ou inhibe) certaines étapes de l’autophagie dans les cellules 
cibles de l’infection pour augmenter sa réplication.  

Si les relations et les interactions entre le VIH et la machinerie autophagique sont 
complexes, c’est en partie parce qu’elles dépendent du type cellulaire étudié. Ainsi, des 
résultats en apparence contradictoires d’un type cellulaire à l’autre pourraient refléter des 
différences intrinsèques dans la biologie de ces cellules, aussi bien dans leurs modes 
d’interaction avec le virus que dans leurs voies de régulation de l’autophagie. Dans le futur, 
des études complémentaires seront nécessaires pour comprendre ces différences. 

2. ETUDES GENETIQUES 
Deux approches génétiques globales dans des lignées cellulaires modèles ont permis 

l’identification de composants de la machinerie autophagique importants pour la 
réplication du virus. 

La première738 est un criblage génomique à large échelle dans des lignées cellulaires 
modèles (HeLa CD4+CCR5+) transfectées avec une librairie de siRNA. Après infection VIH, 
la réplication du virus a été mesurée dans ces cellules. Plus de 250 facteurs identifiés semblent 
importants pour la réplication, dont certains composants de la machinerie autophagique 
comme Atg7, Atg8 (GABARAPL2), Atg12 et Atg16L ainsi que des protéines impliquées 
dans la fonction lysosomale comme la battenine (gène CLN3) ou LAPTM5 (lysosomal 
protein transmembrane 5). 

Dans la seconde approche739, les auteurs se sont focalisés sur l’étude de la réplication 
virale dans des lignées cellulaires T lymphoblastiques (SupT1) infectées, transduites par des 
shRNA ciblant les protéines Atg. Inhiber l’autophagie par KO des gènes codants pour les 
protéines PI3KR4, ATG4A, ATG5 et ATG16L a conduit à une baisse importante de la 
réplication, mesurée par le relargage de la protéine Gag p24 dans le surnageant, sans effet 
majeur sur la viabilité des cellules. La diminution du pourcentage de cellules marquées Gag 
p24 infectées par un virus en un cycle de réplication, sans modification de l’intensité du 
marquage, suggère que ce sont les phases précoces de l’infection, avant intégration du 
génome viral, qui seraient dépendantes de la machinerie autophagique739. 

Pour conclure, l’autophagie semble être importante pour la réplication du virus dans 
des cellules HeLa et des cellules de lignée lymphocytaire T. Cependant des études 
supplémentaires (génétiques et/ou fonctionnelles) sont nécessaires pour décrire (dans les 
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cellules primaires) les mécanismes d’action des composants de la machinerie autophagique 
sur la réplication virale. 

3. INTERACTIONS VIH/AUTOPHAGIE DANS LES LT CD4 
Les LT CD4 sont la cible principale de l’infection par le VIH, aussi bien dans la phase 

de primo infection que dans les phases chroniques de la maladie. L’étude des interactions 
entre la machinerie autophagique de ces cellules et le virus a contribué à une meilleure 
compréhension de la physiopathologie de l’infection. Ainsi, la modulation de l’autophagie par 
le virus serait un des mécanismes responsables de la déplétion des LT CD4. 

Il faut distinguer, dans l’étude des interactions du VIH avec la machinerie 
autophagique, les cellules qui sont infectées productivement, des cellules qui sont en contact 
avec le virus sans être infectées.  

3.1. LT CD4 non infectés 
 Le VIH exerce des effets directs sur les cellules infectées, ou indirects sur les cellules 
non infectées. En effet, chez les patients, une large majorité (95%) des LT CD4 qui meurent 
ne sont pas infectés ou sont résistants à l’infection740–742. Cette déplétion des T CD4 semble se 
faire par apoptose multifactorielle630,743,744 et la protéine Env jouerait un rôle dans ce 
processus630,745–748(cf. Tableau 3).  

L’autophagie est induite dans les LT CD4 primaires non infectés co-cultivés (en 
présence d’AZT, un inhibiteur de la transcriptase inverse) avec des cellules infectées (de 
lignées fibroblastiques ou lymphocytaires) 630,749. Après trois jours de co-culture, 
l’accumulation des autophagosomes dans les LT CD4 non infectés est observée en 
microscopie par l’accumulation de puncta GFPLC3 et de vésicules à doubles membranes. 
L’autophagie est induite après contact entre les cellules non infectées et la protéine Env 
exprimée à la membrane des cellules infectées630,749. L’induction est dépendante du processus 
de fusion de la gp41 avec la membrane plasmique, après la fixation par Env du récepteur CD4 
et de son corécepteur (CXCR4 ou CCR5)749,750. Le mécanisme d’induction de l’autophagie 
par gp41 reste inconnu, mais s’opère indépendamment des voies de transduction en aval de 
l’engagement du CD4 et de ses corécepteurs. L’accumulation des autophagosomes pourrait 
être la conséquence d’un stress cellulaire comme la production de ROS suite à la fusion 
cellule/cellule (formation de syncytia), ou l’hémifusion des membranes cellulaires, induites 
par la gp41751.  

En bloquant l’induction de l’autophagie avec du 3-MA ou des siRNA dirigés contre 
les protéines Beclin1 et Atg7, l’apoptose des T CD4 induite par Env est réduite630. De même 
l’ajout de Bafilomycine A1 (Baf A1) qui inhibe la maturation des autophagosomes bloque 
l’apoptose, suggérant que l’intégralité du processus de dégradation par autophagie est 
nécessaire. Le facteur Beclin 1 qui s’accumule dans les LT CD4 très rapidement après contact 
avec la gp41752 pourrait jouer un rôle dans l’induction de l’apoptose, de par son interaction 
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avec Bcl-2106 (cf. partie I -A -2.1.7.2). Notons que les relations entre la machinerie 
autophagique et l’apoptose sont mal comprises et qu’il est toujours difficile d’évaluer si 
l’induction de l’autophagie dans des cellules apoptotiques est une conséquence ou une cause 
de l’apoptose. En effet, dans diverses conditions, l’autophagie peut être induite dans des 
cellules après un stress induisant l’apoptose et jouerait alors un rôle pour la survie de ces 
cellules753–755. 

Pour conclure, la protéine Env semble jouer un rôle important dans la 
physiopathologie de l’infection virale, en induisant la mort cellulaire des LT CD4 non 
infectés, notamment via l’induction de l’autophagie. Cependant, d’autres mécanismes sont à 
l’œuvre dans la déplétion des LT CD4 non infectées : ces cellules pourraient mourir par 
pyroptose629,756 (mort cellulaire programmée induite par l’inflammation) suite à une infection 
abortive (sans intégration du génome viral / réplication). Il est intéressant de noter que la 
pyroptose est un mécanisme qui fait intervenir l’inflammasome. Des études seront nécessaires 
pour comprendre le mécanisme conduisant à la dérégulation de cette voie dans les LT CD4 
réfractaires à l’infection VIH, mais l’autophagie pourrait jouer un rôle (cf. partie I -C -
1.2.2.2). 

3.2. LT CD4 infectés 
Les groupes de Stephen A. Spector757 et de Martine Biard-Piechaczyk et coll.749, ont 

décrit les premiers les interactions entre la machinerie autophagique et le VIH dans les 
LT CD4 où le virus se réplique, en montrant une inhibition de l’autophagie dans ces cellules. 
Paradoxalement, deux études plus récentes par les groupes de Indira Hewlett758 et de Jérôme 
Estaquier118 décrivent le phénomène inverse. Les techniques, les modèles cellulaires et les 
outils utilisés dans chacune de ces études sont comparés dans le Tableau 3.  
 

 – Évidences en faveur d’une inhibition de l’autophagie suite à l’infection VIH 
 
L’étude menée par l’équipe de SA. Spector 757 montre en Western Blot une inhibition 

de la synthèse de Beclin 1 dans des LT CD4 primaires infectés avec un virus X4 (80% de 
cellules marquées Gag p24), comparés aux lymphocytes non infectés. L’inhibition est 
dépendante de l’infection productive, car les mêmes cellules infectées avec du virus inactivé à 
l’aldrithiol-2 (AT-2) ont des niveaux d’expression de Beclin 1 équivalents à ceux des cellules 
non infectées. Par ailleurs, le nombre de puncta LC3+ est réduit et la lipidation du LC3 est 
inhibée uniquement dans les LT CD4 infectés. Ces résultats suggèrent une inhibition de 
l’autophagie dans ces cellules. Cette inhibition est comparable à celle induite par le 3-MA, et 
elle est en partie réversible par l’ajout de rapamycine ou lorsque les cellules sont cultivées 
dans un milieu pauvre en nutriments. L’ensemble de ces résultats suggère que dans les LT 
CD4 infectés, le VIH bloque les étapes d’initiation précoce de l’autophagie en amont de 
mTOR757 (cf. partie I -A -2.1.7.1).  
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L’inactivation avec AT-2 n’empêche pas la fusion de gp41 à la membrane de la 
cellule759. Pourtant, l’autophagie ne semble pas augmentée dans les lymphocytes non infectés 
mis en contact avec le virus inactivé757. Ceci suggère que l’induction de l’autophagie par 
l’activité fusogène de la gp41 dans les LT CD4 non infectés750 (cf. partie précédente) ne 
s’observe que par contact cellule/cellule. 

Les résultats décrits dans les LT CD4 primaires ont été confirmés par l’équipe de 
M. Biard-Piechaczyk et coll. dans des cellules de la lignée lymphocytaire MOLT-4, infectées 
avec des virus X4 ou R5749 (respectivement 60 et 50% de cellules Gag p24) produits par des 
293T présentes dans la culture. Le nombre d’autophagosomes visibles en TEM est diminué et 
l’accumulation du LC3-II mesurée par Western Blot est inhibée. A contrario, dans les 
lymphocytes non infectés issus de la même culture, l’autophagie est activée, confirmant 
l’effet indirect de l’infection. Ainsi, il semble que les mécanismes d’induction de l’autophagie 
médiée par la gp41 dans les cellules non infectées, soient déjoués dans les cellules 
productivement infectées, mais le mécanisme exact n’est pas connu. 

 

 – Évidences en faveur d’une induction de l’autophagie suite à l’infection VIH 
 
Une étude par Indira Hewlett et coll.758 montre que l’infection par le VIH-1 ou le 

VIH-2 induit une augmentation des autophagosomes dans les cellules de la lignée 
lymphocytaire T Jurkat et dans les LT CD4 primaires (cf. Tableau 3).  

Ces résultats sont en contradiction avec les deux études précédentes. Cependant, les 
pourcentages d’infection ne sont pas évalués dans ces expériences. Il est possible que 
l’activation de l’autophagie observée dans les LT CD4 primaires (et dans les Jurkats) reflète 
davantage l’action de l’enveloppe virale sur le flux autophagique dans les lymphocytes non 
infectés (cf. partie précédente), qu’un réel effet de l’infection productive sur l’autophagie. En 
accord avec cette dernière hypothèse, les auteurs ont montré une augmentation de l’apoptose 
dépendante de l’autophagie dans les Jurkats trois et sept jours après « l’infection »758.  

Les auteurs ont également évalué l’effet de l’inhibition de l’autophagie sur la 
réplication virale en mesurant par RT-PCR quantitative le nombre de copies d’ARN viraux 
présents dans le surnageant de cellules Jurkats infectées. Ce nombre est fortement diminué 
dans le surnageant des cellules traitées 3-MA pendant deux jours ou transfectées par un 
siRNA ciblant Beclin 1, suggérant que l’autophagie est nécessaire à la réplication virale dans 
ces cellules758. Cependant, ni la viabilité des cellules ni leur capacité de renouvellement ne 
sont mesurées, ce qui rend difficile l’interprétation de ces résultats. Quoi qu’il en soit, ils sont 
en accord avec les études génétiques décrites dans la partie I -E -2. A contrario, l’induction de 
l’autophagie par la rapamycine dans des HeLa infectées et dans des LT de la lignée H9 
n’induit pas d’augmentation de la réplication virale527. Cependant, la rapamycine de par son 
action sur mTOR peut avoir des effets pléiotropiques sur la biologie de la cellule 
indépendamment de son action sur l’autophagie. Toutefois, ces données montrent les limites 
de l’utilisation des différentes lignées lymphocytaires T modèles pour l’étude des interactions 
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entre l’autophagie et le VIH, et les résultats obtenus dans ces cellules pourraient ne pas être 
représentatifs de la réalité dans les LT CD4 primaires. 

L’équipe de J. Estaquier a réalisé récemment une étude des interactions entre le VIH et 
la machinerie autophagique dans les LT CD4 primaires infectés118. Dans les cellules où le 
VIH se réplique, le facteur de transcription p53 est activé (phosphorylé) et s’accumule dans le 
noyau. Cette accumulation induit l’expression de DRAM qui conduirait à l’augmentation du 
flux autophagique (cf. partie I -A -2.1.7.3), mesuré aux jours 4, 5 et 6 post-infection (40% de 
cellules marquées Gag p24 au jour 5). L’induction de l’autophagie est restreinte aux LT CD4 
productivement infectés marqués Gag p24, et le flux autophagique dans les cellules en contact 
avec le virus ne varie pas significativement en comparaison avec les cellules non infectées. 
Cette étude est particulièrement convaincante car les auteurs ont utilisé plusieurs techniques 
pour mesurer le flux autophagique dans les cellules infectées (cf. Tableau 3). Ils ont mesuré 
en microscopie l’augmentation du nombre d’autophagosomes marqués LC3, et en Western 
Blot l’accumulation de la forme LC3-II. Cependant, ces observations peuvent aussi bien 
refléter l’induction de l’initiation de l’autophagie que le blocage des étapes de maturation 
lysosomale (cf. partie I -A -2.1.6). Dans les LT CD4 infectés, les niveaux d’expression des 
protéines Beclin 1, DRAM et Atg5 sont augmentés et la fonction lysosomale (mesurée par un 
marquage LAMP2 en microscopie) est conservée, ce qui confirme l’induction de 
l’autophagie. Par ailleurs, la quantité de p62 diminue dans ces cellules, confirmant 
l’augmentation du flux autophagique (cf. partie I -A -2.2.2 –p62/SQSTM1). De plus, 
l’inhibition de DRAM ou de p53 par des siRNA induit une diminution forte du nombre de 
cellules autophagiques marquées Gag p24.  

En conclusion, ces résultats suggèrent fortement que dans les LT CD4 où le VIH se 
réplique, l’accumulation de p53 et de DRAM conduit à l’induction du flux autophagique. 
DRAM et p53 induirait également la mort cellulaire des LT CD4 infectés, mais ce de manière 
indépendante de l’autophagie118.  

De façon intéressante, les virions observés en TEM ne sont pas retrouvés dans les 
autophagosomes des LT CD4118, contrairement aux résultats décrits dans les macrophages 
infectés527,760 (cf. partie I -E -4.2). 
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Tableau 3 – Dans les LT CD4 
Cell. primaires ou 

lignées 
Impact de l’autophagie sur le 

VIH 
(bleu : réduit la réplication ; 

rouge : favorise) 

Impact du VIH sur 
l’autophagie 

(vert : inhibe l’autophagie ; 
violet : induit) 

Outils pour moduler 
l’autophagie (dans les 
cell. inf. ou en contact 

avec le VIH) 

Techniques pour 
mesurer l’autophagie 

et son flux 

Commentaires Réf 

LT CD4 non infectés 

LT CD4 primaires 
et lignées T 

A2.01/CD4.403 
/ 

 à la mb. des cell. inf. 
induit l’autophagie dans les 
LT CD4 Ni de la co-culture 

Fusion de la gp41 à la 
mb. : induit l’autophagie 

 : RAPA 
 : 

3-MA / 
siRNAα 

Atg7/Beclin 1 

Nb. puncta 
GFPLC3 (IF)  

et de vésicules à 2x 
mb. (TEM) 

 

surnageant n’induit pas l’autophagie. 
Autophagie : cause ou conséquence de 

l’apoptose des LT CD4 N. inf ? 

630,749,750 

LT CD4 infectés 

SupT1 

siRNAα PI3K (type III), 
Atg4a, Atg5 et Atg16L : inhibe 
la réplication virale (relargage 
de p24 dans le milieu et % de 

cell. p24+) 

/ 
 :  

Librairie de shRNA 
(Criblage génomique) 

-I/II +/- 
pepstatine +/- 

carences 
-PCR des ARN 

Atg inhibés par les 
shRNA 

Inhiber l’autophagie diminue la 
réplication d’un virus en un cycle : 

l’autophagie régulerait les phases de 
l’infection pré-intégration  

739 

MOLT-4 / Autophagie inhibée dans 
cell. inf. / 

Nb. de vésicules 2x 
mb. (TEM) 

-I/II 

t une diminution de 
LC3-I et LC3-II (WB) : inhibition 

transcriptionnelle ? 
 inf. : identifiées par 

bourgeonnement du VIH (TEM) 

749 

LT CD4 primaires / 

 
cell. inf. 

+ RAPA : rétablie 
partiellement le flux 

autophagique 

 : RAPA 

Nb. puncta LC3+ 
(IF) 

eclin 1 
-I/II 

Infection mesurée par marquage p24 
intracellulaire 

 (80% de cell. inf. p24+). 
757 

Jurkats ou LT CD4 
primaires 

Inhiber l’autophagie diminue la 
réplication virale (qRT-PCR 

des ARN viraux dans le milieu 
de culture) 

Autophagie augmentée 
dans cell. inf. 

 : 3-MA / 
siRNAα Beclin 1 

Nb. de vésicules 2x 
mb. (TEM) 

Atg4D, Atg5-Atg12, 
Beclin 1 

Nb. puncta LC3+ 
(IF) 

% de cell. inf. n’est pas évalué : 
complique l’interprétation des résultats 

(obtenus principalement dans les 
Jurkats) : n’observe t-on pas ici l’effet 

indirect de l’infection décrit par Espert et 
coll. ?  

758 

LT CD4 primaires Pas de virus dans les 
autophagosomes (TEM) 

p53/DRAM dans cell. inf. 

p53/DRAM déclenche la 
mort des cell. inf. 

indépendamment de 
l’autophagie. 

 : siRNAα 
DRAM/p53 
ou siRNAα 

Atg5/Beclin 1 

-I/II (+/- 
pepstatine), Beclin 1, 

Atg5 
-PCR Beclin 1 

 

puncta LC3+ (IF) 
pour différentes 

conditions 
d’infection. 

Convaincant car : plusieurs 
outils/techniques utilisés pour évaluer le 

flux autophagique dans les LT CD4 
primaires inf. p24+ vs cell. Ni en contact 

avec le virus ou cell. sans virus. 

118 

Abréviations spécifiques : cf. Tableau 5 pour la liste des abréviations utilisées 

 

4. INTERACTIONS VIH/AUTOPHAGIE DANS LES MONOCYTES ET LES 
MACROPHAGES 

L’étude des interactions VIH/macrophage a mis en lumière le rôle de l’autophagie à la 
fois comme un mécanisme favorisant et inhibant la réplication virale dans ces cellules. 
L’autophagie jouerait un rôle dans la dégradation du virus dans les macrophages infectés mais 
le VIH aurait développé des mécanismes d’échappement : il semble pouvoir moduler 
l’autophagie dans les cellules infectées comme dans les non infectées (cf. Tableau 4).  

4.1. Monocytes/macrophages non infectés 
L’autophagie n’est pas induite dans les cellules de la lignée monocytaire THP-1 

(différenciée ou non en macrophage) et dans les hMDM, mises en co-culture en présence 
d’AZT avec des cellules (293T ou MOLT-4) exprimant la protéine d’enveloppe du VIH749. 
Ainsi, l’activité fusogène de la gp41 ne semble pas induire l’autophagie dans les monocytes et 
les macrophages ce qui pourrait expliquer que l’effet indirect de l’infection sur l’induction de 
l’apoptose n’est pas observable dans ces cellules. Des études supplémentaires seront 
nécessaires pour comprendre pourquoi l’induction de l’autophagie (et de l’apoptose) par 
l’enveloppe du VIH est restreinte aux LT CD4. Il existe cependant plusieurs hypothèses. 
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D’une part, le flux autophagique basal dans les macrophages est plus élevé que dans les 
lymphocytes, et pourrait masquer l’induction de l’autophagie médiée par Env/gp41. D’autre 
part, les mécanismes de fusion et d’hémifusion des membranes cellulaires suite à la fusion de 
la gp41 à la membrane pourraient conduire à des signaux de stress différents dans les deux 
types cellulaires, notamment pour la production des ROS impliqués dans l’induction de 
l’autophagie751. De plus, les étapes d’entrée du virus et d’interaction avec la protéine Env sont 
différentes entre les DC/macrophages et les LT CD4 (cf. partie I -D -2.1.2). Enfin, la fixation 
de la gp120 aux CD4/co-récepteurs transduit un signal dans la cellule qui pourrait, en fonction 
du type cellulaire, bloquer l’induction de l’autophagie médiée par l’activité fusogène de la 
gp41. 

 

Deux autres études541,761 in vitro suggèrent un effet indirect de l’infection VIH sur le 
flux autophagique dans les macrophages. Cet effet serait médié par la protéine virale Tat, qui 
peut être secrétée762 par les cellules infectées et est retrouvée dans le plasma de certains 
patients infectés 763. Elle perturberait ainsi diverses fonctions cellulaires dans de nombreux 
types cellulaires764,765. 

Dans les hMDM issus de patients infectés VIH en comparaison avec ceux de donneurs 
sains, la dégradation du parasite Toxoplasma Gondii dépendante de l’autophagie (induite par 
l’engagement du recepteur CD40) est inhibée in vitro761. De plus, l’infection in vitro des 
hMDM par le VIH bloque la dégradation du parasite alors que le pourcentage de macrophages 
productivement infectés par le VIH est très faible, suggérant un effet indirect de l’infection761. 
L’ajout d’AZT en parallèle montre que la néosynthèse virale dans les cellules infectées est 
nécessaire pour observer l’inhibition de la dégradation des parasites dans les cellules non 
infectées de la culture. De plus, le flux autophagique n’est plus augmenté par la rapamycine 
dans des cellules de lignées macrophagiques MonoMac6 co-cultivées avec des hMDM 
infectées avec diverses souches du VIH (sauvage, ∆Nef ou ∆Env)761. De façon remarquable, 
l’ajout d’anticorps neutralisant anti-Tat dans le milieu de culture restaure l’induction de 
l’autophagie par la rapamycine et l’activité dégradative des tachyzoïtes dans les 
macrophages761. Ainsi, Tat serait responsable de l’inhibition de l’autophagie dans les 
macrophages non infectés. Cette inhibition semble être dépendante de l’interaction de Tat 
avec le récepteur CXCR4 et le récepteur au facteur de croissance VEGFR-1 (Vascular 
endothelial growth factor receptor 1), conduisant à l’activation des voies AKT/Src.761 En 
parallèle, Tat induit dans les macrophages la production d’IL10 qui active la voie 
STAT3761,766. Bloquer les voies STAT3 et AKT/Src avec des siRNA empêche l’inhibition de 
l’autophagie par la protéine Tat recombinante présente dans le milieu à des concentrations 
équivalentes à celles retrouvées dans le plasma de patients infectés761,763. 

L’IFNγ induit l’autophagie dans les macrophages (cf. partie I -C -1.1.2.4). Une autre 
étude in vitro541 montre qu’un prétraitement des hMDM avec du Tat recombinant inhibe 
l’effet stimulateur de l’IFNγ sur l’autophagie. Dans ces macrophages, la colocalisation du 
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BCG avec les vésicules LC3+ induite par l’interféron est diminuée, ce qui suggère une 
inhibition dépendante de Tat de l’activité antimicrobienne médiée par l’autophagie. 

Pour conclure, contrairement aux observations dans les LT CD4, Env/gp41 n’inhibe 
pas l’autophagie dans les macrophages non infectés. Cependant, la protéine virale Tat sécrétée 
lors de la réplication virale et retrouvée dans le plasma des patients, serait susceptible 
d’inhiber l’autophagie dans les macrophages, conduisant à une dérégulation de leurs fonctions 
antimicrobiennes. 

4.2. Monocytes/macrophages infectés 
Les interactions entre la machinerie autophagique et le VIH dans les macrophages où 

le virus se réplique sont complexes (cf. Tableau 4). Le VIH manipulerait l’autophagie dans 
ces cellules pour favoriser sa réplication. Ainsi, en accord avec les études génétiques (cf. 
partie I -E -2), l’autophagie semble importante pour la réplication du virus dans les 
macrophages 527,749.  

En effet, le traitement des macrophages infectés (hMDM ou cellules des lignées THP1 
et U937) avec la rapamycine (pendant 4h après 10 jours d’infection) induit l’autophagie et 
augmente le relargage dans le surnageant de culture de la protéine Gag p24527. L’inhibition de 
l’autophagie dans ces cellules après l’ajout de 3-MA527,749 ou le ciblage des protéines Beclin 1 
et Atg7 par des siRNA527 provoque l’effet inverse. Ces résultats suggèrent que l’autophagie 
basale est nécessaire à la réplication virale dans les macrophages527,760. Pourtant, de façon 
contre-intuitive, la protéine de la matrice virale Gag p17 colocalise dans ces cellules avec les 
compartiments autophagiques marqués LC3527 et des virions néosynthétisés sont retrouvés 
dans les autophagosomes en microscopie électronique527. En outre, des expériences de 
co-immunoprécipitation et de fractionnement des compartiments cellulaires indiquent que la 
protéine LC3 interagit avec la protéine Gag dans les macrophages infectés527. 

Ces données suggèrent que dans les macrophages, le VIH peut se retrouver dans les 
autophagosomes mais échappe à la dégradation, puisque l’induction de l’autophagie 
augmente la réplication du virus. L’interaction entre Gag et LC3 pourrait alors contribuer à 
l’assemblage des virions, expliquant pourquoi l’induction de l’autophagie augmente la 
réplication du VIH, mais cette hypothèse n’est pas démontrée.  

 

- Mécanisme d’échappement : rôle de la protéine virale Nef 
 L’induction par la rapamycine de l’autophagie dans les macrophages U937 infectés 
avec un virus délété de Nef (VIH∆Nef) n’augmente pas mais inhibe le relargage de la p24 dans 
le surnageant de culture. De même, l’inhibition de l’autophagie basale par le 3-MA ou des 
siRNA ne provoque pas la diminution de la réplication du VIH∆Nef. Ainsi, l’augmentation de 
la réplication virale via l’autophagie serait dépendante de Nef527. 
 De façon intéressante, l’infection des hMDM par le virus sauvage induit 
l’accumulation du LC3-II, mesurée en Western Blot, et cette accumulation n’est pas retrouvée 
après une infection avec le VIH∆Nef. Par ailleurs, l’expression de Nef dans les U937 est 
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suffisante pour induire l’accumulation des vésicules d’autophagie marquées GFPLC3. Ces 
résultats suggèrent soit l’induction de l’autophagie, soit le blocage de la maturation des 
autophagosomes par Nef. Plusieurs données montrent que Nef bloquerait en fait la maturation 
des autophagosomes, inhibant ainsi leur dégradation via la fusion lysosomale527. Tout 
d’abord, Nef exprimée seule bloque la dégradation dépendante de l’autophagie des protéines à 
longue durée de vie dans les U937. De plus, l’infection des 293T par un virus sauvage 
diminue le nombre d’autolysosomes (marqués par la mRFP-GFPLC3, cf. I -A -2.1.6) alors 
que l’infection par virus ∆Nef n’exerce pas cet d’effet. Enfin, l’inhibition de la maturation des 
autophagosomes par la Baf A1 empêche la dégradation du VIH∆Nef induite par la rapamycine 
dans les U937. Nef colocalise et co-précipite avec la protéine Beclin 1 dans les macrophages 
infectés. Ces deux protéines interagissent donc ensemble via un motif spécifique767 et cette 
interaction est nécessaire pour l’inhibition de la maturation des autophagosomes527. 
 Par ailleurs Nef interagit avec la protéine IRGM et induirait ainsi l’autophagie dans 
des HeLa infectés542 (cf. partie I -C -1.1.2.4) . Ainsi, via Nef, le VIH serait capable d’une part, 
d’induire les étapes d’initiation de l’autophagie pour sa réplication et, d’autre part, d’inhiber 
les étapes de fusion lysosomale lors de la maturation des autophagosomes pour empêcher sa 
dégradation.  
 Tous ces résultats suggèrent des interactions complexes entre le VIH et la machinerie 
autophagique dans les macrophages. La protéine Gag, en interagissant avec LC3, et la 
protéine Nef, en interagissant avec Beclin 1 et IRGM, permettraient au virus d’utiliser 
l’autophagie à son avantage pour augmenter sa réplication. 
 

