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INTRODUCTION

I - Des monocytes aux Macrophages

A. L’origine des monocytes

L’hématopoiése est un processus tres régulé qui permet la génération de toutes les cellules
présentes dans la circulation sanguine. Elle assure le renouvellement continu des cellules
sanguines matures a partir d’'un nombre restreint de cellules souches hématopoiétiques
pluripotentes (Figure 1).

Grace a linfluence de leur microenvironnement, les précurseurs myéloides vont produire
toutes les cellules du sang a I'exception des lymphocytes.

Les monocytes dérivent du progéniteur granulomonocytaire (GMP ou GM-CFU pour Colony
Forming Unit Granulocytes Macrophage). Ces derniers, en présence de CSF-2 (GM-CSF), de
CSF-1 (M-CSF), d’IL-3 ou d’IL-6 deviendront tout d’abord des monoblastes puis des
promonocytes et enfin des monocytes. Les monocytes matures quitteront alors la moelle
osseuse pour migrer vers la circulation. lls représentent 5 a 10% des leucocytes présents
dans le sang. Une fois dans la circulation sanguine, la demi-vie du monocyte est relativement
courte, elle n’est que d’un jour chez la souris et de trois jours chez 'homme. Ce passage
furtif dans la lumiére du vaisseau sanguin résulte de la rapide migration du monocyte vers
les tissus. Durant cette extravasation, le monocyte va se différencier en macrophage ou en
cellules dendritiques. Ainsi, les monocytes, en se différenciant en plusieurs types de cellules
immunitaires, permettent de maintenir 'homéostasie en adoptant plusieurs roles dans

I'immunité innée et adaptative en cas d’inflammation.

B. Caractérisation et Fonctions des monocytes

Les monocytes possédent des caractéristiques morphologiques spécifiques comme une
forme ronde mais aux contours trés irréguliers, un noyau réiniforme et des vésicules
cytoplasmiques (Passlick et al., 1989). Leur taille peut varier, ce qui les rend trés difficiles a

distinguer visuellement d’une cellule dendritique ou d’un lymphocyte activé. Les monocytes
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Monocytes Classiques

Monocytes

Monocytes Non

Intermédiaires Classiques
Phénotype CD14 CD16 CD14 CD16 CD14 CD16
Proportion par rapport a la e o L

totalité des monocytes

Principaux marqueurs de

surface exprimés

Sécrétions en réponse au

LPS

Caractéristiques

CCR2, CD62L, FCyRI,

IL-10, CCL2, CCLS, IL-6,
IL-8

Pro-inflammatoire,
antimicrobien et
potentiel phagocytaire

CMHII, FCyRII, HLA-
DR, Tie2, CX3CR1

TNFa, IL-6, IL-8, IL-1B

Favorisent la
prolifération des LT

CD43, CMHI, CX3CR1

VEGFa, COX-2, TNFa,
IL-1B

Role dans la
surveillance in situ
des tissus

Adapté de Wong et al., 2012 et de Tacke et al., 2006

Tableau 1: U'hétérogénéité des monocytes: Phénotypes et fonctions des différentes sous-populations
monocytaires. Tableau récapitulatif des caractéristiques identifiées pour chacune des sous population

monocytaires




peuvent étre identifiés grace a I'expression du récepteur du CSF-1 (CSF-1R, M-CSFR ou
CD115) et du récepteur CX3CR1 et se distinguent des autres cellules mononuclées du sang
par I'absence d’expression des marqueurs membranaires CD3, CD19 et CD15 (Auffray et al.,
2009).

Bien qu’il existe plusieurs populations de monocytes, ces derniers possédent néanmoins des
caractéristiques communes. En effet, les monocytes expriment tous de nombreux
récepteurs scavangers leur permettant de reconnaitre certains lipides et microorganismes.
La reconnaissance de ces particules active les monocytes, leur conférant d’une part, la
capacité de produire des agents cytotoxiques tels que les ROS, le NO mais également de
nombreuses cytokines telles que le TNFa, I'lL-18 I'IL-8, I'IlL-6 et I'IL-10 ou encore des
prostaglandines. D’autre part, les monocytes ont la faculté de phagocyter les débris
cellulaires et les pathogénes présents dans la circulation sanguine (Van Furth, 1980; Van
Furth et al.,, 1972). Enfin, une autre caractéristique des monocytes est leur capacité a
présenter a leur surface des peptides antigéniques. Toutefois, I'efficacité de cette exposition
est bien plus faible que celle des cellules présentatrices d’antigénes « professionnelles» (CPA)

telles que les cellules dendritiques.

Initialement, les monocytes ont été identifiés grace a leur forte expression du marqueur
membranaire CD14 (Récepteur aux lipopolysaccharides) (Ziegler-Heitbrock and Ulevitch,
1993). Cependant il n’est pas le seul, puisque I'expression d’autres marqueurs differe au sein
des monocytes circulants, apportant la preuve qu’il existe plusieurs catégories de monocytes.
(Figure 2). Ainsi, les niveaux variables d’expression du CD14 mais aussi du CD16 (FCyRIII)
(ziegler-Heitbrock et al., 1993) ont permis d’identifier trois populations de monocytes : les
monocytes dits classiques CD14"°CD16™ qui représentent 85% de la population monocytaire,
les monocytes intermédiaires CD14"'CD16" et les non-classiques CD14°CD16",
représentants respectivement 5 et 10% des monocytes circulants (Ziegler-Heitbrock, 2007).
Ces populations different a bien des égards, notamment au niveau de leur capacité
migratoire (Geissmann et al., 2003), de I'expression de molécules d’adhésions, et de
récepteurs aux chimiokines (CCR) (Frankenberger et al.,, 1996). Les monocytes dits
« classiques » expriment le CCR2, le CD62L (L-selectine) et le CD64 (FCyRI) alors que les
monocytes intermédiaires et non classiques n’expriment pas le CCR2 mais possedent des

niveaux élevés de CMHII et de FCyRIl les rendant plus aptes a la présentation d’antigénes
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Figure 2: L'hétérogénéité des monocytes : L'identification de sous-populations monocytaires. Profil
obtenu en cytométrie en flux, représentant les différentes populations de monocytes présentes dans
le sang d’un sujet sain. L'analyse de I'expression du CD14 et CD16 a été effectué sur 'ensemble des
cellules mononuclées du sang obtenues apres ficoll. Les monocytes classiques expriment fortement le
CD14 mais pas le CD16, (cadran inférieur droit), les monocytes intermédiaires expriment fortement le
CD14 et faiblement le CD16 (cadran supérieur droit) enfin, les monocytes non classiques expriment
faiblement le CD14 mais présentent de fort niveau d’expression de CD16 (cadran supérieur gauche).



(Gordon and Taylor, 2005; Tacke and Randolph, 2006) (Tableau 1). Il est important de noter
qu’au sein de la population minoritaire des monocytes CD16", il existe aussi une grande
hétérogénéité. Ainsi, a la suite d’'une stimulation au LPS, les monocytes exprimant le CD16"
produisent plus de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa ou ['IL-1B
comparativement aux monocytes CD16™ dit « classiques ». (Belge et al., 2002; Wong et al.).
L'intérét grandissant pour cette population s’explique par le fait que la quantité de
monocytes CD16" augmentent au détriment des monocytes classiques dans le sang lors de
conditions inflammatoires, comme |'artérosclérose (Schlitt et al., 2004), I'asthme (Moniuszko
et al., 2009), I'arthrite rhumatoide (Baeten et al., 2000; Cooper et al.) ou encore dans

certains carcinomes ou cancers colorectaux (Saleh et al