- Rôle de la vitamine D  
 Le laboratoire de SA. Spector a étudié l’impact de la vitamine D sur l’autophagie et 
sur la réplication virale dans les hMDM510,760,768.  
 Dans les hMDM, la vitamine D sous sa forme active (1,25D3) induit la conversion 
LC3-I/LC3-II510,760, l’accumulation des vésicules LC3+510,760 et la diminution de p62510 dès 
4h de traitement (cf. Tableau 4). Ainsi, à des concentrations proches des concentrations 
physiologiques (50/100pM), la vitamine D induit rapidement l’autophagie dans les hMDM : 
elle augmente l’expression de Beclin 1, de la PI3K de type III et induit leur interaction760. 
Atg5 est également nécessaire760. Le traitement sur plusieurs jours des hMDM par la vitamine 
D n’a pas d’effet cytotoxique.  
 Un prétraitement à la vitamine D des macrophages avant l’infection VIH inhibe de 
façon dose dépendante la réplication virale, mesurée (entre 2 et 10 jours post-infection) par le 
relargage de Gag p24 dans le surnageant de culture510,760 et le pourcentage de cellules 
infectées (marquées Gag p17)510. L’inhibition de la réplication virale suite au traitement n’est 
pas due à des différences dans la capture du virus, ni à son entrée, ni à l’intégration du 
génome viral ou au bourgeonnement des nouveaux virions. Ces résultats suggèrent que c’est 
la phase de néosynthèse des virions qui est inhibée760 par la vitamine D. De façon 
intéressante, la protéine Gag p17 colocalise avec les autophagosomes marqués LC3+ dans les 
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hMDM en présence de vitamine D760. De plus, la vitamine D n’exerce plus d’effet sur la 
réplication du VIH après l’inhibition de l’induction de l’autophagie par des siRNA dirigés 
contre Beclin 1 et Atg5510,760, ou après l’inhibition de la maturation des autophagosomes et 
des fonctions lysosomales510,760. L’ensemble de ces résultats suggère que l’induction de 
l’autophagie par la vitamine D est le mécanisme responsable de l’inhibition de la réplication 
virale dans les hMDM. Ils semblent en contradiction avec l’effet potentialisateur sur la 
réplication virale du traitement rapamycine527. Cependant, la vitamine D induit probablement 
l’autophagie par des voies différentes de la rapamycine et pourrait contrecarrer l’échappement 
du VIH (à la dégradation dans les autolysosomes) médié par la protéine Nef527. De plus, la 
vitamine D induit l’expression de la cathelicidine, un peptide antimicrobien qui active 
l’autophagie et favoriserait l’activité antivirale de la vitamine D510. Notons que l’induction de 
l’autophagie par la vitamine D diminue également la réplication de Mycobactérium 
Tuberculosis dans les macrophages co-infectés (ou non) VIH. Ainsi, le traitement par la 
vitamine D semble particulièrement efficace pour inhiber la réplication des pathogènes via 
l’induction de l’autophagie. 
 De façon remarquable, les ligands TLR8 induisent l’autophagie dans les hMDM, via 
l’augmentation de l’expression du récepteur à la vitamine D et de l’enzyme de conversion de 
la vitamine D sous sa forme active768. Dans les hMDM infectés, le TLR8 potentialise ainsi 
l’effet de la vitamine D sur l’activation de l’autophagie et l’inhibition de la réplication 
virale768. 
 En conclusion, l’autophagie basale est importante pour la réplication du VIH dans les 
macrophages : le virus utilise l’autophagie pour se répliquer et échappe à la dégradation dans 
les autophagosomes via l’interaction entre Nef et Beclin 1 qui bloque leur maturation 
lysosomale. Dans des macrophages où l’autophagie est induite, la réplication virale peut être 
soit inhibée soit potentialisée. Cette dichotomie est fonction des différentes voies d’induction 
de l’autophagie utilisées, certaines semblant plus efficaces pour contrecarrer l’échappement 
du virus à la dégradation dans les autophagolysosomes. 
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Tableau 4 – Dans les Monocytes/Macrophages 
Cell. 

primaires ou 
lignées 

Impact de l’autophagie sur le 
VIH 

(bleu : réduit la réplication ; 
orange : favorise) 

Impact du VIH sur l’autophagie 
(vert : inhibe l’autophagie ; violet : 

induit) 

Outils pour moduler 
l’autophagie (cell. Inf. ou 
en contact avec le VIH) 

Techniques pour 
mesurer l’autophagie et 

son flux 

Commentaires Réf 

Monocytes/macrophages non infectés 

THP-1 et 
hMDM / 

Env à la mb. de cell. inf. (293T et 
MOLT-4) ne modifie pas l’autophagie 
dans les mono/macrophages de la co-

culture 

/ Nb. de vésicules 2x 
mb. (TEM) 

À l’inverse des T CD4, la fusion de 
gp41 n’induit pas l’autophagie dans 

les macrophages 
749 

hMDM / 
+ Tat recombinant dans la culture 

inhibe l’autophagie (et la xénophagie 
des BCG) induite par l’IFN-γ 

 : traitement 
IFN-γ 

-I/II 
Nb. puncta LC3+ (IF) 

Pas de virus utilisé dans cette étude, 
seulement du Tat recombinant. 

541 

MonoMac6 
ou hMDM / 

Tat relargué par des cell. inf. (ou Tat 
recombinant) inhibe l’autophagie dans 

les macrophages N.inf., empêche 
l’induction de l’autophagie par la 
RAPA et inhibe la xénophagie de 

T.Gondi 

 : RAPA 

Nb. puncta LC3+ (IF) 
 

 
xénophagie de T. Gondi 

-Tat ajouté dans la 
culture : restaure l’autophagie/la 

xénophagie de T.Gondii 
sur 

l’autophagie : mesuré dans les 
MonoMac6. Expériences dans les 

hMDM : avec Tat recombinant 

761 

Monocytes/macrophages infectés 

THP-1 et 
hMDM 

Inhiber l’initiation de 
l’autophagie ou bloquer la 

maturation des 
autophagosomes inhibe le 

relargage de p24  

Nb. d’autophagosomes augmente dans 
les mono/macrophages inf. : induction 

de l’autophagie ou blocage de la 
maturation ?  

 : 3-MA 
(inhibe l’induction) et Baf 
A1 (inhibe la maturation) 

Nb. structures à 
doubles mb. (TEM) 

Les cell. inf. sont identifiées par 
bourgeonnement du virus (TEM) 

749 

hMDM, 
U937, 
THP-1 

(et 239T) 

augmente la réplication du 
VIH (relargage de p24, 

niveau d’infectiosité des 
virus relargués et p24 

intracellulaire).  

l’autophagie diminue ou 
augmente le relargage de 

p24. 
p17 colocalise 

avec LC3. Le VIH est 
retrouvé (TEM) dans les 

autophagosomes LC3+ à 2x 
mb.  

-précipite et est co-purifié 
avec LC3 : interaction entre les deux 

protéines ? 
-localise/co-précipite avec 

Beclin 1. 
p24 

médiée par l’autophagie est 
dépendante de l’intéraction Nef/Beclin 

1, qui inhibe la maturation des 
autophagosomes (accumulation des 

autophagosomes non matures) 
VIH utiliserait l’initiation de 

l’autophagie pour sa réplication (via 
l’interaction LC3/Gag ?) et bloquerait 

les phases tardives via l’interaction 
Nef/Beclin 1 pour empêcher sa 

dégradation. 

 : RAPA (4h, 
54µM, post-infection) 

 : 3-MA / 
siRNAα Atg7/Beclin 1  

 

colocalisation 
p17/LC3 

(TEM) dans des 
vésicules 2x mb. 

-précipitation 
Gag/LC3 dans les 

hMDM et Nef/Beclin 1 
dans des lignées 

modèles inf. VIH ou 
transfectées Nef. 

-I/II (+/-
BafA1) 

 -GFPLC3 pour 
mesurer le flux 

autophagique dans les 
293T inf. VIH+/-Nef 

e 
les interactions protéines virales / 

protéines Atg.  

virus relargués dans le surnageant 
d’infection.  

de Nef sur le flux 
autophagique : décrit avec plusieurs 

outils/techniques pour évaluer le 
flux autophagique, mais seulement 

dans les lignées modèles. 

identifier les syncytia et pas de 
quantification de la colocalisation 

LC3/p17  
RAPA : forte pour un 

traitement court post-infection, sans 
évaluation de la mortalité cellulaire.  

527 

hMDM 

ie basale 
inhibe la réplication. 

nduction de l’autophagie 
par la vit. D (et RAPA) : 

inhibe la réplication virale 
(p17 intracellulaire et 

relargage p24 dans le milieu) 
sans affecter la survie des 

cell. 
+ vit. D : induit 

colocalisation p17/LC3 
Autophagie induite par la 
vit. D : importante pour 

l’inhibition de la réplication 
du VIH et de M. 

Tuberculosis lors de la 
co-infection. 

L’infection VIH seule ne modifie pas 
la conversion LC3-I/II . Cependant la 

conversion induite par M. Tuberculosis 
(qui induit l’autophagie dans les 

macrophages) est inhibée lors d’une 
co-infection avec le VIH. 

 vit. D (4h, 
50/100pM) et RAPA (4h, 
100nM) (pré-infection) 

 de 
l’autophagie induite par la 

vit. D avec les shRNAs 
anti Beclin 1 et Atg5 dans 

les cell. inf. ou co-inf. 
 de la 

maturation des 
autophagosomes avec Baf 

A1/SID 26681509 dans 
les cell. co-inf. 

p17 & LC3 
Nb. puncta LC3+ (IF) 

-I/II (+/- 
pepstatine), PI3K de 
type III et Beclin 1 

conversion LC3-I/II par 
FACS 

 

 : utilisée à des 
concentrations physiologiques. 

rs outils/techniques pour 
évaluer l’autophagie. 

virus relargués dans le surnageant 
d’infection.  

Marquage LC3 (colocalisation 
avec p17 en IF) très diffus. Pas de 
quantification de la colocalisation. 

étude de Kyei et 
coll., induire l’autophagie (avec la 

vit. D ou la RAPA) inhibe la 
réplication virale dans les 
macrophages. Cependant : 

concentration de RAPA utilisée plus 
faible (sans effet sur la mortalité 

cellulaire) et en pré-infection. 

510,760 

hMDM 
 

l’autophagie et potentialise 
l’induction de l’autophagie 

par la vit. D: des 
shRNAαTLR8 et contre le 

récepteur de la vit. D inhibe 
l’autophagie. 

par TLR 8 en présence de 
vit. D : inhibe la réplication 
virale (relarguage de la p24) 

/ 

 : ssRNA40 et 
CL097 (ligands TLR8) + 

la vit. D 
Inhibition : shRNA anti 

Beclin 1 et Atg5 

-I/II et PI3K 
de type III 

 
Nb. puncta LC3+ (IF) 

utilisée à des concentrations 
physiologiques. 

Plusieurs outils/techniques utilisés 
pour évaluer le flux autophagique 

768 

hMDM et 
lignées 

cellulaires 

l’autophagie via l’inhibition 
d’IRGM inhibe la 

réplication virale (relargage 
de la p24 après 24h 

d’infection). 

transfecté dans les HeLa induit 
l’augmentation du Nb. 

d’autophagosomes (induction de 
l’autophagie ?). 

 : dans des 
HeLa/293T co-transfectées, IRGM et 

Nef colocalisent et co-précipitent  

 : (Hela et 
hMDM): siRNAα Atg5 et 

IRGM 

-I/II dans les 
hMDM 

Nb. puncta GFPLC3 
dans les Hela 

Interaction IRGM avec 
Atg5, LC3, Atg10 

(Experience double 
hybride et 

co-précipitation) 

interactions VIH/autophagie mais 
sur les interactions des virus ARN 

avec la voie IRGM induisant 
l’autophagie. 

p24 dans 
le milieu 24h après infection semble 

court pour parler de réplication 
virale dans les macrophages. 

L induction par Nef de l’autophagie 
pourrait être un blocage de la 

maturation comme décrit par Kyei et 
coll 

542 

Abréviations spécifiques : cf. tableau 5 pour la liste des abréviations utilisées 
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5. INTERACTIONS VIH/AUTOPHAGIE DANS LES DC 
Les DC jouent un rôle primordial dans la physiopathologie de l’infection VIH et 

l’établissement de la réponse immune antivirale (cf. parties I -D -2). Pourtant, les rôles de 
l’autophagie dans l’infection des DC par le virus, l’établissement de la réponse antivirale et 
les interactions du virus avec la machinerie autophagique dans ces cellules sont encore peu 
étudiés.  

Ainsi, deux études seulement se sont penchées sur les interactions entre le VIH et la 
machinerie autophagique dans les DC (cf. Tableau 5). L’une dans les DC plasmacytoïdes553 et 
l’autre dans les DC myéloïdes512. Elles se focalisent toutes les deux sur la phase d’interaction 
sans infection productive par le VIH, moins de 24h après l’infection, avant réplication. 

5.1. hpDC chargées avec le virus 
 Les hpDC, triées du sang de donneurs sains, secrètent de grande quantité d’IFNα après 
une incubation (de 16h) avec le VIH553. La sécrétion d’IFNα étant induite par un virus 
inactivé à l’AT-2, la réplication virale n’est pas nécessaire. Cette sécrétion est dépendante de 
l’activation de la voie TLR7 par le virus entrant: inhiber à l’aide d’un siRNA l’expression du 
TLR7 dans les hpDC diminue drastiquement la sécrétion d’IFNα induite par le virus ou un 
ARNss39. Par ailleurs, un siRNA dirigé contre Atg7 inhibe également la production d’IFNα39. 
Or l’activation de la voie TLR7 induit l’autophagie dans le hpDC, mesurée par la conversion 
LC3-I/II en Western Blot, l’expression accrue d’Atg7 et l’augmentation du nombre de puncta 
LC3+ visibles en microscopie39. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’induction de l’autophagie 
via la voie TLR7 est nécessaire pour la production d’IFNα suite à la reconnaissance par le 
TLR7 d’ARNss viraux. De plus, la reconnaissance des virus ARNss par le TLR7 est 
dépendante de l’autophagie472. Une hypothèse serait que le virus entrant serait conduit dans 
des compartiments autophagiques pour être dégradé et que les produits issus de cette 
dégradation seraient reconnus par le TLR7, qui activerait en retour l’autophagie. 
 En conclusion, les voies d’induction de l’autophagie et d’activation du TLR7 
semblent étroitement connectées dans les hpDC, pour permettre la reconnaissance du VIH et 
induire l’immunité innée antivirale.  

5.2. hmDC chargées avec le virus  

5.2.1. Xénophagie du VIH et échappement viral 

 La dégradation du VIH s’observe rapidement après son entrée dans les DC351,672.De 
façon remarquable, la protéine Gag p24 du VIH colocalise rapidement (dès 15min et jusqu’à 
20h, avec un pic de colocalisation à 12h) avec les vésicules LC3+ après l’entrée du virus dans 
les hMDDC512. La protéine virale est également retrouvée dans des compartiments 
lysosomaux marqués LAMP-1 et LC3, et le virus est observable en TEM dans des structures 
vésiculaires à doubles membranes512. Ces données semblent indiquer que le virus entrant se 
retrouve rapidement dans les autophagosomes et les amphisomes, pour être dégradé par la 
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voie lysosomale512. En accord avec ces résultats, inhiber l’autophagie avec un siRNA dirigé 
contre LC3 induit une augmentation de la quantité de Gag p24 présente dans les DC 
(observable en microscopie et en cytométrie) comparée aux DC transfectées avec un siRNA 
contrôle512. Ces mêmes DC sont co-cultivées avec des LT CD4 pour mesurer l’efficacité du 
transfert cellules/cellules en trans du virus (précédemment décrit653,672,675). Les lymphocytes 
co-cultivés avec les DC dont l’autophagie est inhibée sont plus facilement infectés. Ainsi 
l’autophagie serait impliquée dans la dégradation du virus entrant, et inhiberait le taux de 
transfert en trans du virus aux LT CD4512. 
 L’infection des DC myéloïdes humaines dérivées de monocytes (hMDDC) ou triées 
du sang de donneurs sains conduit rapidement (dès 1h), en absence de réplication, à une 
inhibition de l’initiation de l’autophagie. En effet, le virus induit une diminution de la 
conversion LC3-I/-II, l’accumulation de la p62 et de protéines ubiquitinées et l’augmentation 
du nombre de puncta LC3+512. Le virus déclenche la phosphorylation des protéines Erk, p-S6 
et in fine de mTOR, impliquée dans les étapes précoces d’induction de l’autophagie (cf. partie 
I -A -2.1.3)512. Un virus délété pour Env n’est pas capable d’induire l’activation de la voie 
mTOR, et Env seule dans le milieu de culture est suffisante. De plus, la fusion de l’enveloppe 
virale n’est pas nécessaire et un anticorps anti-CD4 induit la phosphorylation mTOR. Ces 
résultats suggèrent fortement que l’inhibition du flux autophagique est dépendante de 
l’interaction de la protéine Env avec son récepteur CD4, déclenchant la phosphorylation 
activatrice de mTOR via la voie Erk/pS6512. 
 En conclusion, le VIH semble avoir développé un mécanisme pour échapper 
partiellement à la dégradation par autophagie lors de son entrée dans les DC myéloïdes. En 
inhibant rapidement l’autophagie dans ces cellules, Env pourrait restreindre l’envoi du virus 
dans les autophagosomes/amphisomes, et augmenterait ainsi le transfert en trans des DC vers 
les lymphocytes T CD4, cibles principales de l’infection. 

5.2.2. Interactions autophagie/TLR/VIH 

 L’autophagie est impliquée dans la régulation positive de la réponse TLR (cf. partie I -
C -1.2.1) : ainsi, l’inhibition de l’autophagie dans les hMDDC suite à une transfection par des 
siRNA dirigés contre LC3 ou Atg5 conduit à une diminution de la réponse TLR4 et TLR8 
(mesurée par la sécrétion de TNFα et l’activation de la voie NF-κB)512. De façon 
remarquable, l’infection par le VIH et l’ajout de la protéine d’enveloppe recombinante 
inhibent également les réponses TLR4 et 8 dans les hMDDC512. A contrario, le VIH∆Env 
n’induit pas l’activation de la voie NF-κB après un traitement LPS. Ces données suggèrent 
que VIH, via l’inhibition par Env de l’autophagie, inhibe les réponses TLR4 et 8 dans les 
hMDDC512. Ce mécanisme pourrait expliquer en partie l’inhibition de l’activation TLR 
observée dans les DC de patients en phase chronique d’infection VIH769,770. 
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Tableau 5 – Dans les DC 
Cell. 

primaires 
ou lignées 

Impact de l’autophagie sur 
le VIH 

(bleu : réduit la réplication ; 
rouge : favorise) 

Impact du VIH sur l’autophagie 
(vert : inhibe l’autophagie ; violet : induit) 

Outils pour moduler 
l’autophagie (cell. 
Inf. ou en contact 

avec le VIH) 

Techniques pour mesurer 
l’autophagie et son flux 

Commentaires Réf 

DC chargées avec le virus (sans réplication virale) 

hMDDC et 
hmDC 

primaires  

VIH entrant dans les 
hMDDC semble dégradé par 

autophagie :  
p24 colocalise avec LC3 
entre 12h et 20h après 

infection et se retrouve dans 
des compartiments 

lysosomaux 
VIH retrouvé dans des 

vésicules 2x mb. (TEM) 

augmente la quantité de p24 
associée aux hMDDC 

l’autophagie dans 
les hMDDC augmente le 
transfert du VIH aux LT 

CD4 (sans réplication virale) 

la présentation CMH-II 
d’antigènes exogènes du 

VIH  

les hMDDC et les hmDC primaires indépendament de la 
fusion : l’interaction Env/CD4 (indépendament du 
tropisme viral) conduit à l’activation de mTOR par 

phosphorylation et l’inhibition du flux autophagique 
observable après 1h. 

inhibe la réponse TLR4 et 8 à leurs ligands respectifs 
(mesurée par la production de TNFα) 

 : RAPA 
 : 

siRNAα LC3, Atg5 
ou 3-MA (ou 

l’infection VIH) 

p24/LC3 
Nb. puncta LC3+ (IF) 
(cinétique) +/- ChQ 

-I/II (+/-ChQ 
et/ou RAPA) 

 

IF des protéines ubiquitinées 

mTOR (mesurée en WB par 
la phosphorylation de la 

protéine S6 et de mTOR). 

Quantification et 
cinétique de 

colocalisation entre p24 
et LC3. 
Plusieurs 

outils/techniques pour 
évaluer le flux 
autophagique 

hmDC primaires 

512 

hpDC 
primaires / 

ctivation de la voie TLR7 dans les pDC par le VIH 
ou un ARNss : induit l’autophagie.  

Induction nécessaire pour la production d’IFNα par les 
pDC chargées avec le virus. 

 : 
ligands TLR7 (et 

VIH), RAPA 
 : 3-MA 

Nb. puncta LC3+ (IF) 
-I/II 

Dans les hpDC 
primaires 

 Peu de contrôles de 
l’induction de 
l’autophagie. 

553 

Abréviations spécifiques : Ref. : références / N.inf. : non infecté / inf. : infecté / co-inf. : co-infecté / cell. : cellule / mb. : membrane / Nb. : nombre / 2x : 
 double / RAPA : rapamycine / WB : Western Blot IF : immunofluorescence / Gag p24 et Gag p17 : p24 et p17 / 
 siRNAα :siRNA-anti / vs : versus / mono : monocytes / coll. : collaborateurs / + : ajout de / vit. D : vitamine D 

5.2.3. Autophagie et présentation des antigènes du VIH.  

5.2.3.1. In vitro chez l’homme 

 L’autophagie peut être un régulateur clef de la réponse immune adaptative, dans 
certains contextes d’infections par divers pathogènes (cf. partie I -C -2). Cependant, malgré 
les connections entre la voie endocytaire/phagocytaire et l’autophagie (cf. partie I -A -2.1.6.1 
et partie I -C -1.1.3), peu d’études ont décrit un rôle de l’autophagie dans la présentation des 
antigènes exogènes sur les molécules du CMH-II (cf. partie I -C -2.1.3). Des DC mises en 
contact avec le VIH induisent l’activation des clones spécifiques d’épitopes de la protéine 
Gag653, mesurée par le pourcentage de lymphocytes sécrétant du TNFα en ICS (intracellular 
cytokines staining)512 et de l’IFNγ en ELISPOT512. Lorsque l’autophagie est inhibée dans les 
hMDDC (par des siRNA contre LC3 et Atg5), l’activation des clones T CD4 est fortement 
diminuée512. Par ailleurs, l’inhibition de l’autophagie par des drogues comme le 3-MA ou son 
activation par la rapamycine inhibe et active respectivement la réponse des clones T CD4512. 
Le 3-MA n’a pas d’effet sur l’activation des LT CD8. 
 En conclusion, inhiber l’autophagie in vitro dans des hMDDC qui ont capturé du 
virus diminue la présentation des antigènes exogènes sur les molécules du CMH-II, 
conduisant à l’inhibition de la réponse LT CD4 spécifique contre le virus. L’autophagie serait 
donc impliquée dans la présentation par le CMH-II d’antigènes provenant du VIH entrant 
dans les DC. Les LT CD4 orchestrent les réponses lymphocytaires T CD8 mémoires771,772 et 
B773,774.  

5.2.3.2. In vivo chez la souris 
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 Dans des cellules HeLa, la protéine GFPLC3 colocalise en microscopie confocale avec 
la protéine de fusion entre Gag du VIS et LC3b (VISGagLC3)601. De même, VISGagLC3 
colocalise avec le marqueur lysosomal LAMP-2 et des compartiments riches en CHM-II dans 
des cellules de lignées macrophagiques murines (RAW 264.7)601. Après un traitement 
rapamycine, la quantité de VISGagLC3 diminue, suggérant une accélération de sa 
dégradation par autophagie. Ainsi VISGagLC3 serait acheminée efficacement dans les 
autophagosomes pour être dégradée dans des compartiments endo/lysosomaux riches en 
CMH-II. 
 In vitro, des BMDC murines chargées avec la protéine VISGagLC3 activent de façon 
plus efficace des lymphocytes T CD4 murins spécifiques de Gag, en comparaison avec les 
BMDC chargées avec VISGag : la production d’IFNγ par les T CD4 spécifiques de Gag est 
augmentée jusqu'à dix fois601. Ainsi, forcer l’acheminement de VISGag in vitro dans les 
autophagosomes des cellules semble conduire à une meilleure présentation des épitopes de 
Gag sur les molécules du CMH-II. 
 In vivo, l’immunisation de souris par transfection de l’ADN codant pour VISGagLC3 
puis injection de vecteurs adénoviraux codant pour cette protéine conduit à une meilleure 
activation de la réponse immune lymphocytaire T CD4, mesurée ex vivo en ELISPOT IFNγ, 
en comparaison avec les souris immunisées par VISGag601. Par ailleurs, la poly-fonctionnalité 
des lymphocytes T CD4 et CD8 est augmentée, mesurée par la fréquence des lymphocytes qui 
secrètent l’IL2 et/ou l’IFNγ et/ou le TNFα601. Le pourcentage de LT CD4 des souris 
immunisées SIVGagLC3 secrétant des cytokines est trois à six fois supérieur au pourcentage 
retrouvé dans les souris immunisées SIVGag, et le pourcentage des LT CD8 est augmenté de 
deux à trois fois. Enfin, la concentration des anticorps spécifiques de Gag détectés dans le 
plasma est significativement supérieure dans les souris immunisées VISGagLC3, comparée 
aux souris immunisées VISGag601. 
 Cette étude démontre que l’acheminement d’antigènes (ici Gag du VIS) dans les 
autophagosomes potentialise in vivo les réponses immunes adaptatives cellulaires et 
humorales. Cette stratégie pourrait conduire à l’élaboration de nouveaux vaccins où des 
antigènes seraient acheminés dans les autophagosomes et l’autophagie serait activée, pour 
induire une meilleure protection contre les infections par divers pathogènes.  
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II - OBJECTIFS DU PROJET DE THESE 
 

 L’autophagie est un mécanisme complexe et régulé aboutissant à la dégradation 
lysosomale des composants cytoplasmiques (partie I -A -2). Elle joue un rôle important dans 
l’élaboration des réponses immunes innées (partie I -C -1) et adaptatives (partie I -C -2) 
contre divers pathogènes. Son importance est illustrée par les multiples mécanismes 
d’échappement que les bactéries et les virus ont développés au cours de leur évolution (partie 
I -C -3). 
 L’impact de l’autophagie sur la réplication du VIH-1 (VIH) et les conséquences 
(directes ou indirectes) de l’infection sur le flux autophagique ont été décrits dans des lignées 
cellulaires, dans les LT CD4, et dans les macrophages (partie I -E -). Dans les macrophages 
infectés, le virus peut-être envoyé dans les autophagosomes pour être dégradé (partie I -E -
4.2), mais semble avoir développé des mécanismes d’échappement lui permettant d’utiliser 
l’autophagie pour promouvoir sa réplication (cf. Tableau 4). 
 Cependant, peu de données sont disponibles quant aux interactions qui existent entre 
la machinerie autophagique et le VIH dans les DC (cf. Tableau 5). Pourtant, ces cellules sont 
parmi les premières à rencontrer le virus dans les muqueuses, et semblent nécessaires pour 
initier les réponses innées et adaptatives antivirales (parties I -B - ; I -D -2.2 ; I -D -2.3). En 
collaboration avec notre laboratoire, F. Blanchet a montré in vitro que le virus capturé par les 
hmDC se retrouve rapidement dans des autophagosomes, qui fusionnent ensuite avec les 
lysosomes où ils sont dégradés (partie I -E -5.2). L’inhibition de l’autophagie conduit à un 
transfert accéléré du virus aux LT CD4. Ainsi, dans les DC, l’autophagie participerait à 
l’immunité innée antivirale. Par ailleurs, l’inhibition de l’autophagie dans ces cellules 
diminue la présentation des antigènes viraux exogènes et l’activation des LT CD4 spécifiques, 
suggérant que l’autophagie joue aussi un rôle dans l’élaboration de la réponse adaptative 
contre le VIH.  
 Bien qu’il existe des mécanismes inhibant leur infection, le virus peut se répliquer in 
vitro dans les DC, et des DC infectées sont retrouvées dans les tissus des patients (partie I -D -
2). Les DC infectées sont donc susceptibles de participer à l’activation de la réponse 
lymphocytaire. Cependant, aucune étude n’a encore cherché à déterminer la capacité des DC 
infectés à présenter les antigènes du VIH néosynthétisés aux lymphocytes T CD4. 
L’autophagie pourrait jouer un rôle, et avoir un impact sur la réplication virale dans les DC 
infectées.  
 Ma thèse s’est donc axée sur les objectifs suivants (cf. Figure 26) 

 Déterminer si les DC infectées sont capables de présenter des antigènes viraux 
néosynthétisés sur les molécules de CMH-II pour activer la réponse LT CD4 
spécifique. 
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 Caractériser le rôle des différentes formes d’autophagie (macroautophagie et 
CMA) dans l’apprêtement de ces antigènes endogènes sur les molécules de 
CMH-II, et l’activation des LT CD4 spécifiques.  

 Déterminer si augmenter l’apport d’antigènes du VIH dans les 
autophagosomes des DC peut potentialiser la réponse T CD4 spécifique. 

 Déterminer si le VIH peut se retrouver et être dégradé dans les 
autophagosomes des DC infectées, et si le virus a développé des mécanismes 
d’échappement. La macroautophagie pourrait dès lors affecter la réplication du 
VIH dans ces cellules. 

 
Figure 26 – Objectifs de mon projet de thèse 
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III - RESULTATS 
A - PREAMBULE 

GENERAL ABSTRACT 
 
 HIV-1 manipulates antigen-presenting cells (APC) such as dendritic cells (DC), witch 
orchestrate innate and adaptive immune responses, in order to propagate in the host and to 
establish viral reservoirs. We are studying the role of autophagic processes in DC/HIV-1 
interactions with a focus on antigen presentation. We have previously shown that 
macroautophagy in DC participates in the degradation of incoming HIV-1 particles leading to 
activation of HIV-1-specific (HS) CD4 T cells.  
 HIV-1 can also productively infect DC. I thus first asked whether neo-synthetized 
viral proteins might represent an additional source of HIV-1 antigens. Remarkably, I have 
shown using infected monocyte-derived DC that de novo expression of Gag leads to the 
activation of HS CD4 T cells, highlighting that this antigen is endogenously processed in 
order to be presented into MHC-II molecules. Since macroautophagy and chaperon-mediated 
autophagy (CMA) are known to be involved in this process for other viral antigens and model 
antigens, I then dissected the role of these two pathways. Using several tools including 
inhibitors and shRNA, I demonstrated that in HIV-1-infected DC neither macroautophagy nor 
CMA contribute significantly to the processing of HIV-1-Gag epitopes into MHC-II 
molecules. I also used a Gag-LC3 fusion protein to specifically channel Gag into LC3+ 
autophagic vesicles in DC. In this context, inhibiting autophagy dramatically reduced the 
presentation of HIV-1-Gag epitopes to CD4+ T cells. Strikingly, channelling Gag into 
autophagosomes generated epitopes that were not processed endogenously in the context of 
HIV-1 infection. Thus specifically directing HIV-1 proteins toward autophagosomes might 
influence the repertoire of MHC-II-restricted HIV-1 antigens.  
 I further analyzed whether autophagy could affect HIV-1 replication in infected DC. 
In these cells, in contrast to what has been described in macrophages, Gag did not colocalize 
with LC3 or with the autophagic adaptor p62, suggesting that newly-produced HIV-1 
particles are not sequestrated into autophagosomes. The Gag-LC3 fusion protein was used 
here as a positive control of colocalization. To determine whether my findings might reveal a 
DC-specific escape mechanism developed by HIV-1, I used various HIV-1 mutants, enhanced 
autophagic flux using drugs or TLR ligands, and expressed Gag in the absence of other HIV-1 
proteins. Overall, my work suggests that HIV-1 does not manipulate autophagy in 
productively-infected DC. Moreover, modulating autophagy in DC (using shRNA) does not 
impact HIV-1 replication and propagation.  
 Finally, my work highlights the complexity of the interactions between the autophagic 
process and HIV-1 replication in DC. Unlike during viral entry, HIV-1 does not seem to be 
targeted into autophagosomes after viral replication in infected DC, and autophagy does not 
contribute significantly to the processing of endogenous viral antigens. Nonetheless HIV-1-
infected DC efficiently activates HS CD4 T cells, and targeting HIV antigens into 
autophagosomes greatly enhances this activation and might broaden the repertoire of MHC-
II-restricted antigen. Further dissection of the various routes of endogenous HIV antigen 
processing would aid in the development of innovative vaccines. 
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RÉSUMÉ GÉNÉRAL 
 

Le VIH-1 manipule les cellules présentatrices d’antigènes (APC) qui orchestrent les 
réponses immunes innées et adaptatrices, pour se propager dans l’hôte et établir le réservoir 
viral. Au laboratoire, nous étudions le rôle de l’autophagie dans les interactions entre les 
cellules dendritiques (DC) et le VIH-1 et la présentation des antigènes viraux. Dans divers 
modèles, la macroautophagie et l’autophagie médiée par les chaperonnes (CMA) semblent en 
effet être impliquées dans l’apprêtement d’antigènes sur les molécules du CMH. Ainsi, nous 
avons montré, dans une étude précédente, que la macroautophagie participait à la dégradation 
du VIH entrant dans les DC, conduisant à l’activation de lymphocytes T (LT) CD4+ 
spécifiques du VIH-1. 

Bien que sa réplication y soit limitée, le VIH-1 peut également infecter 
productivement les DC. J’ai donc voulu vérifier si les protéines virales néosynthétisées du 
virus peuvent constituer une source additionnelle d’antigènes. J’ai montré que, de façon 
remarquable, dans les DC infectées, des antigènes endogènes du VIH-1 peuvent être présentés 
par les molécules du CMH-II aux LT CD4 spécifiques. En utilisant différents outils, comme 
des inhibiteurs de l’autophagie ou des shRNA, j’ai montré que ni la macroautophagie ni la 
CMA ne contribuent significativement à l’apprêtement d’épitopes de la protéine virale Gag 
néosynthétisée sur les molécules du CMH-II. En parallèle, j’ai utilisé une protéine de fusion, 
Gag-LC3, pour acheminer spécifiquement Gag dans les autophagosomes (LC3+) des DC. 
Dans ce contexte, les drogues qui inhibent la macroautophagie réduisent drastiquement la 
présentation d’épitopes de Gag aux LT CD4. De façon remarquable, la présence de Gag dans 
les autophagosomes conduit à la génération d’épitopes antigéniques qui, dans le contexte 
infectieux, ne sont pas apprêtés sur les molécules de CMH-II par la voie endogène. Ainsi, 
diriger des protéines du VIH dans les autophagosomes conduirait à des variations dans le 
répertoire des antigènes endogènes présentés sur les molécules de CMH-II.  

Pour évaluer l’impact de l’autophagie sur la réplication du VIH dans les DC, j’ai 
ensuite analysé si la protéine Gag néosynthétisée pouvait être dégradée dans les 
autophagosomes. Dans les DC infectées, contrairement aux observations déjà décrites dans 
les macrophages, Gag ne colocalise ni avec les vésicules autophagiques LC3+, ni avec p62, 
une protéines adaptatrice impliquée dans le ciblage des protéines dans les autophagosomes. 
Ces résultats suggèrent que, dans ce contexte, les virions nouvellement produits ne sont pas 
acheminés et dégradés dans les autophagosomes. La protéine de fusion Gag-LC3 est utilisée 
dans ces expériences comme contrôle positif de colocalisation. Pour déterminer si mes 
observations pouvaient révéler un mécanisme d’échappement développé par VIH-1, j’ai 
utilisé différentes souches virales mutantes, modulé le flux autophagique avec des drogues et 
des ligands TLR, et exprimé Gag dans les DC en l’absence d’autres protéines virales. Dans 
l'ensemble, mon travail suggère que le VIH-1 ne manipule pas la macroautophagie dans les 
DC productivement infectées. En outre, la modulation de l’autophagie dans les DC (à l'aide 
de shRNA) n'a aucune incidence sur la réplication du VIH-1 et sur sa propagation. 

Mes travaux mettent en lumière la complexité des interactions entre l’autophagie et le 
VIH-1 dans les DC. Contrairement à ce qui a été observé lors des étapes d’entrée du virus, le 
virus ne semble pas être acheminé dans les autophagosomes une fois les DC infectées, et 
l’autophagie ne participe pas à l’apprêtement des antigènes néosynthétisés sur les molécules 
de CMH-II. Cependant, les DC infectées activent de façon efficace les LT CD4 spécifiques du 
virus. Forcer l’acheminement d’antigènes du VIH dans les autophagosomes augmente 
fortement cette activation, et semble conduire à une diversification du répertoire des épitopes 
présentés sur les molécules de CMH-II par la voie endogène. Dans le futur, une meilleure 
compréhension des mécanismes d’apprêtement des antigènes viraux endogènes aidera 
certainement au développement de vaccins novateurs.  
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ABSTRACT 
 
HIV-1 replication in dendritic cells (DC) is limited, which might contribute to pathogenicity 
by limiting the ability of DC to activate an optimal immune response. The contribution of the 
covert HIV replication in DC to activation of virus-specific CD4+ T cells is unclear. We 
examined whether covert HIV replication in DC might produce neosynthesized antigens (Ag) 
for MHC-II presentation. Using HIV-infected monocyte-derived DC and HIV-specific (HS) 
CD4+ T cell clones, we demonstrated that de novo expression of HIV-1 Gag Ag leads to the 
activation of Gag-specific CD4+ T cell clones. However, infected DC activate a restricted 
repertoire of Gag-specific CD4+ T cell clones. Autophagy is thought to play an important role 
in endogenous pathway of viral Ag presentation to CD4+ T cells. Using drugs affecting 
autophagy and shRNA, we show that autophagy and chaperone-mediated autophagy do not 
contribute to the activation of HS CD4+ T cell clones. Nonetheless, ectopic targeting of Gag 
into autophagosomes revealed that HIV-1 Gag is competent for autophagy-mediated 
stimulation of specific CD4+ T cells. Remarkably, autophagy-mediated presentation of Gag 
Ags is very potent and induces the activation of Gag-specific CD4+ T cell clones that are not 
normally activated by HIV-1-infected DC. Thus, autophagy controls the repertoire of HIV 
antigens presented by DC to CD4+ T cells. In productively infected DC, HIV-1 Gag is not 
process by an autophagy-mediated presentation pathway, which has implications for vaccine 
design. 
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INTRODUCTION 
 
The recent discovery of broad and potent HIV-1 neutralizing antibodies (bnAbs) renewed 
optimism for developing a vaccine against HIV-1 (Chiodi and Weiss, 2014). However, bnAbs 
arise late in the course of HIV-1 (HIV) infection and their generation requires multiple rounds 
of B cell receptor (BcR) affinity maturation. CD4+ T helper cells control key steps of B cell 
fate, including BcR maturation and class switch recombination, and B cell differentiation into 
long-lived Ab secreting plasma cells (Petrovas and Koup, 2014). In addition, during viral 
infections, CD4+ T cells are critical in the generation and maintenance of potent antiviral 
cytotoxic CD8+ T cell (CTL) responses (Sun and Bevan, 2003; Sun et al., 2004). In HIV 
infection, the persistence of HIV-specific (HS) CD4+ T cells secreting IL-21 seems to 
correlate with enhanced HS CTL activity and control of viral infection (Chevalier et al., 
2011). Thereafore, understanding the basis of CD4+ T cell activation is of utmost importance 
(Porichis and Kaufmann, 2011).  
CD4+ T cells recognize their cognate peptide antigen (Ag) presented by Major 
Histocompatibility Class-II molecules (MHC-II) on the surface of antigen presenting cells 
(APC), including B cells, macrophages and dendritic cells (DC). It is widely assumed that 
MHC-II display peptides exclusively derived from extracellular Ag. In this “classical” 
pathway, extracellular Ag are captured, routed in endosomes where they are progressively 
processed by an array of proteases to be eventually loaded in late endosomes as short peptides 
(or epitopes) onto nascent MHC-II (Mantegazza et al., 2013). However, there are numerous 
exceptions to this rule (Eisenlohr et al., 2011). Polarized secretion of proteases at the B cell 
immunological synapse leads to Ag processing in extracellular space (Yuseff et al., 2011) and 
potentially epitope loading on cell surface MHC-II (Moss et al., 2007). Epitopes derived from 
exogenous virus can also bind, in early endosomes, on recycling MHC-II (Pinet et al., 1995; 
Sinnathamby and Eisenlohr, 2003). Some influenza Ag can be retro-translocated in the 
cytosol and processed by the classical MHC-I processing machinery dependent on 
proteasome cleavages and TAP pumps (Tewari et al., 2005). Using Measles virus infection, 
early studies also demonstrated that endogenous, meaning neo-synthesized, viral Ag are 
presented on MHC-II molecules for the activation of CD4+ T cells (Jacobson et al., 1988; 
Sekaly et al., 1988). In fact, depending on the Ag source, localization and the type of APC, a 
single epitope might be processed by different routes (Miller et al., 2013; Nuchtern et al., 
1990).  
Recent evidences suggest that the mechanism of autophagy participates at steady states 
(Dengjel et al., 2005) and upon infection (Paludan et al., 2005), in the processing of MHC-II 
Ag. Autophagy allows eukaryotic cells to digest the content of their own cytoplasm through 
lysosomal routes (Mizushima, 2007). The mechanisms of autophagy include macroautophagy 
(here referred to as autophagy) and chaperone-mediated autophagy (CMA) that have both 
been implicated in Ag presentation by MHC-II (Zhou et al., 2005). Autophagy involves de 
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novo formation of a double membrane that sequesters a portion of cytoplasm in an 
autophagosome that matures into a lytic vesicle (autophagolysosome) (Esclatine et al., 2009). 
CMA does not involve vesicular trafficking (Majeski and Dice, 2004). In this process, soluble 
proteins are selected by a complex of cytosolic chaperones and translocated into lysosomes by 
a membrane receptor (LAMP-2A) (Bandyopadhyay et al., 2008). As for the 
ubiquitin/proteasome system (UPS), autophagy and CMA participate in quality control of 
proteins aggregates and thus affects Ag presentation (Wenger et al., 2012). The participation 
of autophagy in MHC-II Ag presentation has been studied in APC expressing tumor-derived 
or transfected Ag (Dorfel et al., 2005; Ireland and Unanue, 2011; Schmid et al., 2007) and in 
the context of infections, with attenuated bacteria (Jagannath et al., 2009) or with herpes 
viruses, including Epstein Bar virus (EBV) (Leung et al., 2010; Paludan et al., 2005) and 
Herpes simplex virus (HSV) (Lee et al., 2010). Mice with selective impairment of autophagy 
in conventional DC, displayed reduced capacity to process MHC-II-restricted HSV-1 Ag (Lee 
et al., 2010). In contrast, alterations of autophagy in Influenza infected mouse DC or 
fibroblast had no impact on the activation of anti-flu CD4+ T cells (Comber et al., 2011). 
Interestingly, autophagy was initially described as involved in the processing of 
intracellular/endogenous MHC-II Ag (Paludan et al., 2005). However, together with Lee et al. 
(Lee et al., 2010), we provided evidence that it also participates in exogenous MHC-II Ag 
presentation (Blanchet et al., 2010). Using human DC, we demonstrated that the inhibition of 
autophagy with drugs or siRNA reduced HIV particle degradation and HIV Ag presentation 
to HS CD4+ T cell clones (Blanchet et al., 2010). Therefore, the impact of autophagy on 
antiviral CD4+ T cell activation might vary depending on the antigen source, the infection 
and/or escape mechanisms developed by viruses. 
It has been proposed that HIV subverts the migration properties of DC to get access to CD4+ 
T cell rich compartments in lymph nodes (Steinman, 2000). However, DC do not provide 
such a protective environment for the virus. In fact, most HIV particles are rapidly degraded 
upon DC encounter (Moris et al., 2004; Turville et al., 2004), providing material for MHC-II 
Ag presentation (Blanchet et al., 2010; Moris et al., 2006; Rodriguez-Plata et al., 2012). We 
previously reported that lectins such as DC-SIGN promote MHC-II-restricted HIV Ag 
presentation (Moris et al., 2006), but also that autophagy contributes to the processing of 
incoming viral particles (Blanchet et al., 2010). In addition, highlighting the diverse fate of 
viral particles, we showed that the amount of virus captured by DC does not necessarily 
correlate with better T cell activation (Rodriguez-Plata et al., 2012). Nevertheless, some HIV 
particles escape degradation and are either directly transmitted to CD4+ T cells by trans-
infection or initiate cis-infection of DC (Blanchet et al., 2010; Coleman et al., 2013; Moris et 
al., 2006). DC express HIV-1 receptors (CD4, CCR5, CXCR4), allowing productive infection 
(Granelli-Piperno et al., 1998; Nobile et al., 2005). In these cells, HIV-1 replication is very 
limited due to the expression of viral restriction factors such as APOBEC3s (Pion et al., 2006) 
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and SAMHD-1 (Laguette et al., 2011). But residual/covert HIV replication in DC might be 
sufficient to produce antigens for MHC-II presentation. 
In the present study we asked whether HIV-infected DC could activate HS CD4+ T cell 
clones. Using monocyte-derived DC and model cells lines, we demonstrated that de novo 
expression of HIV-Gag Ag leads to the activation of Gag-specific CD4+ T cell clones. 
Remarkably, this endogenous presentation of HIV-Gag Ag is epitope dependent, as infected 
DC activate some but not all Gag-specific CD4+ T cell clones. To our surprise, we show that 
autophagy and CMA do not contribute to the activation of Gag-specific CD4+ T cell clones 
by infected cells. Nonetheless, we demonstrate that an engineered specific targeting of HIV-
Gag to autophagosomes promotes Gag-specific CD4+ T cell activation and broaden the 
repertoire of activated T cells. Our work unravels novel pathways of MHC-II-restricted HIV 
antigen presentation.  
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RESULTS AND DISCUSSION 
 
HIV-infected cells present newly synthetized endogenous HIV Ag to HS CD4+ T cells 
We first analyzed the capacity of HIV-infected DC to activate HS CD4+ T cells. To this end, 
monocyte-derived DC (MDDC) were infected with an HIV-1-R5 strain (HIVYu2b) in the 
presence or absence of antiretroviral drugs (ART) (Fig. 1 A). We used a combination of two 
reverse transcriptase inhibitors (AZT and NVP) to block HIV DNA synthesis and subsequent 
expression of newly synthetized HIV proteins. Viral propagation was then monitored by flow 
cytometry (intracellular Gag staining; Fig. 1 B). As expected, 5 days post infection (p.i.) we 
observed a limited but significant replication of HIV that was abolished by ART, with 2.1 and 
0.1 % Gag+ cells respectively (Fig. 1 B).  We compared the ability of HIV-infected and ART-
treated DC to activate L11, an HS CD4+ T cell clone. L11 recognizes an immunodominant 
epitope from Gag p24 (gag2) presented by HLA-DRb1*04, as previously described (Moris et 
al., 2006). T cell activation was evaluated by IFNg, TNFa, IL-2 and MIP1b intracellular 
cytokine staining (ICCS) (Fig. S1). Remarkably, HIV-infected DC induced the secretion of 
multiple cytokine/chemokine upon L11 activation (Fig. 1 C and Fig. S1). In contrast, DC 
exposed to the same viral dose but not infected (HIV+ART) failed to activate L11. These 
results suggest that ongoing viral replication is required to achieve HS CD4+ T cell activation. 
Furthermore, as an additional control, uninfected DC were incubated overnight with the 
supernatant of HIV-infected cells (in the presence of ART to avoid de novo infection) and co-
cultured with HS CD4+ T cells (Fig. 1 C, Ni+Sup of (1)). This treatment of DC did not allow 
L11 activation, suggesting that, in our culture conditions, HIV Ag released by HIV-infected 
cells are not sufficient to activate HS CD4+ T cells. 
The expression of viral envelopes (Env) enhances exogenous viral Ag presentation (Moris et 
al., 2006; Testa et al., 2010). We, thus, extended these findings using an HIV strain lacking 
Env expression (HIV∆Env). To allow HIV entry, HIV∆Env was pseudo-typed with the vesicular 
stomatitis virus G-protein (HIVVSV∆Env) and used to infect MDDC (Fig. 1 D). 5 days p.i., 
2.2 % of DC were infected (Gag+) while, as expected, ART blocked DC infection (Fig. 1 D). 
HIVVSV∆Env-infected DC induced a robust activation of L11 (Fig. 1 E). In contrast, ART-
treated DC and DC loaded with the supernatant of infected cells induced only a residual 
background stimulation of L11 (Fig. 1 E). This data strongly suggest that ongoing viral 
replication and Gag expression by the APC are required to achieve L11 activation, at least 5 
days p.i..  
To further demonstrate that neosynthetized Gag is the source of Ag, we used Hela-CIITA cell 
line as a model APC (Stumptner-Cuvelette et al., 2001). The transactivator CIITA drives in 
Hela cells, the expression of MHC-II and other molecules required for MHC-II trafficking 
and loading. Of note, while this cell line constitute an interesting model for the study of 
MHC-II-mediated Ag presentation, Hela-CIITA cells exhibit, however, minimal APC 
specialization (Bania et al., 2003). Remarkably, the transfection of HIV proviral DNA in 
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these cells leads to Gag expression (Fig. S2 A and B) and the activation of F12 (Moris et al., 
2006), a HS CD4+ T cell specific for gag2 and restricted by HLA-DRb1*01 (expressed by 
Hela-CIITA cells) (Fig. S2 C).  
Collectively, our results demonstrate that productive infection and/or expression of neo-
synthetized HIV Gag antigens in APC allow the activation of HS CD4+ T cells. This process 
is very efficient since a residual replication (2 % of infected DC) is sufficient to induce a 
robust activation and the secretion, by HS CD4+ T cells, of various lymphokines such as 
IFNa, TNFa, IL-2 and MIP1b. 
 
Endogenous presentation of HIV-Gag Ag is epitope dependent  
We sought to compare the capacity of HIV-infected DC to activate various HS CD4+ T cell 
clones. To this end, DC were infected (+/- ART) fro 5 days and co-cultured with two distinct 
HS CD4+ T cell clones, F12 and IV-9 (Fig. 2). The clone F12 which was derived from the 
same individual as L11 (used in Fig. 1), recognizes gag2 but presented by HLA-DRb1*01 
(Fig S2 and (Moris et al., 2006)). The clone IV-9 recognizes a distinct epitope from Gag p24, 
gag1, also presented by HLA-DRb1*01 (Moris et al., 2006). As expected, productive DC 
infection was required to activate F12 (Fig.  2 A, right panel), further confirming that 
neosynthetized gag2 epitope is presented by MHC-II molecules. In contrast, 5 days p.i., the 
clone IV-9 was neither activated by HIV-infected DC nor by ART-treated DC as evidenced in 
several independent experiments (Fig.  2 B). The absence of IV-9 activation was not due to 
inappropriate HLA-DR presentation since DC pulsed with the cognate gag1 peptide, used as a 
positive control, activated IV-9 (Fig.  2 B, right panel). The results presented in Fig.  2 A and 
B were generated using MDDC isolated from different blood donors. To eliminate the 
possibility of intrinsic donor variations, we compared the capacity of HLA-DRb1*01+ 
MDDC derived from the same individual in activating F12 and IV-9 (Fig.  2 C). As 
previously, we observed that infected (Gag+) DC were able to activate F12 but failed to 
activate IV-9 (Fig.  2 C). As an additional control, DC were also incubated in the presence of 
ART with a high viral inoculum only 16h prior co-culture with HS CD4+ T cell clones (Fig.  
2 C). Under these experimental conditions, the source of HIV Ag corresponds to the incoming 
viral particles (Moris et al., 2006). We previously showed that F12 but also IV-9 can be 
activated by HIV-pulsed DC (Moris et al., 2006). Indeed, HLA-DRb1*01+ DC loaded with 
HIV particles for 16h, in the presence of ART, activated both F12 and IV-9 (Fig.  2 C). These 
results conclusively demonstrated that productively infected DC failed to activate the clone 
IV-9 while DC loaded with exogenous HIV Ag did. 
In sum, we show that a single epitope (gag2) can be processed from the viral inoculum 
(exogenous route) but also from neosynthetized Gag (endogenous route). In contrast, gag1 
appeared to be exclusively processed by the exogenous route, therefore, strongly suggesting 
that exogenous and endogenous Gag Ag processing routes might rely on distinct cellular 
pathways.  
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Autophagy does not contribute to endogenous presentation of HIV-Gag Ag 
We previously demonstrated that the presentation of gag2 epitope by HIV-loaded DC to HS 
CD4+ T cell clones is at least partially dependent on autophagy (Blanchet et al., 2010). In 
HIV-infected DC, we thus questioned whether autophagy might be involved in endogenous 
presentation of gag2. To this end, DC were infected for 4 days and treated with drugs 
affecting autophagy for an additional 16 hour prior co-culture with L11 (Fig. 3 A). Autophagy 
modulation was assessed by measuring the conversion of LC3-I to LC3-II, an autophagy-
related protein critically required for autophagosome formation, via Western blotting (WB) 
(Mizushima, 2007) (Fig. 3 B). As expected, increasing concentrations of 3-methyladenine (3-
MA), an autophagy inhibitor, blocked in a dose dependent manner the conversion of LC3-I to 
LC3-II in DC lysates (Fig. 3 B, left panel). In contrast, Torin-1 a potent inducer of autophagy 
induced a strong accumulation of LC3-II (Fig. 3 B, right panel). Drug treatments did not 
affect the viability of the cells (not shown) and the capacity of peptide pulsed DC to activate 
L11 (Fig. 3 C right panel). Whatever the treatments, modulating autophagy with drugs did not 
impact the percentage of Gag+ cells (not shown) and more importantly the capacity of HIV-
infected DC to activate L11 (Fig. 3 C).  
However, a 16h incubation with the drugs might not be sufficient to allow recycling of HIV-
Ag loaded MHC-II molecules. We, therefore, tried to increase the incubation times and the 
concentration of drugs but we noticed that this various treatments had a major impact on 
cellular viability (not shown) (Klionsky et al., 2012). We then analyzed the role of autophagy 
using shRNA-mediated specific inhibition of this pathway. To this end, we screened a pool of 
shRNA targeting LC3 and selected two shRNA, which were, thereafter, used as a pool. 
MDDC were transduced with these anti-LC3 shRNA and with an irrelevant control shRNA 
both encoding GFP (Fig. 4 A). SIV-Vpx was used to enhance the transduction efficiency 
(Berger et al., 2011), and GFP expression was monitored by flow cytometry (Fig. 4 D, left 
panel). LC3 down-modulation was evaluated using WB and confocal imaging (IF) (Fig. 4 B 
and C). Four days post-transduction, DC were then infected with HIV for an additional 4 to 5 
days (Fig. 4 A). The percentage of GFP+ and infected Gag+ cells was analyzed by flow 
cytometry prior co-culture with L11 (Fig. 4 D). Depending on DC preparations, we observed 
25 to 50 % of GFP+ cells. We noticed a preferential infection of transduced GFP+ cells (75 % 
of Gag+ cells were GFP+, Fig. 4 D) most likely due to Vpx-mediated sustained degradation 
of the viral restriction factor SAMHD1 (Berger et al., 2011; Hrecka et al., 2011; Laguette et 
al., 2011). As expected, DC treated with the control shRNA and productively infected with 
HIV induced a robust activation of F12 (Fig. 4 E). In contrast, DC loaded with HIV in the 
presence of ART and incubated with the supernatant of infected cells induced residual 
background stimulation (Fig. 4 E). In agreement with experiments in which autophagy flux 
was pharmacologically modulated (Figure 3), reducing LC3 expression in infected cells did 
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not influence HS CD4+ T cell activation as compared to control shRNA treated cells (Fig. 4 
E). 
The LC3 family of enzyme includes various members, LC3A-C, GABARAP and 
GABARAPL1-3 which might have redundant functions (Mizushima, 2007). Although we 
observed by WB and IF a major inhibition of LC3-I and LC3-II expression using shLC3 and 
anti-LC3 antibodies specific for LC3A-C, we could not formally exclude that we failed in 
inhibiting the appropriate LC3 isoform involved in Ag presentation. We thus undertook an 
alternative approach to ascertain the role of autophagy in HS CD4+ T cell activation. To this 
end, we used a transdominant mutant of Atg4B (Atg4BC74A), previously reported to block 
the conversion of LC3-I to LC3-II and thus the closure of autophagosome (Fujita et al., 2008) 
(Fig. S3). We cloned Atg4BC74A into a lentiviral vector to overexpress this mutant in DC. 
Transduction of Atg4BC74A in DC (monitored using by strawberry expression using flow 
cytometry) was very efficient ranging from 50 to 85% of transduced cells (Fig. S3 B, left 
panel).  As expected, transduced cells failed to form autophagosomes, as evaluated by 
confocal imaging of LC3 puncta (Fig. S3 A).  As described, abolishing autophagosome 
formation did not impact the capacity of HIV-infected cells to activate L11 (Fig. S3 C). Note 
that, similar results were obtained using the clone F12 (not shown). 
Taken together, these results suggest that autophagy does not play a major role in the 
processing and presentation of HIV gag2 epitope by infected DC. In order to fully confirm 
that autophagy does not impact the presentation of neo-synthetized gag2 Ag, we stably 
invalidated LC3 expression or over expressed Atg4BC74A in Hela-CIITA cells using the 
corresponding lentiviral vectors (Fig. S4).  Down regulation of LC3 expression and the 
inhibition of autophagy by Atg4BC74A were confirmed by WB using anti-LC3 and anti-p62 
antibodies, respectively (Fig. S4 B and D). Of note, p62 (also called SQSTM-1) is a cellular 
target of autophagy degradation whose accumulation is a classical marker of autophagy 
inhibition (Blanchet et al., 2010). LC3- and Atg4BC74A+ Hela-CIITA cells were then 
transfected with HIV proviral DNA (Fig. S4 A), co-cultured with F12 and T cell activation 
monitored by ICCS (Fig. S4 C and E) or IFNg-Elispot (not shown). As observed with DC, 
abolishing autophagosome formation did not impact the capacity of HIV-infected cells to 
activate F12. 
Collectively, this data strongly argue that autophagy plays a minor role, if any, in the 
presentation of endogenous neosynthetized Gag Ag by APC. 
 
HIV Nef does not significantly impact endogenous presentation of HIV-Gag Ag 
By the means of accessory viral proteins like Nef, HIV developed multiple strategies to 
manipulate the trafficking of cellular receptors and vesicles (Basmaciogullari and Pizzato, 
2014). In particular, Nef induces a strong accumulation of surface-immature MHC-II 
molecules that have reduced capacities to present exogenous peptide to Ag-specific CD4+ T 
cells (Stumptner-Cuvelette et al., 2001). In addition, in infected macrophages, it has been 
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reported that Nef might favor HIV release while impeding viral degradation by inhibiting the 
maturation of autophagosomes into autolysosomes (Kyei et al., 2009). We thus asked whether 
Nef might influence the ability of infected cells to activate HS CD4+ T cells. To this end, 
MDDC were infected with wild-type and nef-deficient HIV (HIV∆Nef) (Fig. 5). 5 days p.i., 
HIV∆Nef readily infected DC but the percentage of infected cells was slightly reduced as 
compared with HIV wild-type, 1.8 and 2.2 % of Gag+ cells respectively (Fig. 5 A). This was 
expected, as Nef affects various steps of viral replication (Basmaciogullari and Pizzato, 2014). 
Nonetheless, HIV∆Nef-infected cells activated HS clones to a similar extent as HIV wild-type 
(Fig. 5 B). We further asked whether the presentation of endogenous Ag by HIVDNef-infected 
DC might be affected by autophagy flux impairment in cells transduced with shLC3 or 
ATG4BC74A lentivectors (Fig. 5). Autophagy inhibition was controlled as previously by 
confocal IF or WB using anti-LC3 Ab (not shown). Inhibiting autophagy flux with shLC3 or 
Atg4BC74A was neither impacting on the percentage of Gag+ cells (Fig. 5 C and E) nor on 
L11 activation (Fig. 5 D and F). These data demonstrate that the viral protein Nef does not 
significantly alter the capacity of HIV-1-infected DC to activate HS CD4+ T cells. 
 
Chaperone Mediated Autophagy is not involved in endogenous presentation of HIV-Gag 
Ag  
CMA has been shown to participate in the processing and presentation of a cytoplasmic self-
antigen to Ag-specific CD4+ T cells (Zhou et al., 2005). We thus predicted and cloned an 
shRNA specific for the CMA receptor, LAMP-2A. Transduction of shLAMP-2A into DC or 
Hela-CIITA cells inhibited specifically LAMP-2A expression as assessed by WB and RT-
qPCR (Fig. 6 A and Fig. S5 A-B). As in Fig 4 A, DC were transduced, infected and co-
cultured with L11. We observed that downregulation of LAMP-2A expression did not have a 
significant impact on the percentage of Gag+ DC (Fig. 6 B) or on the capacity of infected-DC 
to activate HS cells (Fig. 6 C). Importantly, reducing LAMP-2A expression in cells did not 
affect their capacity to present the cognate peptide (Fig. 6 C and S5 C, right panels). Similar 
results were obtained in Hela-CIITA cells impaired for LAMP-2A expression (Fig. S5 C) 
further arguing against any role of CMA in MHC-II-mediated presentation of neo-synthesized 
HIV-derived Ag 
 
Targeting Gag to autophagosomes strongly enhances HS CD4+ T cell activation and 
reveals novel MHC-II-restricted endogenous epitopes.   
Directing of viral Ag or epitope to autophagosomes were reported to enhance Ag-specific 
CD4+ T cells activation (Comber et al., 2011; Schmid et al., 2007). We thus wondered 
whether targeting Gag to autophagosome could boost to HS CD4+ T cell activation. In a 
similar approach to Schmid and colleagues, we fused LC3 at the C terminus of Gag p41 
leading to the fusion protein p41LC3 (Fig. S6 A). As expected, when transduced in MDDC or 
Hela-CIITA, p41LC3 co-localized with GFPLC3 (Fig.7 A and Fig. S6 B). We compared the 
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subcellular localization of p41LC3 with Gag from infected DC (Fig.7 A) and, as expected 
from our results obtained in Ag presentation assays, Gag in infected DC did not colocalize 
with GFPLC3 (Fig.7 A). DC transduced with p41LC3 were then co-cultured with L11 and T 
cell activation was monitored by ICCS. Remarkably, although the transduction levels were 
very weak with only 2 % of DC expressing p41LC3 (Fig. 7 B)), p41LC3 expression lead to a 
very strong stimulation of HS clones (Fig. 7 C). T cell activation was reduced to background 
levels when DC were transduced in the presence of ART (Fig. 7 C). In addition, prior to co-
culture, a 16h incubation of p41LC3-transduced DC with 3-MA, inhibited HS T cell 
activation in a dose-dependent manner (Fig. 7 C). As shown previously, DC treated with 3-
MA and pulsed with the cognate gag2 peptide had no impact on HS T cell activation (Fig. 7 
C). These results show that an autophagy-dependent processing of HIV-1-Gag, when 
specifically delivered into autophagosomes, allows a strong and sustained HS CD4+ T cell 
activation. 
We then compare the efficiency of p41LC3-tranduced DC and HIV-1-infected DC in 
activating HS CD4+ T cells. Although the percentage of Gag+ cells was lower when 
compared to HIV-1-infected cells (1 versus 3.5 %, respectively) (Fig. 7 D), the p41LC3-
transduced DC induced a stronger activation of the HS CD4+ T cell clone (16% versus 11 % 
of activated T-cells) (Fig. 7 E). Similar results were obtained when using Hela-CIITA cells 
transfected with p41LC3 and cocultured with HS CD4+ T cell clones (Fig. S6 C). To 
conclusively demonstrate the role of the autophagy pathway in processing of p41LC3 and 
consequently enhancing T cell activation, we used two additional controls (Fig S6). First, in 
order to abrogate the coupling of LC3 with autophagosome membrane (Schmid et al., 2007), 
we introduced a G120A mutation in the C-terminus of LC3 from our p41LC3 fusion construct 
(Fig. S6 A). This engineered p41LC3G120A construct should not target p41 to autophagosomes, 
as confirmed by the lack of colocalization with GFPLC3 in transfected Hela-CIITA cells (Fig. 
S6 B). A second approach was to transfect p41LC3 in Hela-CIITA stably expressing 
Atg4BC74A, the dominant negative protein inhibiting autophagy flux. When using both 
approaches, we observed that p41LC3G120A or p41LC3+Atg4BC74A expressing Hela-CIITA 
cells activated F12 to similar levels than Hela-CIITA transfected with HIV proviral DNA or a 
plasmid encoding solely Gag (Fig. S6 C). Thus, functional coupling of Gag to LC3 strongly 
enhances APC-mediated HS CD4+ T cell activation in an autophagy-dependent manner. 
We then analyzed the capacity of p41LC3-tranduced DC to activate the IV-9 HS CD4+ T cell 
clone, shown to be exclusively activated upon MHC-II-mediated presentation of exogenous 
HIV particles from challenged DC but not by productively HIV-1-infected DC (see Fig. 2 B 
and C). Remarkably, 1.8 % of p41LC3+ DC was sufficient to induce a robust activation of 
IV-9, reaching up to 20 % of activated cells (Fig. 7 F and G). As reported above, infected DC 
(2.5 % of Gag+ cells) failed in activating IV-9 (Fig. 7 F and G). Therefore, while processing 
of exogenous HIV-1 Ag by autophagy contributes to HS CD4+ T cell activation, we 
uncovered that the specific targeting of HIV-1-derived Ag to autophagosomes not only 
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enhances T cell activation but might also broaden the repertoire of endogenous MHC-II-
restricted epitopes. 
 
CONCLUDING REMARKS 
HS CD4+ T cells play a critical role in HIV infection. The breadth and specificity of HS 
CD4+ T cell responses are associated with improved viral control and low viremia during 
acute and chronic infection, respectively (Ranasinghe et al., 2012; Schieffer et al., 2014). In 
particular, the generation of anti-Gag CD4+ T cells during acute infection correlates with 
better disease outcome (Schieffer et al., 2014) and its maintenance is associated with better 
viral control (Ranasinghe et al., 2012). Furthermore, there is an association between certain 
HLA-DRβ1 alleles and anti-Gag CD4+ T cell activity with delayed disease progression 
(Ranasinghe et al., 2013). 
MHC-II can present Ag from various origins. We previously showed that HIV virions can be 
captured and processed by DC leading to Gag-specific CD4+ T cell activation (Moris et al., 
2006). We extend these observations by showing that infected cells can process and present 
newly synthesized Gag Ag to HS CD4+ T cells. This pathway requires de novo synthesis of 
Gag and does not rely on Ag transfer. Remarkably, this endogenous presentation of Gag Ag is 
epitope dependent as infected DC activate some but not all Gag-specific CD4+ T cell clones. 
Thereafter, this endogenous pathway is not redundant with the exogenous route of HIV Ag 
presentation and offers a distinct possibility for the immune system to activate HS CD4+ T 
cells. 
Exogenous HIV antigens are routed toward endolysosomal compartment and processed at 
least partially through autophagy (Blanchet et al., 2010; Moris et al., 2006). To our surprise, 
we now show that autophagy does not contribute significantly to the processing of 
endogenous HIV Ag in infected DC. Nonetheless, we confirm that autophagy connects with 
the MHC-II loading machinery as a specific targeting of Gag into autophagosomes leads to 
the stimulation of Gag-specific CD4+ T cells. As for influenza Ag but also Gag from the 
simian immunodeficiency virus (SIV) (Jin et al., 2014; Schmid et al., 2007), we observed that 
Ag targeting to autophagosomes promotes CD4+ T cell activation. Directing Gag to 
autophagy degradation also permits the activation of Gag-specific CD4+ T cell clones that are 
not activated by HIV-infected DC. Thereafter, depending on their cellular localization 
endogenous HIV Ag can be processed by at least two distinct routes.  
In conclusion, we unravel a novel source of HIV Ag for CD4+ T cell activation. The various 
routes of endogenous HIV Ag processing might broaden the repertoire of MHC-II-restricted 
HIV Ag. Further dissecting these pathways, in particular in B cells, might help in the 
development of innovative vaccines. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Cells 
PBMC from HLA-DRb1*-matched HIV-1 seronegative donors were purchased from the 
Etablissement Français du Sang of the Pitié-Salpêtrière Hospital (Paris, France). Purified 
monocyte populations were isolated with CD14+ magnetic beads (Miltenyi Biotec) and 
cultured with RPMI 1640 containing 10% FBS (Invitrogen), 20 ng/ml GM-CSF, and 2 ng/ml 
IL-4 (Miltenyi Biotec) for 4 to 5 days to obtain MDDC. This procedure classically yielded 
immature DC (CD1a+, MHC-I+, MHC-II+, CD83-, CD80-low, CD86-low) (Moris et al., 
2006).  
Hela-CD4+-CIITA cells were kindly provided by P. Benaroche (Institut Curie, Paris, France) 
and maintained in RPMI 1640 containing 10% FBS supplemented with 0,5 mg/ml G418 and 
50 µg/ml Hygromycin (Life Technologies). 
 
HIV-1-specific CD4+ T cell clones 
The F12 and L11 HS CD4+ T cell clones specific for HIV p24Gag (gag2: aa 271–290), 
restricted by HLA-DRb1*01 and HLA-DRb1*04, respectively and the IV-9 HS CD4+ T cell 
clone specific for HIV p24Gag (gag1: aa 311–350), restricted by HLA-DRb1*01 were used to 
monitor MHC-II Ag presentation (Moris et al., 2006). The T cell clones were restimulated 
and expanded, as previously described (Moris et al., 2006), using irradiated feeders and 
autologous lymphoblastoid cell lines loaded with cognate peptides in T cell-cloning medium 
(RPMI 1640 containing 5% serum AB (Institut Jacques Boy), 100 U/ml recombinant human 
IL-2, and 1 µg/ml of PHA (PAA) complemented with nonessential amino acid and sodium 
pyruvate (Life Technologies)). At least 4 h before co-culture with APC, T cell clones were 
thawed and allowed to rest in cloning medium without PHA. 
 
Viral stocks, lentiviral vectors and plasmids 
Replication-competent CCR5-tropic HIV-1 (HIVYu2b), Nef-deficient HIV-1 (HIVYu2b∆Nef) and 
Envelope-deficient HIV-1 (HIVBru∆Env) were generated as previously (Moris et al., 2004) by 
transfection in 293T cells. HIVBru∆Env was pseudotyped with the envelope from vesicular 
stomatitis virus (VSV) to allow a single round of infection (Moris et al., 2004). The p24Gag 
content of all viral stocks was measured using an ELISA (PerkinElmer).  
Strawberry-Atg4BC74A and GFPLC3 cloned into pE-C1 (U55763) were kindly provided by 
T. Yoshimori (Osaka University; Suita, Osaka, Japan) and G. Kroemer (IGR, Paris, France) 
respectively (Fujita et al., 2008; Kabeya et al., 2000). p41LC3 was cloned into 
pEGFPLC3-C1 by replacing GFP with the Gag p41 encoding sequence from HIVBru (kindly 
provided by F. Tangy, Institut Pasteur, Paris, France). Strawberry-Atg4BC74A, GFPLC3 and 
p41LC3 were then inserted in the lentiviral vector pTRIPdeltaU3-CMV using NheI and KpnI 
restriction sites (see Fig. S 6). The G120A mutation was introduced in p41LC3 using (5'- 



COULON Pierre-Grégoire – Thèse de doctorat – Année 2014 

 113 

AGCCAGTGCTGTCGCGAACGTCTCCTG-3’) primer with QuikChange XL Site-Directed 
Mutagenesis kit (Stratagene). pTRIPdeltaU3-CMV-Gag has been already described (Manel et 
al., 2010). 
The shCTRL and shLC3 were purchased (Open Biosystems). The impact of the anti-LC3B 
shRNA set (RHS4531-EG81631) and anti-LC3A shRNA set (RHS4531-EG84557) on LC3 
expression was assessed in 293T cells upon transfection of the plasmid DNA (not shown). 
Two shRNA targeting LC3B (V2LHS_226621 and V3LHS_408637) were selected for their 
capacity to inhibit LC3-I and LC3-II in WB and were subsequently used as a pool. The 
shRNA targeting LAMP-2A was generated according to manufacturer (Paddison et al., 2004) 
by cloning the siRNA (5’-TCTGCAACCTGATTGATTATAT-3’) in pGIPZ Lentiviral 
shRNA plasmid (Open Biosystems). Lentiviral particles were produced by transfection of 
293T cells (Berger et al., 2011). 
 
HIV infection, transduction and transfection 
MDDC were exposed to the indicated viruses (at a concentration ranging from 100 or 500 
ng/mL of p24) for 3 to 4 hours at 37°C, washed, and cultured in medium with IL-4 and 
GM-CSF. In the HIV+ART conditions, DC were loaded as before with HIV but in the 
presence of 5 µM AZT and 1.2 µM NVP. AZT and NVP were maintained in the culture 
medium and renewed every second day. At the indicated time points, DC infection was 
monitored using anti-Gag Ab (KC57-FTIC or -PE, from Beckman Coulter) and flow 
cytometry. Cell transductions were performed as described (Berger et al., 2011) in the 
presence of SIV-Vpx (kindly provided by A. Cimarelli, CIRI, Lyon, France) to enhance the 
transduction efficiency. Transduction efficiency was monitored using GFP expression or 
Strawberry for pGIPZ shRNA lentiviral vectors or the expression of Atg4BC74A, 
respectively (Fujita et al., 2008) by flow cytometry. Hela-CIITA stably expressing pGIPZ 
shRNA-LC3 or pAtg4BC74A were obtained by transduction and subsequent selection using 
puromycin (3 µg/ml). Hela-CIITA cells were transfected with HIVYu2b encoding plasmid 
using calcium chloride (Casartelli et al., 2010). 
 
Ag-presentation assays 
Four to 5 days p.i., HLA-DRb1*-matched DC productively infected with the indicated strain 
of HIV or exposed to HIV (HIV+ART) were washed and incubated for 6 hours with HS 
CD4+ T cell clones at a 1:2 ratio (1 T/2 DC). As additional controls for endogenous Ag 
presentation, uninfected DC were loaded overnight in the presence of ART with the 
supernatant of HIV-infected cells prior co-culture with T cells. Eventually, the two controls: 
HIV+ART and uninfected DC exposed to the supernatant were pooled. To monitor HIV Ag 
exogenous presentation, DC were exposed to HIV at the indicated concentrations 16h prior to 
the co-culture with T cells in the presence of ART. Transfected Hela-CIITA cells were co-
cultured with T cells 3 days post-transfection. As positive controls, stimulator cells were 
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incubated with cognate peptides (at 0,5 µg/mL) and effector cells treated either with PMA (50 
ng/mL; Sigma) in combination with a calcium ionophore (calcimycin, 1 µg/mL; Calbiochem). 
Brefeldine-A1 (BFA, 5 µg/mL; Sigma) was added 5 hours before staining. Cell-surface 
stainings were performed at 4°C for 30 minutes using anti-CD4 (13B8.2-APC; Beckman- 
Coulter, Hialeah, FL), anti-CD3 (SP34-2-PerCP; BD-Pharmingen, San Diego, CA), or anti-
DC-SIGN (120507-APC/-PE; R&D) mAbs. Cytokine production was then detected using 
intracellular staining. Briefly, cells were fixed (4% PFA, 10 minutes), washed, and 
permeabilized (PBS, 0.1% BSA, 0.05% saponin, 15 minutes) prior to mAb staining. The 
following antibodies were used: anti-IL-2 (MQ1-17H12-PE), anti-IFNg (B27-PE), anti-TNFa 
(11-PE) (all from BD-Pharmingen) and anti-MIP1b (24006, R&D systems). Anti-HIV-Gag 
(KC57-FITC; Beckman-Coulter) mAb was used to detect infected cells. Isotype-matched 
mAbs and Aqua (InVitrogen) were used as negative controls and viability marker, 
respectively. Samples were examined by flow cytometry using either FacsCalibur or 
FacsCanto (both from Becton Dickinson) and results analyzed using Flowjo software 
(Flowjo). 
When stated Torin-1 (Tocris) and 3-MA (Sigma) were added at the indicated concentrations 
16h prior to co-culture with HS T cells. 
 
Confocal microscopy 
Cells (from 105 to 2.5 x 105) were left to adhere overnight on glass coverslips at 37°C in 
culture medium. Prior harvesting, to better visualize LC3+ vesicles, cells were treated with 
chloroquine (2h, 50µM). Cells were then fixed (4% PFA, 10 minutes), washed, and 
permeabilized (PBS, 0.1% BSA, 0.05% saponin, 15 minutes), and stained with indicated 
primary antibodies and then when necessary with fluorescently labeled secondary antibodies 
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). Gag staining was performed using KC57-FITC 
mAb or rabbit polyclonal Ab (kind gift from P. Boulanger, Lyon France). The anti-LC3 rabbit 
polyclonal Ab was purchase from MBL (PMO36). Confocal microscopy analysis was carried 
out on an Olympus FV-1000 with a 60x objective. Z series of optical sections were performed 
at 0.4 µm increments for qualitative analysis. Blue, green and red fluorescence were acquired 
sequentially. Images were processed using ImageJ Software (NIH). 
 
Western blotting  
16h post DC treatment with the drugs, 4 days post DC transduction or one day prior Hela-
CIITA infection, 106 cells were lysed for 20 min at 4° C in lysis buffer (20 mM Tris pH 7.5, 
150 mM NaCL, 1% NP40, 1 mM NaVO4, 50 mM NaF, 10 mM Na4P2O7, and protease 
inhibitor coktail (Roche) supplemented with PMSF (Sigma)) and centrifuged at 13,000 g for 
20 min. Postnuclear supernatants were analyzed by SDS-gel electrophoresis using 4-12% 
NuPAGE gels (Invitrogen) transferred to a nitrocellulose membrane, and immunoblotted. 
Anti-LC3 (rabbit, PM036 and mouse, 4E12, MBL), anti-p62 (3/p62, Becton Dickinson), anti-
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tubulin (rabbit#2148, Cell Signaling Tech.), anti-actin (C-2, Santa Cruz) and anti-LAMP-2A 
(rabbit, ab18528, Abcam) were used. 
 
RT-qPCR of LAMP-2 
Total RNA was isolated from 2.5 x 106 cells by using TRIzol Reagent (Invitrogen), treated 
with DNAse (Invitrogen) and first-strand cDNA synthesis reverse transcribed according to the 
manufacturer with oligo(dT)15 primers using SuperScript III RT (Invitrogen). Realtime PCR 
was performed with 50 ng of cDNA templates using SYBR green commercial kit (Applied 
Biosystems) and GeneAmp 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Three 
primer sets were used to amplify LAMP-2A (set 1-3 A) and LAMP2B (set 1-3 B): Lamp2A-
For1 (5'-GCAGTGCAGATGACGACAAC-3’); Lamp2-For2 (5'-
GGGTTCAGCCTTTCAATGTG-3’); Lamp2-For1 (5’-
CCCCTGGGAAGTTCTTATATGTG-3’); Lamp2A-Rev1 (5’-
AGCATGATGGTGCTTGAGAC-3’); Lamp2A-Rev2 (5’-
AATAAGTACTCCTGCCAAGGC-3’); Lamp2B-rev1 (5’-TCATCCAGCGAACACTCTTG-
3’); Lamp2B-rev2 (5’-CTGCCAATTACGTAAGCAATCAC-3’). Set 1A corresponds to 
Lamp2A-For1+Lamp2A-Rev1; set 2A: Lamp2A-For1+Lamp2A-Rev2; set 3A: Lamp2-
For2+Lamp2A-Rev2; set 1B: Lamp2-For1+Lamp2B-rev1; set 2B: Lamp2-For1+Lamp2B-
rev2 and set 3B: Lamp2-For2+Lamp2B-rev2. Reactions were run in duplicate and samples 
were normalized to the internal controls (b2-microglobulin and GADPH). ‘Fold differences’ 
were calculated with the DDCt method. 
 
Statistical analysis 
Data were analyzed by a Mann-Whitney Wilcoxon rank-sum. 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1. HIV-infected DC present HIV-Ag to HS CD4+ T cells  
(A) MDDC were generated from HLA-DRb1*04+ PBMC and infected with HIVYu2b or 
HIVBruVSVDEnv in the absence or presence of RT inhibitors AZT and NVP (HIV+ART). At day 
5 after infection, DC were collected and the percentage of infected Gag+ cells was evaluated 
by intracellular Gag FACS staining (ICS) (B) and (D). DC were gated based on their viability 
using (SSC and FSC). The numbers indicate the % of Gag+ cells. Infected DC were then used 
to stimulate L11, a HS CD4+ T cell clone restricted by HLA-DRb1*04. T cell activation was 
monitored using ICCS (C) and (E). ICCS was performed using anti-IL-2, anti-IFNg, anti-
TNFa and anti-MIP1b. Data are presented as the proportion of activated cells producing at 
least one of these cytokines/chemokines upon stimulation and are the mean (+/- SD) of 
duplicates. Not infected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate peptide (gag2, 0.5 µg/ml) 
were used as negative and positive control, respectively. Not infected DC pulsed O/N in the 
presence of ART with the supernatant of HIV-infected cells (Ni+ Sup. of (1)) and DC 
infected in the presence of ART (HIV+ART) were used as control to monitor the residual 
contribution of Ag transfer or/and exogenous Ag presentation in L11 activation. The results 
are representative of at least three independent experiments using HLA-DRb1*04+ MDDC 
from various donors. Ni, noninfected cells; HIV (1), HIV-infected cells; Sup. of (1), 
supernatant of HIV-infected cells. 
 
Figure 2. Endogenous presentation of HIV-Gag Ag is epitope dependent  
HLA-DRb1*01+ MDDC were generated and infected with HIV +/- ART as in Fig. 1. 5 days 
after infection, the % of Gag+ cells was monitored by ICS (A and B, left panel) and DC used 
to stimulate F12 (A) and IV-9 (B) two distinct HS CD4+ T cell clones both restricted by 
HLA-DRb1*01. As in Fig. 1 and S1, T cell activation was monitored using ICCS (A and B, 
right panel). Data are presented as the proportion of activated cells producing at least one 
cytokines/chemokines and are the mean (+/- SD) of duplicates. Not infected DC (Ni) and DC 
pulsed with the cognate peptide (gag2 or gag1, 0.5 µg/ml) were used as negative and positive 
controls, respectively. As in Fig. 1, not infected DC pulsed O/N in the presence of ART with 
the supernatant of HIV-infected cells (Ni+ Sup. of (1)) and DC infected in the presence of 
ART (HIV+ART 5 days) were used as control. (C) Side by side comparison of F12 and IV-9 
activation by infected DC generated from the same HLA-DRb1*01+ individual. The 
percentage of Gag+ cells evaluated as in (A) and (B) was 3.5 % (not shown). To confirm the 
capacity of IV-9 to recognize HIV-derived Ag, 16h prior ICCS, uninfected DC were pulsed 
with a high dose of HIV in the presence of ART (HIV+ART 16h). Under these conditions, the 
source of HIV Ag corresponds to the incoming viral particles. To monitor the residual 
contribution of Ag transfer or/and exogenous Ag presentation in T cell activation, as in A and 
B, DC infected in the presence of ART (HIV+ART) were loaded with the supernatant of 
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infected cells (Sup. of (1)) and used as control. The results are representative of at least three 
independent experiments using MDDC from various donors. Ni, noninfected cells; HIV (1), 
HIV-infected cells; Sup. of (1), supernatant of HIV-infected cells. 
 
Figure 3. Modulating Autophagy with drugs does not affect endogenous presentation of 
HIV-Gag Ag 
(A) HLA-DRb1*04+ MDDC were generated and infected with HIV +/- ART as in Fig. 1. 
Prior co-culture with L11, the % of Gag+ cells was evaluated (11%, not shown) and DC were 
treated for 16h (O/N) with the indicated concentrations of 3-MA or Torin-1, inhibitor or 
inducer of autophagy, respectively. (B) Autophagy modulation was assessed by measuring the 
conversion of LC3-I to LC3-II, via Western blotting (WB). Tubulin and actin were used as 
controls. (C) Drug treated or mock treated DC were then co-cultured with L11 and T cell 
activation assessed by ICCS, as previously. Not infected DC (Ni) and DC pulsed with the 
cognate peptide (gag2, 0.5 µg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. 
As in Fig. 2C, DC infected in the presence of ART (HIV+ART) were loaded with the 
supernatant of infected cells (Sup. of (1)) and used as control. These various controls were 
also treated with the highest concentration of drugs to evaluate possible effects of the drugs 
on T cell activation. The results are representative of at least three independent experiments 
using MDDC from various donors. Ni, noninfected cells; NT, mock treated cells; HIV (1), 
HIV-infected cells; Sup. of (1), supernatant of HIV-infected cells. 
 
Figure 4. Autophagy does not contribute to endogenous presentation of HIV-Gag Ag 
(A) HLA-DRb1*04+ MDDC were generated and transduced with control shRNA (shCTRL) 
or anti-LC3 shRNA (shLC3) together with SIV-Vpx. The knockdown of LC3 expression was 
determined using WB (B) and immunofluorescence (IF) (C) using anti-LC3 Ab recognizing 
the three isoforms (LC3 A-C).  4 days after transduction, DC were infected with HIV, +/- 
ART as in Fig. 1. (D) The % of transduced (GFP+) and infected (Gag+) DC was determined 
by flow cytometry. (E) The capacity of treated DC to activate L11 was then evaluated by 
ICCS as in Fig. 1. Uninfected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate peptide (gag2, 0.5 
µg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. As in Fig. 2C, DC infected 
in the presence of ART (HIV+ART) were loaded with the supernatant of infected cells (Sup. 
of (1)) and used as control. The results are representative of three independent experiments 
using MDDC from various donors. Scale bars represent 10µm. 
 
Figure 5. HIV Nef does not significantly impact endogenous presentation of Gag Ag 
As in Fig. 1, MDDC were generated from HLA-DRb1*04+ PBMC and infected with HIVYu2b 
or HIVYu2b∆Nef +/- ART. At day 5 after infection, DC were collected and the % of infected 
Gag+ cells was evaluated (A). Infected DC were then used to stimulate L11. T cell activation 
was monitored using ICCS (B). (C-D) as in Fig. 4, DC were transduced with shCTRL or 
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shLC3 prior infection with HIVYu2b or HIVYu2b∆Nef +/- ART. (C) The % of transduced (GFP+) 
and infected (Gag+) DC was determined by flow cytometry. (D) The capacity of treated DC 
to activate L11 was then evaluated by ICCS as in Fig. 1. (E-F) as in Fig. S3, DC were mock 
transduced or with Atg4BC74A prior infection with HIVYu2b or HIVYu2b∆Nef +/- ART. (E) 
The % of transduced (strawberry+) and infected (Gag+) DC was determined by flow 
cytometry. (F) The capacity of treated DC to activate L11 was then evaluated by ICCS. 
Data are presented as the proportion of activated cells producing at least one 
cytokines/chemokines. Uninfected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate peptide (gag2, 
0.5 µg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. As in Fig. 2C, DC 
infected in the presence of ART (HIV+ART) were loaded with the supernatant of infected 
cells (Sup. of (1)) and used as control. The results are representative of three independent 
experiments using MDDC from various donors. Ni, noninfected cells; NT, mock transduced; 
HIV (1), HIV-infected cells; Sup. of (1), supernatant of HIV-infected cells; Strwb, Strawberry.  
 
Figure 6. CMA is not involve in endogenous presentation of HIV-Gag Ag by infected DC 
As in Fig. 4, HLA-DRb1*04+ MDDC were generated and transduced with control shRNA 
(shCTRL) or anti-LAMP-2A shRNA (shLAMP-2A) together with SIV-Vpx. The knockdown 
of LAMP-2A expression was determined using WB (A).  4 days after transduction, DC were 
infected with HIV, +/- ART as in Fig. 1. (B) The % of transduced (GFP+) and infected 
(Gag+) DC was determined by flow cytometry. (C) The capacity of treated DC to activate 
L11 was then evaluated by ICCS as in Fig. 1. Not infected DC (Ni) and DC pulsed with the 
cognate peptide (gag2, 0.5 µg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. 
As in Fig. 2C, DC infected in the presence of ART (HIV+ART) were loaded with the 
supernatant of infected cells (Sup. of (1)) and used as control. The results are representative of 
three independent experiments using MDDC from various donors. 
 
Figure 7. Targeting Gag to autophagosomes strongly enhances HS CD4+ T cell 
activation and reveals novel MHC-II-restricted endogenous epitopes.   
(A) MDDC were transduced with p41LC3, infected with HIVYu2b and simultaneously co-
transduced with GFPLC3. Gag or p41LC3 colocalization with GFPLC3 was evaluated using 
IF. (B-C) HLA-DRb1*04+ MDDC were transduced with p41LC3 +/- ART. 4 days after 
transduction, DC were treated for 16h with 3-MA at the indicated concentrations, prior 
coculture with L11. The % of p41LC3 transduced DC was evaluated using Gag ICS (B) and T 
cell activation monitored using ICCS (C). Untreated (NT) untransduced DC (Ni) and DC 
pulsed with the cognate peptide (gag2, 0.5 µg/ml) were used as negative and positive controls, 
respectively. Peptide pulsed DC were also treated with 3-MA to evaluate possible side effect 
on T cell activation. DC transduced in the presence of ART (p41LC3+ART) lead to residual 
background stimulation. Data are presented as the proportion of activated cells producing at 
least one cytokines/chemokines and are the mean (+/- SD) of duplicates. (D-G) HLA-
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DRb1*04+ MDDC were either transduced with p41LC3 or infected with HIVYu2b  +/- ART. 5 
days after treatment, the % of Gag+ cells was monitored by ICS (D and F) and DC used to 
stimulate F12 (E) and IV-9 (G). As in Fig. 1 and S1, T cell activation was monitored using 
ICCS Data are presented as the % of activated cells producing at least one 
cytokines/chemokines. Not infected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate peptide (gag2 or 
gag1, 0.5 µg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. As in Fig. 1, 
uninfected DC pulsed O/N, in the presence of ART, with the supernatant of HIV-infected 
cells (Ni+ Sup. of (1)) and DC infected in the presence of ART (HIV+ART 5 days) were 
pooled and used as a control. The results are representative of at least three independent 
experiments using MDDC from various donors. Ni, noninfected or untransduced cells; HIV 
(1), HIV-infected cells; Sup. of (1), supernatant of HIV-infected cells. Scale bars represent 
10µm. 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 
 
Figure S1. Gating strategy for the monitoring by ICCS of HS CD4+ T cell activation  
At day 5 post infection, DC were collected and used to stimulate HS CD4+ T cell clone L11 
in ICCS. CD4+ T cell were gated based on their size and granulosity (FSC and SSC) and 
subsequently viability (aqua) and high expression of CD4 receptor. ICCS was performed 
using a pool of anti-IL-2, anti-IFNg and anti-TNFa PE-conjugated Abs and anti-
MIP1b-FITC. The % of CD4+ cells positive for each staining is indicated in the quadrant. The 
proportion of activated CD4+ cells producing at least one of these cytokines/chemokines 
upon stimulation is indicated on the right. Not infected DC (Ni) and DC pulsed with the 
cognate peptide (gag2, 0.5 µg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. 
DC infected in the presence of ART (HIV+ART) were used as a control to monitor the 
residual contribution of exogenous Ag presentation in L11 activation. The results are 
representative of at least three independent experiments using MDDC from various donors.  
 
Figure S2. HIV-transfected cells present newly synthetized HIV Ag to HS CD4+ T cells 
(A) Hela-CIITA that express HLA-DRb1*01 were transfected with a DNA plasmid 
expressing HIV genome. At day 3 post transfection, cells were collected and   the % of 
infected Gag+ cells evaluated using ICS (B). The cells were then used to stimulate F12, an 
HS CD4+ T cell clone restricted by HLA-DRb1*01 (C). T cell activation was monitored 
using ICCS as in Fig. 1 and S1.  Data are presented as the proportion of activated cells 
producing at least one cytokines/chemokines upon stimulation and are the mean (+/- SD) of 
duplicates. The results are representative of at least three independent experiments. UT, mock 
transfected. 
 
Figure S3. Inhibiting Autophagy with Atg4BC74A does not affect endogenous 
presentation of HIV-Gag Ag by DC 
HLA-DRb1*04+ MDDC were generated and transduced with Atg4BC74A together with 
SIV-Vpx. (A) Atg4BC74A-transduced DC were further transduced with GFPLC3 and the 
knockdown of autophagy was determined using IF and formation of GFPLC3+ puncta.  4 
days after transduction, DC were infected with HIV, +/- ART as in Fig. 1. (B) Atg4BC74A-
transduced DC were infected with HIV. The % of transduced (Strwb+) and infected (Gag+) 
DC was determined by flow cytometry. (C) The capacity of treated DC to activate L11 was 
then evaluated by ICCS as in Fig. 1. Not infected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate 
peptide (gag2, 0.5 µg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. As in Fig. 
2C, DC infected in the presence of ART (HIV+ART) were loaded with the supernatant of 
infected cells (Sup. of (1)) and used as control. The results are representative of three 
independent experiments using MDDC from various donors. NT, mock transduced; Strwb, 
Strawberry. Scale bars represent 10µm. 
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Figure S4. Autophagy does not contribute to present newly synthetized HIV Ag to HS 
CD4+ T 
(A) Hela-CIITA were transduced with shCTRL , shLC3 or Atg4BC74A and selected using 
puromycin to obtain an homogenous population. The knockdown of autophagy was 
determined by WB using anti-LC3 (B) and anti-p62 (D). The cells were then transfected with 
HIV DNA. At day 3 post transfection, cells were collected and the % of infected Gag+ cells 
evaluated using ICS. (C) 4.2 and 6.2 % of shCTRL and shLC3 transduced cells were Gag+ 
respectively (not shown). (E) 12 and 8.5 % of mock treated and Atg4BC74A transduced cells 
were Gag+ respectively (not shown). The cells were then used to stimulate F12 (C) and (E). T 
cell activation was monitored using ICCS as in Fig. 1 and S1. Mock transfected cells (UT) 
and UT cells pulsed with the cognate peptide (gag2, 0.5 µg/ml) were used as negative and 
positive controls, respectively. Data are presented as the proportion of activated cells 
producing at least one cytokines/chemokines upon stimulation and are the mean (+/- SD) of 
duplicates. The results are representative of at least three independent experiments. NT, mock 
transduced; UT, mock transfected. 
 
Figure S5. CMA is not involved in endogenous presentation of HIV-Gag Ag by HIV-
transfected cells 
As in Fig. S4, Hela-CIITA were transduced with shCTRL or shLAMP-2A and selected using 
puromycin to obtain a homogenous population. The knockdown of LAMP-2A was 
determined by RT-qPCR (A) and WB using anti-LAMP-2A ab and anti-p62 and anti-actin 
were used as controls (B). (A) Due to the high homology of LAMP-2A and LAMP-2B, three 
sets of primers for LAMP-2A  (set 1-3 A) and for LAMP-2B (set 1-3 B) were used to confirm 
the specific down-modulation of LAMP-2A by RT-qPCR. The cells were transfected with 
HIV DNA. At day 3 post transfection, cells were collected and the % of infected Gag+ cells 
evaluated using ICS: 5.5 and 3.5 % of shCTRL and shLAMP-2A transduced cells were Gag+ 
respectively (not shown). The cells were then used to stimulate F12 (C) and T cell activation 
was monitored using ICCS as in Fig. 1 and S1. Mock transfected cells (UT) and UT cells 
pulsed with the cognate peptide (gag2, 0.5 µg/ml) were used as negative and positive controls, 
respectively. Data are presented as the % of activated cells producing at least one 
cytokines/chemokines upon stimulation. The results are representative of at least three 
independent experiments. UT, mock transfected. 
 
Figure S6. p41LC3 processing is dependent on autophagy.   
(A) Schematic representation of the lentiviral vectors encoding p41LC3 and p41LC3G120A. (B) 
Hela-CIITA cells were transduced with GFPLC3 or cotransduced with p41LC3 and 
p41LC3G120A and colocalization analyzed by IF and confocal imaging. (C) Hela-CIITA cells 
and Atg4BC74A+ Hela-CIITA cells were transfected with DNA plasmids encoding HIVYu2b, 
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Gag, p41LC3G120A and p41LC3.  At day 3-post transfection, cells were collected and the % of 
Gag+ cells evaluated using ICS (not shown). The cells were then used to stimulate F12 (C) 
and T cell activation was monitored using ICCS as in Fig. S1. Data are presented as the % of 
activated cells producing at least one cytokines/chemokines divided by the % of Gag+ cells 
and are the mean (+/- SD) of three independent experiments performing in duplicate. 
Enhancement of T cell activation with p41LC3 (P <.038) was statistically significant (Mann-
Whitney Wilcoxon rank sum test). Scale bars represent 10µm. 
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C - RESULTATS NON PUBLIES 
 

– Article en préparation 
 

Autophagy does not impact HIV replication in DC 
 
 Les résultats précédents suggèrent que l’autophagie dans les DC infectées VIH 1 
(VIH) ne joue pas de rôle dans la présentation d’antigènes viraux endogène par les molécules 
du CMH-II, mais cela n’exclut pas une contribution de l’autophagie dans la dégradation de 
protéines virales ou dans l’inhibition de la réplication (comme cela a été décrit dans les 
macrophages (Campbell & Spector, 2011; Kyei et al., 2009), cf. partie I -E -4.2). 
 
Dans les DC, absence de colocalisation entre Gag néosynthétisé et le marqueur de 
l’autophagie LC3. 
 Afin de déterminer l’impact de l’autophagie sur la dégradation de la protéine virale 
Gag dans les DC infectées, j’ai cherché à caractériser une colocalisation potentielle de Gag 
néosynthétisé avec les compartiments autophagiques. Pour cela, j’ai examiné la distribution 
relative de Gag avec la protéine LC3 par microscopie confocale. 
 J’ai généré des DC à partir de monocytes triés de PBMC comme décrit précédemment 
(cf. article précédent). Après quatre jours de différenciation, les cellules sont transduites avec 
un vecteur lentivirus développé au laboratoire exprimant la protéine de fusion GFP-LC3, qui 
me permet de visualiser les autophagosomes. Elles sont ensuite infectées pendant 3 jours avec 
un virus VIHYU2b (Fig. 1A). Le pourcentage de cellules infectées et transduites est évalué par 
cytométrie (marquage anti-Gag et détection des cellules vertes GFP+) (Fig. 1B). De façon 
remarquable, je n’observe pas de colocalisation, en microscopie confocale dans les DC 
infectées, entre la GFP-LC3 et la protéine Gag du VIH (Fig. 1C, DC non traitées – NT). Le 
flux autophagique dans les DC peut être bloqué avec la chloroquine (ChQ) qui inhibe la 
fusion des autophagosomes avec les lysosomes (cf. partie I -A -2.1.6). L’utilisation de cette 
drogue bloque le flux autophagique comme attendu (Fig. 1C – ChQ) mais ne dévoile pas de 
colocalisation entre LC3 et Gag.  
 L’autophagie peut être induite dans les cellules par la rapamycine ou certains ligands 
TLR comme le LPS (Delgado, Elmaoued, Davis, Kyei, & Deretic, 2008) (cf. partie I -C -
1.1.2.1) . J’ai donc étudié la colocalisation de Gag avec GFP-LC3 après divers traitements 
induisant l’autophagie dans les DC pour essayer de forcer l’acheminement du Gag dans les 
autophagosomes. Comparé au traitement chloroquine seul, l'ajout de rapamycine induit bien 
une augmentation du nombre de vésicules d'autophagie (Fig. 1C). Cependant, quel que soit le 
traitement, Gag ne colocalise pas avec la GFP-LC3 comme le confirme la quantification de la 
colocalisation par analyse des recouvrements respectifs des pixels correspondant aux 
marquages Gag (rouge) et LC3 (vert) (Fig. 1C et 2C). Ces recouvrements sont exprimés par 
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les coefficients de Manders M1 (recouvrement du vert sur le rouge) et M2 (inversement). La 
protéine de fusion p41LC3 décrite précédemment (cf. article précédent) a été utilisée ici 
comme contrôle positif de colocalisation (DC co-transduites avec GFP-LC3 et p41LC3, Fig. 
2A, B et C). L’absence de colocalisation entre Gag et la GFP-LC3 a ensuite été confirmée par 
marquage anticorps du LC3 endogène dans les DC infectées (Fig.S1).  
 Par ailleurs, j’ai étudié la colocalisation entre Gag et la protéine ubiquitine ligase p62, 
impliquée dans le ciblage spécifique de protéines à dégrader dans les autophagosomes (cf. 
partie I -C -1.1.1). Gag ne colocalise pas avec p62 dans les DC infectées (Fig. S2), mais mes  
données confirment la colocalisation entre la GFP-LC3 et la protéine p62, utilisée alors 
comme contrôle positif de la colocalisation d’une protéine endogène avec les 
autophagosomes.  
 L’ensemble de ces résultats suggère que dans les DC productivement infectées, la 
protéine Gag du VIH n’est pas acheminée dans les autophagosomes. Ces résultats sont en 
accord avec ceux qui ont été obtenus dans les expériences de présentation antigénique (cf. 
article précédent), où moduler l’autophagie ne modifie pas la présentation du Gag 
néosynthétisé aux LT CD4. 
 
Les protéines Nef et Env ne contribuent pas à l’échappement du virus à l’autophagie. 
 De nombreux pathogènes ont développé des mécanismes pour échapper à leur 
destruction dans les autophagosomes (Kudchodkar & Levine, 2009). 
 Dans les DC infectées, l’interaction du facteur Nef avec des composants de la 
machinerie autophagique pourrait perturber la séquestration de particules virales dans les 
autophagosomes, comme cela a déjà été décrit dans les macrophages infectés (Kyei et al., 
2009) (cf. partie I -E -4.2). Pour tester cette possibilité, j’ai répété les expériences de 
colocalisation en utilisant une souche virale délétée de Nef (VIHYU2bΔNef). Les résultats 
montrent (Fig. 3A) que même en l’absence de cette protéine virale, Gag ne colocalise pas (en 
présence ou non de chloroquine) avec des vésicules d’autophagie GFP-LC3 +. On observe 
des résultats similaires avec le virus délété de l’enveloppe VIHBruVSV∆Env , (Fig. 3B) impliquée 
dans l’inhibition de l’autophagie dans les DC chargées avec le virus (Blanchet et al., 2010) 
(cf. partie I -E -5.2) . De façon intéressante, Gag exprimé seul par transduction dans les DC ne 
colocalise pas non plus avec les autophagosomes (Fig. 3C).  
 Ces résultats vont dans le sens de l’absence d’un mécanisme d’échappement 
développé par le virus pour contrecarrer l’autophagie dans les phases tardives de l’infection 
des DC. L’autophagie dans les DC infectées ne ciblerait donc pas spécifiquement les 
protéines du VIH, contrairement à ce qui a été décrit dans les macrophages (Campbell & 
Spector, 2011; Kyei et al., 2009). Des différences dans la biologie de ces cellules pourraient 
expliquer ces résultats (Delamarre, Pack, Chang, Mellman, & Trombetta, 2005; Savina & 
Amigorena, 2007) 
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L’inhibition de l’autophagie dans les DC infectées n’a pas d’effet sur la réplication 
virale. 
 Une manière directe d’illustrer une possible dégradation par autophagie de protéines 
virales néosynthétisées est d’étudier l’impact de l’inhibition de l’autophagie sur la réplication 
virale (cf. Tableau 4 partie I -E -4). Des DC ont été transduites avec les shRNA anti-LC3 
décrits précédemment (cf. article précédent), puis infectées avec deux doses de virus. La 
réplication virale a ensuite été analysée par marquage Gag-p24 intracellulaire en cytométrie et 
par ELISA (Fig. 4A). 
 La transduction à l’aide des shLC3 et shCTRL n’a pas d’impact sur la cinétique de 
réplication du virus évaluée par le marquage intracellulaire p24+. Aussi bien dans les cellules 
GFP+ (30% des cellules) transduites (Fig. 4B – panneau gauche) que dans les cellules GFP- 
(75%) non transduites, la transduction par le shLC3 n’affecte pas la réplication du virus par 
rapport aux cellules traitées shCTRL (aux deux doses d’infection). La propagation du virus 
évaluée dans les surnageants de culture par ELISA p24+ n’est pas non plus affectée par la 
transduction (Fig. 4B – panneau droit).  
 Ces expériences indiquent que l’autophagie n’a pas d’impact sur la réplication du VIH 
dans les DC. Par ailleurs, j’ai confirmé ces résultats en bloquant l’autophagie avec la protéine 
Atg4bC74A (décrite dans l’article précédent). De plus, le blocage de la CMA ne semble pas 
non plus affecter la réplication du virus dans les DC (non montré).  
 En conclusion, l’ensemble de ces observations montrent que dans les DC infectées, la 
réplication du VIH ne semble pas être affectée par le flux autophagique : la protéine de 
matrice virale Gag n’est pas acheminée dans les autophagosomes dans un contexte infectieux, 
ou exprimée seule dans les DC, et la capacité du virus à se répliquer ne semble pas modifiée 
lorsque l’autophagie est inhibée.  
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Figure 1 : Absence de colocalisation entre Gag néosynthétisé et le marqueur de l’autophagie GFP-LC3 
dans les DC infectées.  
(A) Schéma expérimental : après 4 jours de différenciation, des DC ont été transduites GFP-LC3 pour suivre 
les autophagosomes, puis infectées VIHYu2b. (B) Mesure du pourcentage de DC transduites GFP-LC3 et 
infectées. Le pourcentage de cellules transduites GFP-LC3 et infectées (marquage anticorps anti-p24) est 
mesuré par cytométrie intracellulaire. 8% des DC sont GFP-LC3+/p24+. (C) Gag et GFP-LC3 ne 
colocalisent pas dans les DC infectées VIHYu2b. Les DC infectées et transduites ont été mises sur lames et la 
colocalisation entre GFP-LC3 et Gag (marquage anticorps anti-Gag en rouge) du virus est analysée par 
microscopie confocale. Panneau droit : des DC transduites non infectées permettent de visualiser la 
spécificité du marquage Gag. NT: cellules non traitées ; ChQ : traitées chloroquine 100µM (1h) pour 
permettre la visualisation de l’accumulation des autophagosomes ; Rapa : traitées rapamycine 5µg/ml (4h).   
Observation confocale (objectif 60x). Marquage DAPI des noyaux (en bleu). Barre d’échelle = 10µm 
Ces résultats sont représentatifs de 5 expériences indépendantes réalisées avec des DC dérivées de 
monocytes, issues de donneurs différents et infectées avec différents isolats viraux. 
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Figure 2 : Quantification de la colocalisation GFP-LC3/Gag dans les DC infectées VIHYu2b ou 
transduites p41LC3.  
(A) Schéma expérimental : après 4 jours de différenciation, des DC ont été co-transduites GFP-LC3 et 
p41LC3. (B) Colocalisation entre p41LC3 et GFP-LC3 dans les DC co-transduites. Les DC co-transduites 
ont été mises sur lames et la colocalisation entre GFP-LC3 et la p41LC3 (marquage anticorps anti-Gag en 
rouge) est analysée par microscopie confocale. Dans les DC non traitées (NT) on observe une colocalisation 
entre la p41LC3 et la GFP-LC3. Le traitement chloroquine (ChQ, 100µM 1h) permet l’accumulation des 
autophagosomes confirmant la colocalisation de la p41 avec les vésicules d’autophagie marquées GFP-LC3. 
Observation confocale (objectif 60x). Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. Barre 
d’échelle : 10µm. 
(C) Quantification de la colocalisation GFP-LC3/Gag. DC infectées VIHYu2b (figure 5) ou transduites 
p41LC3 (figure 6) +/- traitements induisant l’autophagie (Rapa : rapamycine 5µg/ml, 4h ; Lith : lithium 
10mM, 4h ; LPS 1µg/ml, 4h) en présence ou absence de chloroquine (ChQ, 100µM 1h). Indépendamment du 
traitement, on n’observe pas de colocalisation. Les DC co-transduites avec p41LC3 et GFP-LC3 sont 
utilisées comme contrôle positif de colocalisation.  
Les coefficients M1 et M2 permettant d’estimer la colocalisation sont apportés par le logiciel ImageJ et le 
plugin JACoP (Just Another Colocalization Plugin). M1=fraction du marquage LC3 contenant un marquage 
Gag. M2=fraction du marquage Gag contenant un marquage LC3. Ces résultats sont issus d’une moyenne 
sur 20 cellules par conditions, sur 3 expériences indépendantes. (Barres d’erreur: Déviation Standard) 
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Figure S1 : Dans les DC, absence de colocalisation entre Gag néosynthétisé et le LC3 endogène.  
Après 4 jours de différenciation, les DC ont été infectées VIHYu2b. (A) Gag ne colocalise pas avec le LC3 
endogène dans les DC infectées VIHYu2b. Les DC infectées ont été mises sur lames, marquées avec un 
anticorps dirigé contre LC3-A/B (en vert) et la colocalisation avec Gag (marquage anticorps anti-Gag en 
rouge) du virus est analysée par microscopie confocale. NT: cellules non traitées ; ChQ : traitées chloroquine 
100µM (1h) pour permettre la visualisation de l’accumulation des autophagosomes. Observation confocale 
(objectif 60x). Barre d’échelle = 10µm. 
Ces résultats sont représentatifs de 5 expériences indépendantes réalisées avec des DC dérivées de 
monocytes issues de donneurs différents et infectées avec différents isolats viraux. 
(B) Quantification de la colocalisation entre LC3-A/B et Gag. DC infectées VIHYu2b +/- traitements induisant 
l’autophagie (Rapa : rapamycine 5µg/ml, 4h), en présence ou absence de ChQ (100µM, 1h). 
Indépendamment du traitement, on n’observe pas de colocalisation. L’analyse des coefficients M1 et M2 est 
effectuée comme dans la figure 2.(Barres d’erreur: Déviation Standard) 
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Figure S2 : Absence de colocalisation entre Gag néosynthétisé et p62 dans les DC infectées 
Après 4 jours de différenciation, les DC ont été transduites GFP-LC3 pour suivre les autophagosomes, puis 
infectées VIHYu2b. (A) Gag ne colocalise pas avec p62 dans les DC infectées VIHYu2b. Les DC infectées et 
transduites ont été mises sur lames et marquées avec un anticorps dirigé contre p62 (en bleu). La 
colocalisation de Gag (marquage anticorps anti-Gag en rouge) du virus avec p62 ou la GFP-LC3 est analysée 
par microscopie confocale. Dans les DC non traitées (NT), on observe une colocalisation entre la p62 et la 
GFP-LC3. Le traitement chloroquine (ChQ, 100µM, 1h) permet l’accumulation des autophagosomes 
confirmant la colocalisation de la p62 avec les vésicules d’autophagie marquées GFP-LC3. Observation 
confocale (objectif 60x). Barre d’échelle = 10µm 
(B) Quantification de la colocalisation entre Gag&GFP-LC3, Gag&p62 et p62&GFP-LC3. DC infectées 
VIHYu2b en présence ou absence de ChQ (100µM, 1h). On n’observe pas de colocalisation entre Gag et p62 
ou Gag et GFP-LC3. La p62 est utilisée comme un contrôle positif de colocalisation des autophagosomes 
avec une protéine endogène. Ces résultats sont représentatifs de 2 expériences indépendantes réalisées avec 
des DC dérivées de monocytes issues de donneurs différents et infectées avec différents isolats viraux. 
L’analyse des coefficients M1 et M2 est effectuée comme dans la figure 2.(Barres d’erreur: Déviation 
Standard) 
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Figure 3: Le VIH ne semble pas 
manipuler l’autophagie dans les DC 
infectées.  
(A et B) Les protéines Nef et Env ne 
contribuent pas à l’échappement du virus à 
l’autophagie.  
(A) Des DC  transduites GFP-LC3 ont été 
infectées avec un virus VIHYu2b délété de la 
p ro té ine accesso i re Nef . Comme 
précédemment, on n’observe pas en 
miscroscopie de colocalisation dans les DC 
non traitées (NT) ou traitées chloroquine 
(ChQ) entre la protéine virale Gag (en 
rouge) et la GFP-LC3 qui marque les 
autophagosomes. 
(B) De la même manière, des DC 
transduites GFP-LC3 ont été infectées avec 
un virus VIHBru pseudotypé VSV-G (en 
haut, VSV-VIHBru)  ou avec un virus issu 
de la même souche virale mais délété de la 
protéine Env (en bas, VSV-VIHBru∆Env). 
Avec un traitement chloroquine (ChQ), on 
o b s e r v e  l ’ a c c u m u l a t i o n  d e s 
autophagosomes mais toujours aucune 
colocalisation Gag/GFP-LC3 ni en 
présence ni en absence de la protéine Env. 
(C) Des DC exprimant la GFP-LC3 sont 
transduites avec un vecteur lentiviral 
exprimant Gag seul (CMV-Gag). En dehors 
du contexte d’une infect ion VIH 
productive, Gag (en rouge) ne colocalise 
pas avec la GFP-LC3 et ce dans les DC non 
traitées (NT) ou traitées avec la chloroquine 
(ChQ).  
Ces résultats vont dans le sens de l’absence 
d’un mécanisme d’échappement développé 
par le virus pour contrecarrer l’autophagie 
dans les phases tardives de l’infection des 
DC.  
 
Observation confocale (objectif 60x). Tous 
ces résultats sont représentatifs de 2 
expér iences indépendantes . Bar re 
d’échelle : 10µm. 
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Figure 4 : L’inhibition de l’autophagie dans les DC infectées n’a pas d’effet  sur la réplication virale. 
(A) Schéma expérimental : Après différenciation, des DC ont été transduites avec les vecteurs lentiviraux 
shCTRL ou shLC3 exprimant la GFP (30% des cellules sont GFP+),  puis infectées avec deux doses de virus 
(50ng/ml p24 : faible dose ; 500ng/ml p24 : forte dose). (B) Analyse de la réplication virale dans les DC 
transduites. La réplication virale a ensuite été analysée par marquage de la p24 intracellulaire en cytométrie 
dans les cellules GFP+ (à gauche) transduites shCTRL ou shLC3 et par ELISA (dosage de la p24 dans le 
surnageant de culture ; panneau de droite). NT : cellules non transduites ; shCTRL/shLC3 : cellules 
transduites shCTRL ou shLC3. Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. 
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IV - DISCUSSION/CONCLUSION ET PERSPECTIVES  
 

 La caractérisation et la description des réponses T CD4 spécifiques d’antigènes du 
VIH chez les patients infectés ont reçu une attention croissante ces dernières années quant à 
l’étude du contrôle de la réplication virale. En effet, les LT CD4, via leur différenciation en 
TFH, contrôlent plusieurs étapes de l’activation des LB pour la génération d’anticorps 
neutralisants774 à fort potentiel de protection contre l’infection775. De plus, plusieurs données 
se sont accumulées, montrant que l’apparition d’une réponse T CD4 spécifique efficace et 
diversifiée serait associée, d’une part, à l’augmentation de l’efficacité de la réponse CTL 
antivirale722 (qui jouerait elle-même un rôle déterminant dans le contrôle de la réplication du 
VIH253,254,718,720) et, d’autre part, au contrôle de la charge virale pendant la primo-infection et 
la phase d’infection chronique721,722,776,777. Notamment, l’induction précoce d’une réponse T 
CD4 contre la protéine virale Gag semble particulièrement importante pour le contrôle de la 
réplication du VIH776. De façon cohérente, certains allèles HLA de classe II sont corrélés avec 
la capacité de patients vaccinés (RV144) à produire des anticorps neutralisants723. En outre, la 
présence d’allèles codant pour certaines molécules HLA de classe II DR, capables de fixer un 
répertoire varié de peptides antigéniques, est corrélée avec une faible charge virale chez les 
patients infectés777. L’activation des T CD4 spécifiques du virus étant dépendante de la 
capacité des APC à présenter des antigènes viraux sur leurs molécules du CMH-II, l’ensemble 
de ces données suggère un rôle primordial des APC dans l’induction d’une réponse immune 
adaptative cellulaire efficace. Ainsi, la compréhension des mécanismes d’apprêtement des 
antigènes du VIH dans les APC semble être une étape clef dans la recherche d’un vaccin qui 
activerait efficacement la réponse cellulaire T (et B) spécifique.  
 Les DC sont des APC qui jouent un rôle majeur dans l’induction des réponses T CD4 
(et CD8) spécifiques dirigées contre les pathogènes. Ceci de par leur capacité à capturer, 
reconnaître et dégrader les pathogènes, à s’activer et à sur-exprimer à leur surface les 
molécules du CMH-I/-II ainsi que différentes molécules de costimulation, et à migrer dans les 
organes lymphoïdes secondaires.  

Dans le contexte de l’infection VIH, la capacité des DC à présenter efficacement des 
antigènes du VIH pour activer la réponse lymphocytaire T antivirale spécifique a fait l’objet 
de nombreuses études. Les DC exprimant des facteurs de restriction limitant la réplication du 
virus645,778, ces études se sont majoritairement concentrées sur l’aptitude de ces cellules à 
capturer le virus (libre779 ou dans des cellules infectées344), à le dégrader et à présenter les 
antigènes viraux issus de cette dégradation sur leurs molécules du CMH. Ainsi, la capture du 
virus médiée par des CLR comme DC-SIGN entraîne la dégradation partielle du virus dans 
des compartiments endosomaux et conduit au chargement des molécules du CMH-II pour 
l’activation des LT CD4 spécifiques512,724,780. D’autre part, après fusion de l’enveloppe virale, 
les virus entrants ayant échappé à la dégradation dans les DC constituent une source 
d’antigènes exogènes dégradés par le protéasome et chargés sur les molécules du CMH-I, 
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conduisant à l’activation des LT CD8 spécifiques279,344,724,725,779(présentation croisée). 
Cependant, le VIH peut également se répliquer dans les DC in vitro et des DC infectées sont 
retrouvées dans les tissus des patients infectés642,643. Ces cellules pourraient être capables de 
migrer dans les ganglions 730 pour activer la réponse T antivirale spécifique. Si plusieurs 
études ont montré que des antigènes du VIH exprimés de novo dans divers modèles d’APC 
induisent l’activation des LT CD8 spécifiques627,731,781, très peu d’études in vitro ont cherché à 
caractériser les capacités des APC/DC infectées VIH à présenter les antigènes viraux 
néosynthétisés sur les molécules du CMH732. 
 Lors de ma thèse, j’ai pu mettre en évidence pour la première fois que les DC 
humaines dérivées de monocytes et infectées par le VIH in vitro étaient capables d’apprêter et 
de présenter sur les molécules du CMH-II des peptides issus de la protéine Gag endogène, 
conduisant à l’activation de clones T CD4 spécifiques de cet antigène. De façon remarquable, 
l’activation de ces  LT CD4 nécessite la synthèse de novo de la protéine Gag. Par ailleurs, en 
utilisant plusieurs clones T CD4 spécifiques pour deux épitopes différents (gag1 reconnu par 
les clones L11&F12 et gag2 reconnu par le clone IV-9), j’ai montré que seul l’épitope gag2 
était apprêté via la voie de présentation endogène. En effet, les DC infectées sont incapables 
d’activer le clone IV-9 spécifique de gag1, contrairement aux DC chargées avec le virus en 
exogène. Ainsi, la voie de présentation endogène responsable de l’apprêtement des antigènes 
du VIH sur les molécules du CMH-II ne serait pas redondante avec la voie exogène et 
pourrait générer un répertoire différent de peptides présentés.  

Il est souvent admis comme un dogme en immunologie que les molécules du CMH-II 
présentent exclusivement des peptides dérivés d’antigènes exogènes, capturés dans 
l’environnement extracellulaire. Mes résultats montrent que, dans le contexte de l’infection 
VIH des DC, des antigènes viraux néosynthétisés peuvent aussi être apprêtés sur les 
molécules du CMH-II par une voie non classique. Ils s’ajoutent ainsi à plusieurs autres études 
qui révèlent que l’infection d’APC par différents virus conduit à l’activation de LT CD4 
spécifiques d’antigènes viraux néosynthétisés413,583,782–784, posant ainsi la question de la 
relevance de ce dogme dans un contexte infectieux. En outre, 20% des peptides du soi 
présentés sur les molécules du CMH-II seraient issus de protéines cytoplasmiques et 
nucléaires411,785. Il importe de comprendre quels sont les mécanismes moléculaires 
responsables de cette présentation.   
  Plusieurs évidences suggèrent un rôle de la macroautophagie (appelée communément 
autophagie) dans la présentation sur les molécules du CMH-II d’antigènes 
endogènes/néosynthétisés du soi ou de pathogènes intracellulaires576,786. L’autophagie permet 
en effet la dégradation lysosomale de composants cytoplasmiques pour le maintien de 
l’homéostasie cellulaire, et elle est également impliquée dans la dégradation de plusieurs 
pathogènes219, dont certains virus517. Dans des LB transformés par l’EBV, certains épitopes 
de la protéine virale nucléaire EBNA1 sont apprêtés sur les molécules du CMH-II de façon 
dépendante de l’autophagie, qui joue donc un rôle dans l’activation des LT CD4 spécifiques 
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de cet antigène583. En outre, dans les DC, les autophagosomes fusionnent continuellement 
avec des compartiments riches en molécules du CMH-II785. 
 Fabien Blanchet a montré en collaboration avec notre laboratoire que l’autophagie 
pouvait participer à l’activation de LT CD4 spécifiques de la protéine Gag du VIH dans des 
DC chargées avec le virus en absence de réplication virale512. Le virus entrant est dirigé dans 
les autophagosomes, qui fusionnent ensuite avec les lysosomes ; l’autophagie participe alors 
au chargement sur les molécules du CMH-II des peptides générés par la dégradation du virus. 
L’autophagie intervient donc dans la présentation d’antigènes exogènes du VIH. 
 Dans la continuité de cette étude, j’ai cherché à caractériser le rôle de l’autophagie 
dans l’apprêtement et la présentation sur les molécules du CMH-II du Gag néosynthétisé, 
après l’infection des DC, pendant la réplication du virus. J’ai montré que l’autophagie, de 
façon surprenante, ne participait pas à la présentation endogène CMH-II de l’épitope gag2. En 
effet, ni l’inhibition de l’autophagie avec des drogues et des shRNA contre la protéine LC3 
(shLC3), ni le blocage de la formation des autophagosomes avec la protéine Atg4BC74A, 
n’affectent la capacité des DC infectées à activer les clones L11&F12 spécifiques de cet 
épitope. La CMA est une autre forme d’autophagie, également impliquée dans la présentation 
d’antigènes endogènes par les CMH-II602. Les protéines substrat de cette voie contiennent le 
motif dégénéré KFERQ, permettant leur prise en charge par les protéines chaperonnes de la 
CMA. Une analyse de la séquence de Gag montre qu’il existe un motif similaire dans cette 
protéine. Cependant, bloquer la CMA à l’aide d’un shRNA ciblant spécifiquement LAMP-2A 
n’altère pas non plus la présentation endogène de l’épitope gag2.  
 La contribution de l’autophagie à la présentation d’antigènes viraux endogènes par les 
molécules du CMH-II semble intuitivement séduisante. Cette idée a été relayée par les études 
montrant que l’autophagie est impliquée dans la présentation sur les molécules du CMH-II de 
l’antigène EBNA1 de l’EBV583,584. Cependant cette voie de présentation n’est pas exclusive 
car certains épitopes d’EBNA1 sont apprêtés de façon indépendante de l’autophagie584. De 
plus, le rôle de l’autophagie dans la présentation d’antigènes endogènes semble dépendre du 
contexte infectieux. Par exemple, le virus de la grippe induit l’autophagie dans les cellules 
infectées, et l’antigène de matrice virale peut être apprêté par la voie endogène sur les 
molécules du CMH-II des DC murines414. De façon intéressante, tout comme dans le contexte 
de l’infection des DC humaines par le VIH, seuls certains épitopes de la matrice peuvent être 
présentés par la voie endogène, et l’autophagie n’est pas le mécanisme responsable413,414. Au 
contraire, les transporteurs TAP et le protéasome semblent impliqués dans l’apprêtement des 
épitopes présentés par la voie endogène. Au laboratoire, nous sommes en train de développer 
un lentivirus qui exprime la protéine ICP47 du virus HSV de manière à bloquer les pompes 
TAP787 dans les DC, pour évaluer si cette voie contribue à la présentation de l’épitope gag2 
du Gag néosynthétisé aux clones T CD4 spécifiques.  
 Acheminer dans les autophagosomes des DC la protéine de la matrice virale du virus 
de la grippe en la fusionnant avec  la protéine LC3 augmente de façon importante l’activation 
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de la réponse T CD4 dirigée contre cet antigène in vitro785. De plus, une étude récente montre, 
dans un modèle murin, que l’expression de la protéine de fusion VIS-GagLC3, augmente 
significativement l’activation de la réponse  LT CD4 in vivo en comparaison avec la protéine 
VIS-Gag601. Via une approche similaire, j’ai démontré que des DC transduites avec un 
vecteur lentivirus codant pour la protéine VIH-GagLC3 sont capables d’induire une forte 
réponse T CD4 dirigée contre l’épitope gag2. La protéine Gag dans ces DC colocalise avec 
les autophagosomes LC3+ ; inhiber l’autophagie avec des drogues conduit alors à une 
inhibition dose dépendante de l’activation des clones T CD4 spécifiques. Le ciblage de Gag 
du VIH dans les autophagosomes des DC conduit à une meilleure activation des clones 
L11&F12, en comparaison avec les DC infectées VIH. Par ailleurs, en introduisant une 
mutation dans GagLC3 qui empêche son couplage à la membrane des autophagosomes, la 
réponse T CD4 spécifique n’est plus potentialisée.  
 De façon remarquable, les DC transduites avec GagLC3 sont capables d’activer 
efficacement les clones T CD4 spécifiques de l’épitope gag1. Ainsi, forcer l’apprêtement de 
la protéine Gag dans les autophagosomes, en plus de potentialiser la réponse T CD4 
spécifique, est susceptible d’élargir le répertoire des peptides présentés par la voie endogène 
sur les molécules du CMH-II. Notons qu’il est également possible de forcer la dégradation 
lysosomale d’une protéine via la CMA en rajoutant à son extrémité N-terminal le motif 
KFERQ170. En reprenant cette stratégie, il sera possible d’évaluer l’impact de l’expression 
dans les DC d’une protéine de fusion KFERQ-Gag sur l’activation de nos clones T CD4, et 
sur le répertoire des épitopes de Gag présentés. 
 Un même antigène néosynthétisé peut donc être présenté sur les molécules du CMH-II 
via différents mécanismes. Les DC infectées exprimant Gag néosynthétisé présentent certains 
épitopes de cette protéine, mais l’autophagie ne joue pas de rôle dans cette voie de 
présentation. Pourtant, forcer l’accumulation de Gag dans les autophagosomes conduit à une 
potentialisation de la présentation CMH-II endogène et à une diversification du répertoire des 
épitopes présentés. Ces observations posent logiquement la question de la localisation du Gag 
néosynthétisé dans les DC infectées VIH, mais aussi de l’existence d’éventuels mécanismes 
d’échappement développés par le virus. 
 Dans les macrophages infectés VIH, deux études ont montré que Gag colocalise avec 
les autophagosomes, via une interaction avec la protéine LC3788,789. J’ai donc analysé la 
colocalisation dans les DC infectées entre la protéine Gag et les vésicules d’autophagie 
marquées LC3. Contrairement aux observations faites avec les macrophages, Gag 
néosynthétisé ne se retrouve pas dans les autophagosomes des DC infectées, en absence ou en 
présence d’inducteur de l’autophagie. Bien que l’autophagie soit  parfois considérée comme 
un mécanisme non sélectif, de nombreuses évidences montrent que l’acheminement de 
protéines ou de pathogènes dans les autophagosomes peut être dépendant de 
récepteurs/adaptateurs spécifiques143,513 comme la protéine p62. J’ai montré que la protéine 
virale Gag ne colocalisait pas non plus avec cette protéine dans les DC infectées par le VIH. 
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 Ces résultats suggèrent que les néovirions ne se retrouvent pas dans les 
autophagosomes des DC. Or, l’étude de F. Blanchet a révélé que la protéine Gag du virus 
entrant colocalise avec les autophagosomes des DC, en absence de réplication virale. Le virus 
entrant serait dirigé rapidement (dès 15 min) dans les autophagosomes, avec un pic de 
colocalisation à 12h d’infection. De 12h à 20h post-infection, la colocalisation entre Gag et 
LC3 commence à diminuer, avant même le début de la néosynthèse de la protéine Gag. 
Pendant ma thèse, j’ai effectué des cinétiques de colocalisation du virus avec LC3 entre 
30min et 6 jours post-infection, qui sont en cours d’analyse. Mes résultats confirment la 
colocalisation de Gag avec les autophagosomes lors de l’entrée du virus, et montrent que cette 
colocalisation disparaît ensuite aux temps tardifs de l’infection pendant la réplication virale 
lorsque Gag est exprimé dans les DC. 
 Il est intéressant de noter que, dans un contexte infectieux différent, en utilisant un 
vecteur vaccinal rougeole recombinant exprimant la protéine Gag du VIH (MeV-Gag, fourni 
par Frédéric Tangy), j’ai montré que Gag endogène colocalise avec les autophagosomes dans 
les DC. Il a été montré que la rougeole, par l’intermédiaire du récepteur CD46, induit 
l’autophagie dans les cellules622. Ces vecteurs rougeole recombinants sont fortement 
immunogènes790 : les DC infectées activent efficacement les clones LT CD4 anti-Gag et la 
néosynthèse de cette protéine est nécessaire pour sa présentation. Étudier l’implication de 
l’autophagie dans la présentation des antigènes issus de Gag dans ce contexte infectieux 
pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de cette 
immunogénicité. Les outils que j’ai développés durant ma thèse permettront la caractérisation 
rapide du rôle de l’autophagie dans l’infection par ce vecteur rougeole recombinant. Ainsi, en 
fonction du contexte infectieux (VIH ou MeV-Gag), l’autophagie pourrait jouer un rôle plus 
ou moins important dans la dégradation de la protéine Gag néosynthétisée. Il serait intéressant 
d’évaluer la colocalisation de Gag dans des DC infectées VIH après stimulation de 
l’autophagie par des anticorps anti-CD46 qui simulent l’induction du flux autophagique622 
observée dans le contexte d’une infection rougeole622.  
  Les données de la littérature montrent que, dans les macrophages infectés, le virus 
peut se trouver dans les autophagosomes, et l’inhibition de l’autophagie basale diminue la 
réplication virale510,789. Kyei et coll ont révélé que, dans ces cellules, via l’interaction entre 
Nef  et Beclin 1, le virus serait capable d’inhiber la maturation des autophagosomes pour 
éviter sa dégradation dans les compartiments autophago-lysosomaux789. Ces résultats 
suggèrent qu’une fois la maturation des autophagosomes bloquée, le virus pourrait alors 
utiliser la machinerie autophagique pour augmenter sa réplication. Dans les DC infectées 
VIH, Nef pourrait donc éventuellement permettre au virus d’échapper à la dégradation, ce qui 
expliquerait l’absence de colocalisation entre Gag néosynthétisé et les autophagosomes. 
Cependant, j’ai montré que Gag ne colocalisait pas avec les autophagosomes LC3+ dans des 
DC infectées par un virus délété pour Nef. En accord avec ces résultats, l’inhibition de 
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l’autophagie (via l’expression de shLC3 ou d’Atg4bC74A) dans les DC infectées par ce virus 
muté ne modifie pas l’activation des clones T CD4 L11&F12.  
 Par ailleurs, dans les DC chargées avec le virus, la protéine Env serait capable 
d’inhiber l’autophagie précocement (1h post-infection) via son interaction avec le récepteur 
CD4512. Cependant, dans les DC productivement infectées, je n’ai pas observé de diminution 
du nombre d’autophagosomes (données en cours d’analyse). Par ailleurs, la protéine Gag 
néosynthétisée  ne colocalise pas avec les autophagosomes des DC infectées par un virus 
délété pour la protéine Env.  
 Ainsi, en utilisant différents virus mutants délétés pour les protéines Nef et Env, mes 
résultats suggèrent que dans les DC infectées, le virus ne semble pas avoir développé de 
mécanisme d’échappement qui expliquerait l’absence de colocalisation entre Gag 
néosynthétisé et les autophagosomes. En outre, Gag exprimé seul dans les DC ne colocalise 
pas non plus avec les autophagosomes, ce qui confirme ces résultats. Par ailleurs, dans les DC 
infectées par le VIH, la manipulation du flux autophagique à l’aide de drogues qui induisent 
l’autophagie ou bloquent la dégradation lysosomale des autophagosomes ne révèle pas de 
colocalisation entre Gag et les autophagosomes.  
 Certains virus interagissent avec la machinerie autophagique pour augmenter leur 
réplication mais ne sont pas retrouvés dans les autophagosomes623. Ainsi, bien que la protéine 
Gag néosynthétisée du virus ne semble pas dégradée dans les autophagosomes des DC, cela 
n’exclut pas un rôle de l’autophagie dans l’inhibition ou la potentialisation de la réplication 
virale. Cependant dans les DC, la réplication virale, mesurée par le pourcentage de cellules 
infectées et de Gag extracellulaire, ne semble pas modifiée lorsque l’autophagie est inhibée. 
Ces résultats, et mes données relatives à l’absence de colocalisation entre Gag et les 
autophagosomes, suggèrent que l’autophagie n’a pas d’impact sur la réplication virale dans 
les DC.  
 Pourtant, ces données semblent en contradiction avec les études dans les macrophages 
infectés où le flux autophagique affecte la réplication virale760,789. Toutefois, nos résultats 
dans les macrophages infectés montrent une absence de colocalisation entre Gag et LC3 dans 
les cellules mononucléées. L’infection des macrophages in vitro induit la formation de larges 
syncytia polynucléés. Nos observations montrent que, dans ces cellules fusionnées, Gag 
semble colocaliser avec les autophagosomes. Ainsi, la colocalisation observée par Kyei et 
coll. & Campell et coll. pourrait n’être observable que dans ces syncytia. Leur présence dans 
les tissus de patients infectés est controversée, ce qui pose la question de la relevance de ces 
études quant au rôle de l’autophagie dans les macrophages infectés in vivo.  
 Par ailleurs, il existe des différences dans la biologie cellulaire intrinsèque des 
macrophages et des DC, qui pourraient expliquer les différences de colocalisation entre les 
protéines Gag et LC3 dans les macrophages et les DC. En effet, les macrophages sont des 
cellules dont la fonction principale est de dégrader efficacement les pathogènes, via leur 
activité protéolytique lysosomale élevée238. Au contraire, les DC dégradent les pathogènes 
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plus lentement pour favoriser la présentation des peptides antigéniques sur les molécules du 
CMH238,239. L’autophagie dans les macrophages pourrait être plus efficace que l’autophagie 
dans les DC pour dégrader les pathogènes. Ainsi, dans les T CD4 infectées par le VIH, où 
l’autophagie basale est moins élevée que dans les cellules myéloïdes, le virus n’est pas 
retrouvé dans les autophagosomes118.   
 Une autre hypothèse particulièrement intéressante établit un lien entre les observations 
montrant la colocalisation de Gag néosynthétisé avec les autophagosomes des macrophages 
infectés788,789 et les observations sur la colocalisation de la protéine Gag de l’input viral avec 
les autophagosomes des DC512. En effet, dans les macrophages productivement infectés, le 
virus peut bourgeonner, du moins en partie, dans des compartiments endosomaux 
multivésiculaires (MVB)791,792 (contrairement aux DC et aux LT CD4 où le virus bourgeonne 
majoritairement à la membrane plasmique). De façon marquante, le virus exogène peut être 
capturé par les DC dans des compartiments qui possèdent les mêmes marqueurs que ces 
MVB, notamment CD81, CD63 et les molécules du CMH-II666,792. Ces compartiments sont 
eux aussi multivésiculaires. Qui plus est,  ils possèdent la même capacité à « excréter » le 
virus vers les LT CD4 lors de son transfert au niveau de la synapse virologique792. La 
différence principale est que dans le cas des DC le virus provient de l’input viral, alors que 
dans les macrophages celui-ci est issu de la réplication de novo792. Quoi qu’il en soit, la 
maturation des autophagosomes passe par la fusion avec des compartiments endosomaux 
d’acidité croissante75 que sont les endosomes précoces, tardifs et les MVB78,83,87, pour créer 
des compartiments appelés amphisomes79,512, avant de fusionner avec les lysosomes. Ainsi, 
dans les DC, l’input viral, en s’accumulant dans des compartiments MVB-like riches en 
CMH-II792, pourrait être dégradé (partiellement) via la machinerie autophagique, et conduire à 
l’apprêtement des antigènes viraux exogènes sur les molécules du CMH-II. De manière 
équivalente, dans les macrophages, les virus issus de la réplication virale qui s’accumulent 
dans les MVB seraient retrouvés dans des structures amphisomales suite à la fusion des 
autophagosomes avec ces compartiments multivésiculaires. Pour évaluer cette hypothèse, on 
pourrait bloquer la formation des MVB  (en inhibant l’expression de la machinerie ESCRT793) 
et évaluer l’effet sur la colocalisation de Gag néosynthétisé avec les autophagosomes des 
macrophages. Il est envisageable que la protéine Nef, en interagissant avec Beclin 1, inhibe la 
fusion MVB/autophagosomes, favorisant ainsi la réplication du virus : en effet, il a été montré 
que Nef interagissait avec la voie PI3K pour induire l’accumulation des MVB dans les 
cellules794 (et perturbait ainsi le trafic des molécules du CMH-II). Dans les DC infectées795 et 
les LT CD4, le virus bourgeonne majoritairement à la membrane plasmique, et ne serait donc 
pas retrouvé dans les autophagosomes, qui alors ne participeraient pas au chargement 
d’antigènes viraux endogènes sur les molécules du CMH-II. Forcer l’accumulation de Gag 
dans les MVB des DC pourrait alors conduire, si cette hypothèse est exacte, à une 
présentation des épitopes de cette protéine via la machinerie autophagique. De façon 
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intéressante, le récepteur CD46, responsable de l’induction de l’autophagie par  le MeV 
vaccinal622, transite via les MVB de façon constitutive622.  
 Par ailleurs, si l’autophagie ne joue pas de rôle dans la présentation endogène de la 
protéine Gag dans les DC infectées VIH, d’autres protéines du virus, notamment l’enveloppe 
virale qui interagit avec les membranes, pourraient se retrouver dans les autophagosomes et 
être apprêtées sur les molécules du CMH-II de façon dépendante de l’autophagie. Dans des 
cellules APC modèles infectées avec un vecteur vaccine recombinant exprimant la protéine 
Env, celle-ci est  exprimée à la membrane avant d’être présentée sur les molécules du 
CMH-II404. Le mécanisme de cette voie de présentation n’est pas décrit, mais l’autophagie 
pourrait jouer un rôle. 
 
 Au sein du laboratoire d’Arnaud Moris, j’ai donc pu montrer pour la première fois que 
des DC infectées par le VIH sont capables de présenter des antigènes viraux endogènes sur les 
molécules du CMH-II. Cette voie de présentation permet l’activation efficace de la réponse T 
CD4, et constitue une alternative à la présentation exogène CMH-II, de par le répertoire 
différent des peptides présentés qu’elle engendre. Dans ce contexte infectieux, l’autophagie 
ne serait pas impliquée dans cette voie de présentation non classique. Ainsi, la protéine virale 
Gag néosynthétisée ne colocalise pas avec les autophagosomes dans les DC infectées. 
L’autophagie n’affecte pas la réplication virale, suggérant que le virus ne serait pas dégradé 
par la machinerie autophagique. Cependant, forcer la colocalisation de la protéine Gag avec 
les autophagosomes, via l’expression de la protéine de fusion GagLC3, potentialise la 
capacité des DC à activer la réponse T CD4 spécifique, et élargit le répertoire des épitopes 
présentés par la voie endogène sur les CMH-II.  
 Ainsi, dans les DC, plusieurs voies différentes coexistent et peuvent conduire à 
l’apprêtement d’antigènes viraux sur les molécules du CMH-II. En fonction du contexte 
infectieux (virus exogène ou réplicatif) et de la localisation intracellulaire des antigènes 
viraux (à l’intérieur ou à l’extérieur des autophagosomes), différents mécanismes 
partiellement redondants sont donc impliqués dans la présentation des antigènes sur les 
molécules de CMH-II. Plusieurs études ont montré que les virus ont développé au cours de 
leur évolution de nombreux mécanismes pour échapper à leur présentation sur les molécules 
du CMH. Par exemple, le virus HCMV a développé différentes protéines afin de bloquer 
l’apprêtement des peptides antigéniques sur les molécules de CMH-I et sur les molécules de 
CMH-II796. De même, la protéine Nef du VIH dérégule le trafic vésiculaire et l’expression des 
molécules de CMH-I/-II638,734,794. Ainsi, il semble logique que les DC, qui interagissent avec 
ces pathogènes et sont spécialisées dans la présentation des antigènes, aient développé 
plusieurs mécanismes de présentation antigénique afin de contourner de manière la plus 
efficace possible les mécanismes d’échappement mis en place par les virus, et de conduire à 
l’induction d’une réponse immune adaptative efficace. 
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Mon étude sur les interactions autophagie/VIH dans les DC infectées s’ajoute aux 
travaux de F. Blanchet et aux autres données in vitro dans les LT CD4118,749 et les 
macrophages527,760, pour souligner le rôle complexe de l’autophagie dans l’infection VIH et 
l’élaboration de la réponse antivirale. Au sein d’un même type cellulaire, les DC, il faut 
distinguer les cellules qui capturent le virus des cellules où le virus se réplique, car 
l’autophagie semble jouer des rôles différents, en fonction de la cinétique d’infection, dans la 
dégradation du virus et la présentation des antigènes viraux. Par ailleurs, en fonction des voies 
d’induction de l’autophagie, celle-ci pourrait alternativement favoriser ou diminuer la 
réplication virale dans les macrophages infectés768,789. De plus, en fonction des types 
cellulaires infectés (LT CD4, macrophage ou DC) l’autophagie semble avoir un impact 
différent sur la survie des cellules infectées ou en contact avec le virus118,749,750. Enfin, le virus 
module différemment l’autophagie dans tous ces types cellulaires118,512,789. 

Cette complexité des interactions entre l’autophagie et le VIH pose la question du rôle 
de l’autophagie in vivo chez les individus infectés, dans le contrôle de la réplication virale 
mais aussi dans la pathogenèse, la physiopathologie, et la progression de la maladie. Une 
étude récente semble montrer qu’il existe, dans les cellules mononucléées du sang 
périphérique des patients qui contrôlent l’infection et des patients non-progresseurs, un niveau 
d’autophagie basale/induite plus élevé que dans les cellules des patients dont la maladie 
progresse plus rapidement797. S’il persiste des doutes quant à la relevance d’une telle étude où 
l’autophagie est étudiée sans distinction des différents types cellulaires, ces observations 
restent intéressantes. En effet, l’infection par le VIH est caractérisée par une inflammation 
importante pendant la primo-infection et la phase d’infection chronique chez les patients. 
Cette inflammation semble en partie responsable de l’épuisement du système immunitaire et 
de la dérégulation des fonctions lymphocytaires au cours de l’évolution de la maladie798. Or, 
l’autophagie est étroitement associée avec le contrôle de l’inflammation, et des dérégulations 
de la machinerie autophagique sont associées avec des maladies inflammatoires 
chroniques799,800. Ainsi, un flux autophagique élevé pourrait aider au contrôle de 
l’inflammation lors d’une infection virale chronique. De futures études du flux autophagique 
dans les différentes populations lymphocytaires et myéloïdes chez des patients infectés 
chroniquement (par le VIH ou d’autres virus) permettront sans doute une meilleure 
compréhension du rôle de l’autophagie dans le contrôle de ces infections et l’évolution de ces 
maladies. La poursuite de telles études doit passer par le développement de techniques 
efficaces permettant un screening à large échelle de l’autophagie et de son flux801 dans des 
échantillons provenant de cohortes de patients infectés. 
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ANNEXES  
Travaux collaboratifs 
 
 Au sein du laboratoire, j’ai eu l’opportunité d’apporter ma contribution à l’étude de 
Maria Rodriguez-Plata (du laboratoire de Javier Martinez-Picado) en participant avec Sylvain 
Cardinaud aux expériences de présentation antigénique et à l’expansion des clones 
lymphocytaires T spécifiques utilisés dans ces expériences.  
 
Article : 
 
HIV-1 capture and antigen presentation by dendritic cells: enhanced viral capture does 

not correlate with better T cell activation. 
 

Rodriguez-Plata MT, Urrutia A, Cardinaud S, Buzón MJ, Izquierdo-Useros N, Prado JG, 
Puertas MC, Erkizia I, Coulon PG, Cedeño S, Clotet B, Moris A, Martinez-Picado J. 
 
2012 Jun 15 ; 188(12):6036-45. doi: 10.4049/jimmunol.1200267. Epub 2012 May 11. 
 
 

Résumé :  
 En comparaison avec les DC immatures, les DC en fin de maturation (après activation 
LPS), bien qu’elle capturent davantage de virus et le transmettent plus efficacement en trans 
aux LT CD4, ne présentent pas plus efficacement les antigènes viraux (exogènes) aux LT 
CD4 et LT CD8. Les compartiments où les virus sont capturés diffèrent suivant l’état de 
maturation : dans les DC matures activées à l’aide du LPS, le virus se retrouve dans 
majoritairement dans un compartiment qui empêcherait sa dégradation et favoriserait son 
transfert aux LT CD4.  
 A contrario, la stimulation au LPS pendant l’incubation avec le virus n’augmente pas 
sa capture mais potentialise la présentation CMH-I et CMH-II. La quantité de virus capturée 
par les DC ne corrèle donc pas avec leur capacité à présenter les antigènes du VIH, mais 
semble dépendante de la cinétique de leur maturation (et des différents stimuli utilisés). 
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HIV-1 Capture and Antigen Presentation by Dendritic Cells:
Enhanced Viral Capture Does Not Correlate with Better
T Cell Activation

Maria T. Rodriguez-Plata,* Alejandra Urrutia,†,1 Sylvain Cardinaud,†,1 Maria J. Buzón,*
Nuria Izquierdo-Useros,* Julia G. Prado,* Maria C. Puertas,* Itziar Erkizia,*
Pierre-Grégoire Coulon,† Samandhy Cedeño,* Bonaventura Clotet,* Arnaud Moris,†

and Javier Martinez-Picado*,‡

During HIV-1 infection, dendritic cells (DC) facilitate dissemination of HIV-1 while trying to trigger adaptive antiviral immune
responses.We examinedwhether increased HIV-1 capture in DCmaturedwith LPS results in more efficient Ag presentation to HIV-
1–specific CD4+ and CD8+ T cells. To block the DC-mediated trans-infection of HIV-1 and maximize Ag loading, we also evaluated
a noninfectious integrase-deficient HIV-1 isolate, HIVNL4-3DIN. We showed that higher viral capture of DC did not guarantee
better Ag presentation or T cell activation. Greater HIVNL4-3 uptake by fully LPS-matured DC resulted in higher viral trans-
mission to target cells but poorer stimulation of HIV-1–specific CD4+ and CD8+ T cells. Conversely, maturation of DC with LPS
during, but not before, viral loading enhanced both HLA-I and HLA-II HIV-1–derived Ag presentation. In contrast, DC matu-
ration with the clinical-grade mixture consisting of IL-1b, TNF-a, IL-6, and PGE2 during viral uptake only stimulated HIV-1–
specific CD8+ T cells. Hence, DC maturation state, activation stimulus, and time lag between DC maturation and Ag loading
impact HIV-1 capture and virus Ag presentation. Our results demonstrate a dissociation between the capacity to capture HIV-1
and to present viral Ags. Integrase-deficient HIVNL4-3DIN was also efficiently captured and presented by DC through the HLA-I
and HLA-II pathways but in the absence of viral dissemination. HIVNL4-3DIN seems to be an attractive candidate to be explored.
These results provide new insights into DC biology and have implications in the optimization of DC-based immunotherapy against
HIV-1 infection. The Journal of Immunology, 2012, 188: 6036–6045.

Dendritic cells (DC) are the most potent APCs in the
immune system and act as a link between innate and
adaptive immunity (1, 2). DC reside as immature cells

in peripheral tissues, where they monitor their environment for
danger signals, capture pathogens, and migrate to draining lymph
nodes. During migration, DC process captured Ags while ac-
quiring a mature phenotype by upregulating costimulatory and
HLA molecules at the cell membrane. Once they reach the T cell
areas of the lymph nodes, mature DC (mDC) can present
pathogen-derived peptides to naive T cells in association with
HLA molecules. This process initiates a cellular immune response
that involves CD4+ Th cells and CD8+ CTL, as well as a humoral
immune response that requires activation of B cells (3). Never-
theless, during HIV-1 exposure in vivo, DC can also contribute to

the spread of HIV-1 (4). At portals of viral entry, such as the
mucosa, DC are among the first cells to encounter HIV-1; sub-
sequently, the DC move to lymphoid tissues, where they interact
with CD4+ T cells, the main targets of HIV-1 (4).
Several studies demonstrated that, upon maturation, DC improve

their efficiency in transmitting HIV-1 through trans-infection (5–
9), a process in which DC can retain and transfer infectious virions
without becoming infected themselves. It was proposed that
HIV-1 takes advantage of a pre-existing exosome Ag-dissemina-
tion pathway intrinsic to mDC to enable final trans-infection of
CD4+ T cells (10–12), whereas others investigators adduce that
only DC surface-bound HIV-1 are able to trans-infect target cells
(13). However, both models have been reconciled, demonstrating
that LPS-matured DC (mDC LPS) concentrate HIV-1 in a tetra-
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spanin-rich compartment that remains physically connected to the
extracellular milieu (9). Generally, all maturation signals upreg-
ulate expression of HLA and costimulatory molecules, although
the functional ability of the resulting mDC varies (14). Conse-
quently, depending on their qualitative maturation state, DC are
able to polarize various T cell responses (15). The ability of mDC
to transfer HIV-1 is also largely influenced by the maturation
stimulus and the resulting DC subsets (8). For instance, DC ma-
tured in the presence of PGE2 are inefficient in HIV-1 transmission
to T lymphocytes (8), whereas other maturation factors, such as
TNF and LPS, are very potent in transmission of HIV-1 (16). We
previously showed that mDC LPS (i.e., both monocyte-derived
and blood-derived myeloid DC) capture higher amounts of HIV-
1 than do immature DC (iDC) (6) and that this finding correlated
with a greater ability to transfer HIV-1 to susceptible target cells
(6, 9, 17). In addition, plasma LPS levels, which are significantly
augmented in chronically HIV-1–infected individuals as the result
of increased microbial translocation, might also support the con-
tribution of mDC to the spread of HIV-1 in vivo (18).
Considering that DC are crucial in the generation and regula-

tion of immune responses, they may play a dual role in HIV-1 infec-
tion by increasing the spread of HIV-1 while trying to trigger an
adaptive response against viral infection. Although it is well
documented that the higher viral capture of mDC LPS results in
increased trans-infection to target cells (4, 6, 8), little is known
about the Ag-presentation ability of this DC subset. It was recently
suggested thatMycobacterium tuberculosis promotes HIV-1 trans-
infection similarly to LPS, while suppressing class II Ag pro-
cessing by DC (19). In this study, we address the efficiency of
mDC LPS for presenting HIV-1–derived Ags to both CD4+ and
CD8+ T cells. Using a more clinical approach, we extend the
question to the proinflammatory mixture composed of IL-1b,
TNF-a, IL-6, and PGE2 (hereafter referred as ITIP), the gold
standard for DC maturation in immunotherapy (14, 20). Moreover,
to block the DC-mediated trans-infection of HIV-1, we also eval-
uate a noninfectious integrase-deficient HIV-1 isolate, HIVNL4-3DIN.
We show that higher HIV-1 capture by DC does not correlate with
better T cell activation. Although mDC LPS captured greater
amounts of HIV-1 particles, this resulted in higher viral transmis-
sion to target cells but poor stimulation of HIV-1–specific CD4+

and CD8+ T cells. Our data suggest that, in mDC LPS, HIV-1
exploits a specific route to be transmitted to CD4+ T cells, thus
significantly limiting viral Ag degradation. In addition, DC matu-
ration with LPS during, but not before, viral loading (iDC+LPS)
enhanced both HLA-I and HLA-II HIV-1–derived Ag presen-
tation, whereas maturation of DC with ITIP during viral loading
(iDC+ITIP) only stimulated the HLA-I pathway. Finally, com-
pared with replication-competent HIVNL4-3, integrase-deficient
HIVNL4-3DIN was equally captured and presented to HIV-1–spe-
cific T cells by DC. Therefore, HIVNL4-3DIN appears to be a
promising immunogen for anti–HIV-1 vaccine development.

Materials and Methods
Cells

PBMC from HIV-1–seronegative donors were purchased from the Banc de
Sang i de Teixits (Barcelona, Spain) or the Etablissement Français du Sang
of the Pitié-Salpêtrière Hospital (Paris, France). Purified monocyte pop-
ulations were isolated with CD14+ magnetic beads (Miltenyi Biotec) and
cultured with RPMI 1640 containing 10% FBS (Invitrogen), 1000 U/ml
GM-CSF, and IL-4 (R&D Systems) for 5 d to obtain iDC. On day 5, mDC
were obtained by adding 100 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich) or 300 U/ml IL-
1b, 1000 U/ml IL-6, 1000 U/ml TNF-a (all from CellGenix), and 1 mg/ml
PGE2 (Sigma-Aldrich) for an additional 2 d. Monocytes, iDC, and mDC
were immunophenotyped using flow cytometry at day 7 (FACSCalibur
Flow Cytometer; BD Biosciences). The mAb used for cell immunophe-

notyping were as follows: CD14-FITC and -PE (clone M5E2; BD Phar-
mingen), CD209-PE and -allophycocyanin (clone DCN46; BD Phar-
mingen), CD4-PerCP (clone SK3; BD Biosciences), HLA-DR–PE and
-PerCP (clone L243; BD Biosciences), HLA class I-FITC (clone W6/32;
Sigma-Aldrich), CD86-FITC (clone 2331; BD Pharmingen), CD83-PE and
-allophycocyanin (clone HB15e; BD Pharmingen), and CD80–PE–Cy5
(clone L307.4; BD Pharmingen). The institutional review boards of Uni-
versity Hospital Germans Trias i Pujol and Pitié-Salpêtrière Hospital ap-
proved this study.

TZM-bl (National Institutes of Health [NIH] AIDS Research and Ref-
erence Reagent Program: from J.C. Kappes and X.Wu, and from Tranzyme)
and HEK-293T (ATCC-LGC) cell lines were maintained in DMEM
(Invitrogen) supplemented with 10% FBS. All media contained 100 U/ml
penicillin and 100 mg/ml streptomycin (Invitrogen).

HIV-1–specific T cell clones

The F12 and N2 CD4+ T cell clones specific for HIV p24Gag (aa 271–290),
restricted by HLA-DRb*01/HLA-DRb*04 and HLA-DRb*04 (21), re-
spectively, were used to monitor HLA-II Ag presentation. The SL9-2 and
EM40-F21 CD8+ T cell clones specific for HIV p17Gag (aa 77–85, SL9
peptide) and restricted by HLA-A*02 (22) were used to evaluate HLA-I
Ag presentation. The T cell clones were restimulated and expanded, as
previously described (21, 22), using irradiated feeders and autologous
lymphoblastoid cell lines loaded with cognate peptides in T cell-cloning
medium (RPMI 1640 containing 5% serum AB [Institut Jacques Boy], 100
U/ml recombinant human IL-2, and 1 mg/ml PHA [PAA] complemented
with nonessential amino acid and sodium pyruvate [Life Technologies]).
At least 4 h before coculture with DC, T cell clones were thawed and
allowed to rest in cloning medium without PHA.

Viral stocks and plasmids

Replication-competent full-length CXCR4-tropic HIV-1 (HIVNL4-3) and
integrase-deficient CXCR4-tropic HIV-1 (HIVNL4-3DIN) stocks were gen-
erated by transfecting the proviral construct pNL4-3 (NIH AIDS Research
and Reference Reagent Program: from M. Martin) and pNL4-3DIN (23)
with calcium phosphate (Clontech) in HEK-293T cells. Both pNL4-3 and
pNL4-3DIN were modified to express the optimal epitope (SLYNTVATL)
(24) and escape epitope (SLFNTIAVL) (25) for p17Gag 77–85 (SL9 epi-
tope) restricted by HLA-A*02. Forty-eight hours after transfection,
supernatants containing virus were collected, filtered (Millex HV, 0.45 mm;
Millipore), concentrated using the Lenti-X Concentrator kit (Clontech),
and frozen at 280˚C until use.

HIVNL4-3-Vpr-eGFP was obtained by cotransfecting the plasmids pNL4-3
and pEGFP/Vpr with calcium phosphate (Clontech) in HEK-293T cells, as
previously described (26). Supernatants containing virus were collected 48
h after transfection, filtered (Millex HV, 0.45 mm; Millipore), and frozen at
280˚C until use.

The p24Gag content of all viral stocks was measured using an ELISA
(PerkinElmer). Titers of all viruses were determined using the TZM-bl
reporter cell line. Cells were assayed for luciferase activity 48 h postin-
fection (Bright-Glo Luciferase Assay System; Promega) in a Fluoroskan
Ascent FL Luminometer.

DC viral capture and trans-infection assays

A total of 2.53 105 iDC and mDC matured for 48 h with ITIP (mDC ITIP)
or LPS (mDC LPS) from at least seven donors was incubated at 37˚C for
6 h with 50 ng p24Gag of HIVNL4-3 or HIVNL4-3DIN at a final concentration
of 1 3 106 cells/ml. During viral pulse, some iDC were matured with ITIP
(iDC+ITIP), others were matured with LPS (iDC+LPS), and the rest were
immature (iDC). After incubation, cells were extensively washed with PBS
to remove uncaptured viral particles and lysed with 0.5% Triton X-100 at
a final concentration of 5 3 105 cells/ml. Lysates were cleared of cell
debris by centrifugation to measure intracellular p24Gag Ag content using
an ELISA (PerkinElmer), as described elsewhere (6). Before lysis, 104

HIV-1–pulsed DC were cocultured with the TZM-bl reporter cell line at
a ratio of 1:1/well in a 96-well plate at a final volume of 100 ml. Cells were
assayed for luciferase activity after 48 h of coculture (Bright-Glo Lucif-
erase Assay System; Promega) using a Fluoroskan Ascent FL Lumin-
ometer.

Ag-presentation assays

To evaluate the impact of the time lag between DC maturation and Ag
loading on the stimulation of HIV-1–specific T cell clones, Ag presentation
assays were designed as follows.

For HLA-I Ag-presentation experiments, monocytes from HLA-A*02+

donors were used to generate DC. iDC and mDC matured for 48 h with
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ITIP (mDC ITIP) or LPS (mDC LPS) were exposed for 24 h to the viruses
(500 ng p24Gag/ml per 1 3 106 cells) at 37˚C and 5% CO2 in culture
medium with IL-4, GM-CSF, 5 mM azidothymidine (AZT), and 1.2 mM
nevirapine (NVP) (AZT and NVP were both from Sigma-Aldrich). During
viral incubation, iDC were simultaneously matured with ITIP (iDC+ITIP)
or LPS (iDC+LPS) or remained unstimulated (iDC). Cells were then ex-
tensively washed with PBS to remove unbound viruses and cocultured for
16–18 h with SL9-2 or EM40-F21 CTL clones. T cell activation was
monitored using the IFN-g ELISPOT assay, as previously described (22).
Negative controls consisting of non–HIV-1–exposed DC-CD8+ T cell
clone cocultures were included to exclude nonspecific activation of the
T cell clone. As a positive control, DC were loaded with 0.1 mg/ml cognate
peptide.

For HLA-II Ag-presentation experiments, monocytes from HLA-
DRb*04 or HLA-DRb*04/HLA-DRb*01 donors were used to generate
DC. iDC and mDC matured for 48 h with ITIP (mDC ITIP) or with LPS
(mDC LPS) were exposed for 6 h to the viruses (285 ng p24Gag/ml per 13
106 cells) at 37˚C and 5% CO2 in culture medium with 5 mM AZT and 1.2
mM NVP. Cells were then washed extensively with PBS to remove un-
bound viruses and cultured overnight in medium with IL-4, GM-CSF,
AZT, and NVP. During viral incubation, iDC were simultaneously ma-
tured with ITIP (iDC+ITIP) or LPS (iDC+LPS) or remained unstimulated
(iDC). Cells were then washed with PBS and cocultured for 16–18 h with
F12 or N2 CD4+ T cell clones. T cell activation was monitored using an
IFN-g ELISPOT assay. Negative controls consisting of non–HIV-1–ex-
posed DC–CD4+ T cell clone cocultures were included to exclude non-
specific activation of the T cell clone. As a positive control, DC were
loaded with 0.1 mg/ml cognate peptide.

Although differing in the time lag between maturation and viral loading,
as well as in the exposure time to maturation stimuli, all DC conditions were
exposed to virus for the same amount of time in the HLA-I or HLA-II Ag-
presentation assays.

Viral fusion assay

HIV-1 virions containing the b-lactamase (BlaM)-Vpr chimera were
produced, as previously described (27). In brief, HEK-293T cells were
cotransfected with 60 mg pNL4-3 or pNL4-3DIN proviral DNA, 20 mg
pCMV–BlaM-Vpr (Addgene), and 10 mg pAdVAntage vectors (Promega).
Supernatants containing virus were collected 48 h later, filtered (Millex
HV, 0.45 mm; Millipore), ultracentrifuged at 72,0003 g for 90 min at 4˚C,
and frozen at 280˚C until use. The p24Gag content of viral stocks was
determined using ELISA (PerkinElmer).

The viral fusion assay was performed, as previously described (27).
Briefly, 5 3 105 Jurkat T cells were infected with 400 ng p24Gag of
HIVNL4-3 or HIVNL4-3DIN containing BlaM-Vpr for 4 h (spinoculation at
600 3 g for 90 min at 22˚C and incubation for 2.5 h at 37˚C 5% CO2) in
the presence or absence of 5 mg/ml C34 fusion inhibitor (NIH AIDS
Research and Reference Reagent Program). Cells were then washed in
CO2-independent medium (Life Technologies, Invitrogen) to remove free
virions and loaded with 1 mM CCF2-AM dye (Invitrogen) for 1 h at room
temperature, as described by the manufacturer. After two washes with
development medium (CO2-independent medium supplemented with 10%
FBS), the BlaM cleavage of CCF2 reaction was allowed to proceed in the
dark for 16 h at room temperature in 200 ml development medium. Finally,
cells were washed in PBS and fixed in a 1.2% paraformaldehyde solution.
The degradation of CCF2-AM by BlaM cleavage and its change in
emission fluorescence were measured by flow cytometry using a BD LSR
II (Becton Dickinson). Data were collected with FACSDiva software
(Becton Dickinson) and analyzed with FlowJo software (Tree Star).

Confocal microscopy

A total of 2 3 105 iDC and mDC matured for 48 h with ITIP (mDC ITIP)
or LPS (mDC LPS) was incubated at 37˚C for 5 h with 120 ng p24Gag of
HIVNL4-3-Vpr-eGFP. Cells were stained with DAPI and, after extensive
washing, were fixed with 2% formaldehyde and cytospun onto glass slides.
Cells were then mounted with Dako fluorescent media for analysis under
a confocal microscope with hybrid detector (Leica TCS SP5 AOBS; Leica
Microsystems). To obtain three-dimensional reconstructions, confocal z
stacks were collected every 0.13 mm and processed with Imaris software
v.7.2.3 (Bitplane), using the maximum fluorescent intensity projection for
HIVNL4-3-Vpr-eGFP and surface modeling for DAPI-stained nucleus.

Electron microscopy

For electron microscopy analysis of viral capture by DC, cells were pro-
cessed as described elsewhere (6). In brief, 3 3 106 mDC LPS were pulsed
at 37˚C overnight with 1600 ng p24Gag of HIVNL4-3 or HIVNL4-3DIN. Cells

were then extensively washed with PBS and fixed in 2.5% glutaraldehyde
for 1 h. Finally, cells were processed for analysis of ultrathin sections using
a Jeol JEM 1010 electron microscope.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad software Prism v.5.

Results
Maturation of DC with LPS, but not with ITIP, enhances HIV-1
capture and trans-infection

We previously showed that mDC LPS capture greater amounts
of HIV-1 than do iDC, thus facilitating viral transmission to
T lymphocytes (6). Before evaluating the Ag-presentation abilities
of iDC and mDC, we studied the viral capture and trans-infection
capabilities of DC matured for 48 h with LPS or with ITIP, the
gold standard for DC maturation in immunotherapy (14, 20).
Therefore, we assessed the replication-competent HIVNL4-3 and an
integrase-deficient HIV-1 isolate, HIVNL4-3DIN, which allowed us
to exploit viral uptake of DC in the absence of trans-infection.
iDC and mDC (i.e., matured with ITIP [mDC ITIP] or LPS

[mDC LPS] for 48 h) were incubated with HIVNL4-3 or HIVNL4-

3DIN for 6 h (Fig. 1, left panel). After extensive washing, we lysed
some cells to determine the amounts of DC-associated HIV-1. The
remaining washed cells were cocultured with TZM-bl to assay
DC-mediated trans-infection. As expected, maturation with LPS
(mDC LPS) enhanced HIV-1 capture compared with iDC (.5-
fold, p = 0.0039, Fig. 1, middle panel), resulting in higher trans-
infection of HIVNL4-3 to target cells (.7-fold, p = 0.0156, Fig. 1,
right panel). Unexpectedly, maturation with ITIP (mDC ITIP)
increased neither uptake nor transmission of HIVNL4-3, and it
remained at similar levels to iDC (Fig. 1), although phenotypic
markers of maturation and differentiation did not diverge between
mDC LPS and mDC ITIP (Fig. 2A). To further address these
differences in viral capture, HIV-1NL4-3-Vpr-eGFP–pulsed iDC,
mDC ITIP, and mDC LPS were monitored by confocal micros-
copy (Fig. 2B). Confirming our results by p24Gag ELISA (Fig. 1,
middle panel), mDC LPS captured higher amounts of viral par-
ticles, concentrating them in a large sac-like compartment, as
previously described (10, 28). In contrast, mDC ITIP showed a
random distribution of captured HIV-1, more similar to iDC than
to mDC LPS.
Because vaccine adjuvants boost immune responses, mainly

because they are DC activators (29, 30), we wondered whether
timing of maturation during Ag loading affected viral capture and
transmission to HIV-1–susceptible cells. Thus, we compared the
viral uptake and trans-infection abilities of DC matured with LPS
(iDC+LPS) or with ITIP (iDC+ITIP) during viral capture with
those DC fully matured before HIV-1 incubation. Surprisingly,
both iDC+ITIP and iDC+LPS exhibited a lower capacity to cap-
ture and transfer HIV-1, which was similar to iDC (Fig. 1).
Therefore, only DC fully matured with LPS (mDC LPS) retained
the greatest capacity to capture and transmit HIV-1 to susceptible
cells. Taken together, these results show that DC-mediated HIV-1
capture and transmission depend on DC maturation state (6), the
activation stimulus used for maturation (8), and the time lag be-
tween DC maturation and Ag loading.
Fig. 1 (middle panel) shows that HIVNL4-3DIN was captured by

DC as efficiently as was replicative-competent HIVNL4-3. As ex-
pected, functional trans-infection of HIVNL4-3DIN was completely
abrogated, even for mDC LPS (Fig. 1, right panel). Because in-
fection of target cells was not detected, we checked whether the
HIVNL4-3DIN preserved its envelope integrity and functionality,
despite lacking the whole integrase-coding region. Using viral
fusion assays (27), we confirmed that HIVNL4-3DIN was as fuso-
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genic as the wild-type HIVNL4-3 and equally susceptible to the
C34 fusion inhibitor (Supplemental Fig. 1A). Additionally, to
evaluate whether HIVNL4-3DIN followed the same intracellular
trafficking as did the wild-type HIVNL4-3 in DC, both viral par-
ticles were monitored in parallel in mDC LPS using electron
microscopy (Supplemental Fig. 1B). The HIVNL4-3 and HIVNL4-3DIN

virions had an identical structure, with a characteristic electron-
dense core and similar accumulation in intracellular compartments
in DC. Altogether, these findings indicated that the lack of inte-
grase in HIVNL4-3DIN did not alter viral fusogenicity or mor-
phology and that HIVNL4-3DIN behaved as a wild-type virus,
despite not being infectious. Thus, HIVNL4-3DIN seems to be an
attractive vaccine candidate to be explored.

Enhanced viral capture does not correlate with better T cell
activation

To elucidate whether viral capture correlates with Ag presentation
and T cell activation, we evaluated the abilities of iDC, mDC ITIP,
mDC LPS, iDC+ITIP, and iDC+LPS, to present HIV-1–derived
Ags to CD4+ and CD8+ T cells.
To this end, we used various previously generated HIV-1–spe-

cific T cell clones (21, 22). To monitor HLA-I HIV-1 Ag pre-
sentation, we used two CD8+ T cell clones, SL9-2 and EM40-F21,
which are specific for HIV-1 p17Gag (aa 77–85), restricted by

HLA-A*02, and derived from two HIV-1–infected patients (22).
Because the wild–type HIVNL4-3 and its derived HIVNL4-3DIN did
not present the consensus SL9 epitope restricted by HLA-A*02,
we engineered HIVNL4-3 and HIVNL4-3DIN to express the opti-
mal SL9 sequence (SLYNTVATL) (24) or the escape variant
(SLFNTIAVL) (25) of the SL9 epitope. Two CD4+ T cell clones,
F12 and N2, which are specific for HIV-1 p24Gag (aa 271–290) and
restricted by HLA-DRb*04/HLA-DRb*01 and HLA-DRb*04,
respectively, were used to evaluate HLA-II Ag presentation (21).
HLA-matched DC for each HIV-1–specific T cell clone were
exposed for 24 h (HLA-I assays) or 6 h (HLA-II assays) to
HIVNL4-3 or HIVNL4-3DIN (Fig. 3). T cell activation was monitored
using IFN-g ELISPOT after overnight coculture of HIV-1–pulsed
DC with HIV-1–specific T cell clones. Because it is known that,
after activation with LPS, DC transiently produces IL-12 subse-
quently becoming refractory to further stimulation (31), and that
DC activation with PGE2 suppresses IL-12 production (32), we
included several negative controls consisting of non–HIV-1–ex-
posed DC–T cell clone cocultures or SL9 escape HIV-1 variants in
the ELISPOT assays, to exclude the nonspecific activation of the
T cell clones and eliminate potential background due to IL-12
secretions. Fig. 3 shows a representative experiment using SL9-2
and F12 clones for HLA-I and HLA-II presentation, respec-
tively. All assays were performed in the presence of NVP and

FIGURE 1. Complete maturation of DC with LPS, but not with ITIP, enhances HIV-1 capture and trans-infection. Left panel, Protocol for HIV-1 capture
assay of fully mature DC matured with LPS (mDC LPS) or ITIP (mDC ITIP) for 48 h before viral incubation, iDC, and iDC that were matured with LPS
(iDC+LPS) or with ITIP (iDC+ITIP) during viral exposure. Middle panel, Comparative capture of HIVNL4-3 and HIVNL4-3DIN under each cell condition
described in the left panel. The amount of DC-associated HIV-1 was determined using p24Gag ELISA after viral incubation at 37˚C for 6 h. Complete
maturation of DC with LPS (mDC LPS), but not with ITIP (mDC ITIP), enhanced HIV-1 capture (p = 0.0390, Wilcoxon matched-pairs test). HIVNL4-3DIN

was captured with the same efficiency as was the wild-type HIVNL4-3 by DC (p = NS, Wilcoxon matched-pairs test). Conversely, maturation of DC with
LPS during viral pulse (iDC+LPS) did not enhance HIV-1 capture to levels observed in mDC LPS. Right panel, Transmission of HIVNL4-3 and HIVNL4-3DIN

captured under each cell condition described in the left panel to the TZM-bl reporter cell line. Luciferase activity was assayed after 48 h of coculture.
Background values based on non–HIV-1–exposed DC–TZM-bl cocultures were subtracted for each cell condition. In all cell subsets, viral capture correlates
with viral trans-infection of HIVNL4-3 to target cells, with higher ability of mDC LPS (p = 0.0156, Wilcoxon matched-pairs test). DC-mediated trans-
infection of HIVNL4-3DIN was completely abrogated under all cell conditions (p = 0.0156, Wilcoxon matched-pairs test). Data are expressed as mean and
SEM and are from three independent experiments including cells from at least seven different donors.
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AZT to prevent viral replication and guarantee that activation of
HIV-1–specific CD8+ and CD4+ T cell clones was not due to the
presentation of de novo viral proteins synthesized in DC.
Remarkably, compared with iDC, mDC LPS loaded with

HIVNL4-3 or HIVNL4-3DIN did not enhance HIV-1–specific CD8+

T cell activation (Fig. 3). This contrasts with the extremely high
viral capture and HLA molecule expression observed in mDC LPS
(Figs. 1, 4A, 4C). Furthermore, inducing full DC maturation with
ITIP (mDC ITIP) had a moderate effect, if any, on HIV-1–specific
CTL activation (Fig. 3, middle panel). It was reported that HLA-
I–restricted exogenous HIV-1 Ag presentation requires fusion
of viral and cellular membranes in a CD4/coreceptor–dependent
manner and release of HIV-1Gag capsid into the cytosol of DC for
proteasomal processing and HLA-I loading (33, 34). However,
maturation of DC is associated with a decrease in HIV-1 fusion
(35), which, in turn, has a direct impact on the ability of mDC to
support viral replication (16, 35). These observations most likely
explain why DC matured with either LPS or ITIP (mDC LPS and

mDC ITIP, respectively), exhibiting very high levels of HLA-I and
costimulatory molecules, induced very low stimulations of HIV-
1–specific CD8+ T cell clones.
Interestingly, compared with mDC ITIP and mDC LPS, iDC

induced a 3-fold increase in HIV-1–specific CD4+ T cell clone
activation (Fig. 3, right panel), in contrast to their reduced ex-
pression of HLA-II and costimulatory molecules and their poor
capacity to capture HIV-1 virions (Figs. 1, 4B, 4D). These results
strongly suggest that HIV-1 capture by mDC LPS does not route
HIV-1 virions toward degradation compartments and HLA load-
ing. Our results are reminiscent of the observations that locali-
zation of captured virus differs between iDC and mDC (36),
because mDC, but not iDC, accumulate whole virions in a non-
conventional endocytic compartment rich in tetraspanins with
a mildly acidic pH (6, 10, 37). In addition, HLA-II Ag presenta-
tion depends on viral degradation in acidified endosomes (34);
however, inhibition of endosomal acidification preserves HIV-1
infectivity (38).

FIGURE 2. mDC LPS and mDC ITIP display similar phenotypic profile but different HIV-1 localization. (A) Immunophenotyping of iDC and mDC
matured for 48 h with ITIP (mDC ITIP) or with LPS (mDC LPS). Both maturation stimuli conferred a mature phenotype to DC, by upregulating co-
stimulatory molecules (CD80, CD83, CD86) and HLA class-I and class-II molecules (HLA-A, -B, -C, and -DR) at the cell surface. (B) Confocal mi-
croscopy images of iDC and mDC matured for 48 h with ITIP (mDC ITIP) or with LPS (mDC LPS) and exposed to HIVNL4-3-Vpr-eGFP for 5 h. For three-
dimensional reconstructions, confocal z stacks were collected every 0.13 mm and processed with Imaris software, using the maximum fluorescent intensity
projection for HIVNL4-3-Vpr-eGFP and the surface modeling for DAPI-stained nucleus. mDC LPS captured higher amounts of viral particles, concentrating
them into a large sac-like compartment, whereas mDC ITIP showed a random distribution of captured HIV-1, similar to that observed in iDC. Scale bar,
3 mm.
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DC maturation with LPS during viral capture enhances both
HLA-I and HLA-II Ag presentation

We next examined the effect of maturation of iDC during HIV-1
loading on Ag presentation by HLA-I and HLA-II molecules.
iDCwere simultaneously matured with ITIP or LPS (iDC+ITIP and
iDC+LPS, respectively) and pulsed with HIVNL4-3 or HIVNL4-3DIN

for 24 h in HLA-I Ag-presentation assays or 6 h in HLA-II
experiments. After overnight coculture of HIV-1–pulsed DC with
HIV-1–specific T cell clones, Ag presentation was quantified by
IFN-g ELISPOT (Fig. 3). All assays were performed in the pre-
sence of NVP and AZT to ensure that Ags did not derive from
neosynthesized HIV-1 proteins.
In contrast to fully matured DC (mDC LPS and mDC ITIP), DC

stimulated with LPS or ITIP simultaneously with virus loading
(iDC+LPS and iDC+ITIP) induced greater activation of HIV-1–

specific CD8+ T cells than did iDC (Fig. 3, middle panel). Minor
differences were observed in HLA-I Ag presentation between DC
matured with LPS and ITIP, although iDC+LPS were associated
with a 3-fold increase in IFN-g secretion and iDC+ITIP were
associated with a 1.5-fold change compared with their fully ma-
tured counterparts. It is worth noting that HIV-1–specific CD8+

T cell activation levels induced by peptide-loaded mDC LPS and
mDC ITIP were higher than levels induced by peptide-loaded
iDC, iDC+LPS, and iDC+ITIP (Fig. 3, middle panel), most
likely reflecting higher HLA-I molecule expression (Fig. 4C). In
contrast, upon loading of the DC subsets with HIVNL4-3 or
HIVNL4-3DIN, neither viral capture nor HLA-I molecule expression
correlated with better CD8+ T cell activation (Fig. 4A, 4C). As
expected, neither HIVNL4-3 nor HIVNL4-3DIN expressing the escape
variant (SLFNTIAVL) of the SL9 epitope induced responses in the
SL9-2 CD8+ T cell clone under any DC condition (Supplemental

FIGURE 3. Increased viral capture does not correlate with better T cell activation. DC maturation with LPS during viral capture enhanced both HLA-I
and HLA-II Ag presentation. Left panel, Protocol for HLA-I and HLA-II Ag presentation assays of iDC that were matured with ITIP (iDC+ITIP) or with
LPS (iDC+LPS) during viral incubation, as well as fully mature DC that were matured with ITIP (mDC ITIP) or with LPS (mDC LPS) for 48 h before viral
incubation. The SL9-2 and EM-40-F21 HIV-1 p17Gag SL9 CD8+ T cell clones (aa 77–85), restricted by HLA-A2, were used for the analysis of exogenous
HLA-I Ag presentation, and the F12 and N2 HIV-1 p24Gag CD4+ T cell clones (aa 271–290), restricted by HLA-DRb*01/HLA-DRb*04 and HLA-
DRb*04, respectively, were used to evaluate HLA-II Ag presentation. HLA-matched DC for each HIV-1–specific T cell clone were exposed for 24 h (HLA-
I assays) or 6 h (HLA-II assays) to HIVNL4-3 or HIVNL4-3DIN. Ag presentation was quantified using IFN-g ELISPOT after overnight coculture of
HIV-1–pulsed DC with HIV-1–specific T cell clones. All assays were performed in the presence of NVP and AZT to prevent viral replication.Middle panel,
The high viral capture of mDC LPS (see Fig. 1, middle panel) did not result in greater HIV-1–specific CD8+ activation when loaded with HIVNL4-3 or
HIVNL4-3DIN. Nevertheless, maturation with ITIP and LPS during HIV-1 loading (iDC+ITIP and iDC+LPS, respectively) induced greater activation of the
SL9-2 HIV-1–specific CD8+ T cells. Both HIVNL4-3 and HIVNL4-3DIN were equally cross-presented to HIV-1–specific CD8+ T cells. As a positive control,
DC were incubated with 0.1 mg/ml of cognate peptide under the same conditions as HIV-1–pulsed cells, with optimal activation. Negative-control values
consisting of non–HIV-1–exposed DC-CD8+ T cell clone cocultures were subtracted from each cell condition to specifically show the response to HIV-
1–derived Ags. The panel shows one representative experiment of two (using two different HIV-1–specific CD8+ T cell clones, see Materials and Methods)
that yielded similar results. Experiments were performed in triplicate and at three E:T ratios. Data are expressed as mean and SEM. Right panel, iDC
presented the HIV-1–derived Ags more efficiently to HIV-1–specific CD4+ T cells than did fully mature DC (either mDC ITIP or mDC LPS). Despite their
increased capacity for viral capture, mDC LPS loaded with HIVNL4-3 or HIVNL4-3DIN did not enhance F12 HIV-1–specific activation of CD4+ (see Fig. 1,
middle panel). Nevertheless, LPS maturation of iDC during viral pulse (iDC+LPS) substantially increased activation of HIV-1–specific CD4+ T cells.
HIVNL4-3DIN induced an HIV-1–specific CD4+ T cell response comparable to that observed for HIVNL4-3 under all DC conditions. As a positive control, DC
were incubated with 0.1 mg/ml of cognate peptide under the same conditions as HIV-1–pulsed cells, with optimal activation. Negative-control values
consisting of non–HIV-1–exposed DC-CD4+ T cell clone cocultures were subtracted from each cell condition to specifically show the response to HIV-
1–derived Ags. The panel shows one representative experiment of two (using two different HIV-1–specific CD4+ T cell clones, see Materials and Methods)
that yielded similar results. Experiments were performed in triplicate and at three E:T ratios. Data are expressed as mean and SEM.
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Fig. 2). As stated elsewhere (35), DC maturation restricts viral
fusion, which is crucial for cytosolic proteasomal processing of
Gag proteins and proper HLA-I Ag presentation (33, 34). There-
after, although iDC capture fewer virions, HIV-1 is more prone to
fuse, potentially enhancing viral uptake and HLA-I Ag presenta-
tion of HIV-1–derived peptides.
Compared with mDC LPS and mDC ITIP, LPS maturation of

iDC simultaneously with viral pulse (iDC+LPS) increased acti-
vation of HIV-1–specific CD4+ T cells, reaching levels similar to
those induced by iDC (Fig. 3, right panel). Once again, the ability
to activate HIV-1–specific CD4+ T cell clones did not correlate
with the ability to capture HIV-1 or HLA-II expression levels (Fig.
1, 4B, 4D). In contrast, maturation of iDC with ITIP during Ag
uptake (iDC+ITIP), rather than before Ag uptake (mDC ITIP), did
not improve HLA-II Ag presentation (Fig. 3). These results show
that maturation of DC with ITIP simultaneously with Ag loading
(iDC+ITIP) does not guarantee efficient CD4+ T cell activation.
The type of activation (ITIP induced or LPS induced) also deter-
mines the ability to process and present Ags.
Interestingly, DC loaded with integrase-deficient HIVNL4-3DIN

induced comparable activation of both HIV-1–specific CD8+ and
CD4+ T cell clones than DC loaded with HIVNL4-3, further dem-
onstrating that no viral replication was needed for HIV-1–derived
Ag presentation. HIVNL4-3DIN is a promising immunogen for the
development of an HIV-1 vaccine, because it was processed and
presented by DC as wild-type HIV-1 without being infectious.

Discussion
DC play a pivotal role in the generation and regulation of immune
responses, and they might also facilitate in vivo viral dissemination
during HIV-1 infection. The classic DC paradigm proclaims that
iDC have abundant endocytic ability and Ag-processing activity but
a reduced ability to activate T cells, whereas mDC show low
endocytic activity with enhanced Ag presentation and immunosti-
mulatory function (1). In contrast, mDC LPS have a greater ability
to uptake and transmit viral particles than do iDC (4, 6, 8). In fact,
it was recently shown that M. tuberculosis is able to mature DC,
promoting similar phenotype of HIV-1 trans-infection and viral
sequestration to those seen in LPS-stimulated DC, while sup-
pressing class II Ag processing (19). Although both agonists would
mature DC primarily by MyD88-dependent TLR-mediated mech-
anisms, little is known about the fate of captured particles in mDC
LPS and whether they represent a source of viral Ags for HLA
loading and T cell activation. Therefore, we assessed the ability of
mDC LPS to present HIV-1–derived Ags to HIV-1–specific CD4+

and CD8+ T cells. To apply a more clinically oriented approach, we
also analyzed DC matured with the proinflammatory mixture ITIP,
the standard stimulus for DC maturation in immunotherapy. Fur-
thermore, we evaluated a noninfectious integrase-deficient HIV-1
isolate, HIVNL4-3DIN, to maximize Ag loading of DC while
blocking DC-mediated trans-infection of HIV-1.
We first confirmed that maturation of DC with LPS (mDC LPS)

increased subsequent HIV-1 capture and trans-infection compared

FIGURE 4. Ag presentation does not correlate with viral capture or HLA expression. Comparative analysis of IFN-g production by the SL9-2 CD8+ T
cell clone (A) and the F12 CD4+ T cell clone (B) in Ag-presentation assays and viral capture, as evaluated by measurement of intracellular p24Gag HIVNL4-3

content under each DC condition tested in Fig. 3 before launching the ELISPOT assay. Enhanced viral capture in DC did not correlate with better T cell
activation in the HLA-I pathway (A) or in the HLA-II pathway (B). Similar results were obtained for HIVNL4-3DIN (data not shown). Relationship between
IFN-g production by SL9-2 CD8+ T cell clone and HLA class-I expression (C) and by F12 CD4+ T cell clone and HLA-DR expression (D). Enhanced
expression of HLA molecules in DC did not correlate with better T cell activation in the HLA-I pathway (C) or in the HLA-II pathway (D). Similar results
were obtained for HIVNL4-3DIN (data not shown).
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with iDC. Surprisingly, although mDC LPS and mDC ITIP dis-
played a similar phenotypic profile (with regard to DC-SIGN,
CD80, CD83, and CD86, as well as HLA-A, -B, -C, and -DR),
maturation of DC with ITIP did not improve the uptake or
transmission of HIVNL4-3. Moreover, both cell types exhibited
distinct intracellular localization of viral particles by confocal
microscopy. Consistent with our p24Gag ELISA results, mDC LPS
displayed a large sac-like compartment in which viral particles
were concentrated, whereas mDC ITIP showed a random distri-
bution of HIV-1, similar to that observed in iDC. Several activa-
tion signals have been used for DC maturation, including poly-
inosinic:polycytidylic acid, R848, LPS, IFN-g, CD40L, and
TNF-a; however, although all maturation stimuli confer a mature
phenotype, the functional ability of the resulting mDC for polar-
ization, secretion, or migration of Th cell function varies (4, 14).
In addition, comparable results to those of iDC were obtained
when DC were matured with LPS (iDC+LPS) or ITIP (iDC+ITIP)
during viral uptake, suggesting that complete LPS activation can
provide DC with an exceptional ability to capture HIV-1 particles.
In fact, we recently showed that DC matured with LPS for 48 h
(our mDC LPS) exhibit maximal viral capture ability, whereas DC
matured for 6 h (our iDC+LPS) show a viral uptake similar to that
of iDC (28). Altogether, our results indicate that DC-mediated
HIV-1 capture and transmission are not only dependent on the
DC maturation state (6), they are also dependent on the activation
stimulus used for maturation (8), as well as the time lag between
DC maturation and Ag loading.
DC are able to process exogenous Ags and present them through

HLA-I and HLA-II for stimulation of CD8+ and CD4+ T cells,
respectively. However, we have observed that, despite greater viral
uptake and increased HLA molecule expression levels in mDC
LPS, this DC condition induced poor stimulation of HIV-1–spe-
cific CD4+ and CD8+ T cell clones. On the contrary, when DC are
matured with LPS during viral capture (iDC+LPS), Ag presenta-
tion of HIV-1–derived Ags was efficiently triggered through the
HLA-I and HLA-II pathways. Although iDC+LPS trapped five
times fewer virions than did mDC LPS, they were more efficient
in eliciting HIV-1–specific CD4+ and CD8+ T cell responses.
Conversely, DC maturation with ITIP during viral capture (iDC
+ITIP) was able to efficiently activate HIV-1–specific CD8+

T cells but not CD4+ T cells. Like other investigators (39), we
observed that DC maturation differentially regulated exogenous
HLA-I and HLA-II presentation pathways, although in our case,
LPS activation of DC during viral uptake facilitated presentation
of HIV-1–derived Ags to CD4+ and CD8+ T cells. Our experi-
ments showed that HIV-1–derived Ag presentation was not di-
rectly associated with viral capture but was mainly affected by DC
status and the activation stimulus used for DC maturation.
mDC efficiently trapped more intact viral particles than did iDC,

with a completely different localization of internalized HIV-1–
derived proteins, indicating different intracellular fates for cap-
tured virions (36). Trapped infectious HIV-1 in mDC LPS are
concentrated in nonconventional compartments rich in the tetra-
spanins CD81, CD82, CD9, and CD63 but not in the lysosomal
marker LAMP-1 (6, 9, 10, 37). This large vesicle, not present in
iDC, is suggestive of a multivesicular body; in addition, its mildly
acidic pH preserves HIV-1 infectivity (6, 37). However, HLA-II
Ag presentation depends on endosomal/lysosomal maturation and
acidification (34), and inhibition of endosomal acidification was
reported to increase HIV-1 infectivity (38). Some studies even
showed that intracellular HIV-1 degradation occurs faster in iDC
than in mDC LPS (6, 37, 40). Therefore, the low ability to activate
HIV-1–specific CD4+ T cells observed in mDC is probably the
result of the accumulation of virions in a nondegrading neutralized

endosome, thus protecting HIV-1 infectivity and hampering proper
lysosomal degradation. Consequently, intact virions confined in
this slow-degrading vesicle in mDC would be routed to a trans-
infection pathway rather than to Ag presentation, thus enabling
dissemination of HIV-1 infection. In contrast, Ag presentation to
CD4+ T cells is initiated upon LPS activation of DC (41, 42) and is
dependent on the presence of TLR4 ligands, such as LPS, with the
cargo within the individual phagosome (41). Furthermore, matu-
ration of DC with LPS activates the vacuolar proton pump that
acidifies the lysosomes and facilitates Ag proteolysis and efficient
formation of peptide–HLA-II complexes (43). Our results are
consistent with these observations, because DC maturation with
LPS, but not with ITIP, during Ag loading notably increases HIV-
1–derived Ag presentation to CD4+ T cells.
Envelope integrity and virion functionality are crucial for ex-

ogenous presentation of HIV-1 Ags through the HLA-I pathway,
because adequate fusion of viral and cellular membranes via CD4
and coreceptor enables cytosolic cleavage of Gag protein by the
proteasome (33, 34). Nevertheless, maturation of DC is associated
with a decline in HIV-1 fusion (35), which, in turn, has a direct
impact on the ability of mDC to support viral replication (16, 35).
In addition, other restriction factors, such as SAMHD1 (44) or
APOBEC3G (45), in mDC were reported to limit HIV-1 replica-
tion upon viral fusion. Consistent with these findings, our results
showed that mDC matured with either LPS (mDC LPS) or ITIP
(mDC ITIP) had a limited capacity for cross-presenting HIV-1–
derived Ags, probably owing to the reduced viral fusion in these
cell subsets. Interestingly, although iDC capture smaller amounts
of virions, HIV-1 would be more able to fuse in iDC rather than in
mDC, facilitating cytosolic degradation of viral Ags. Therefore,
these findings support our observations, given that HLA-I Ag
presentation of HIV-1–derived peptides was triggered more effi-
ciently when iDC matured during Ag uptake.
Because of the exceptional ability of DC to generate cellular

and humoral immune responses, they have been used as tools for
immunotherapy of HIV-1 infection (46). An anti–HIV-1 thera-
peutic vaccine should induce a specific and efficient immune re-
sponse against the virus while regulating chronic activation of the
immune system. CD4+ T cells are required for the development of
cytotoxic CD8+ T cells, which lyse infected cells by HLA-I–de-
pendent mechanisms. Thus, Ag presentation by HLA-I or HLA-II
molecules is mandatory for the development of a cognate T cell
response (47). However, the qualitative response of a DC-based
vaccine will be determined primarily by the adjuvants used, be-
cause these are DC activators (29, 30). The most widely used DC-
maturation stimulus in immunotherapy is the proinflammatory
mixture ITIP (14, 20); however, our results show that it only
boosts HLA-I Ag presentation when DC mature during viral
capture. In contrast, maturation of DC with LPS during Ag
loading was the best approach when eliciting both HLA-I and
HLA-II Ag-specific responses. LPS is a potent adjuvant in vivo,
although it is not used in clinical practice because of its high
toxicity. Furthermore, it was reported that levels of circulating
LPS increase significantly in chronically HIV-1–infected individ-
uals as a result of microbial translocation, contributing to chronic
immune activation (18). However, our results indicate that other
TLR-4 ligands are worthy of evaluation. Monophosphoryl lipid A
(MPL), a derivative form of lipid A, retains the immunostimula-
tory activity of LPS but with lower toxicity (48). MPL was re-
cently successful in mice as an adjuvant in immunization with
liposomes containing HIV-1 p24Gag, because it induced HIV-1
p24Gag–specific CD8+ T cells, effector CD4+ T cells, and cyto-
kines with a Th1-type profile (49). Moreover, stimulation of hu-
man DC with MPL induces maturation, migration, survival
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signals, and secretion of cytokines (50, 51). Although MPL-
matured DC secrete lower levels of IL-12 than do mDC LPS
(51), IL-12 secretion can be rescued by maturing DC with MPL
and IFN-g to induce more potent Th1 polarization, which is es-
sential for the induction and maintenance of the CD8+ T cell re-
sponse (52). Although further investigation is required, our iDC
+LPS approach seems feasible in an immunotherapeutic context
when MPL is used as a maturation stimulus.
Several protocols have been used in DC-based immunotherapy

to stimulate the presentation of peptide–HLA complexes with high
efficiency. Chemical inactivation with AT-2, which preserves the
native morphology of viral particles (53), provided encouraging
immune results in eliciting HLA-I responses (22, 54, 55), but its
use in human clinical trials is not approved by European regula-
tory authorities. Thus, novel delivery tools for cell therapy vac-
cination and new methods to enhance the immunogenicity and
antiviral efficacy of DC-based vaccines for HIV-1 infection are
needed. We evaluated HIVNL4-3DIN, an integrase-deficient HIVNL4-3

isolate that lacks the whole integrase-coding region. We showed
that HIVNL4-3DIN preserves intact virion morphology and envelope
functionality, despite not being infectious. Interestingly, in the
context of Ag-presentation assays, HIVNL4-3DIN behaves as a wild-
type virus, because it is efficiently captured and presented by DC
in the absence of viral replication. Consequently, HIVNL4-3DIN

could be an attractive immunogen for future vaccine candidates.
In summary, our results clarify the different intracellular traf-

ficking routes of HIV-1 in DC, diverting the processing and pre-
sentation pathway from trans-infection, depending on DC mat-
uration status and the activation signal used for DC maturation.
Moreover, we observed that greater viral capture in DC does not
guarantee better Ag presentation or T cell activation. These results
provide new insights into DC biology and have implications in the
optimization of DC-based immunotherapy against HIV-1 infection.
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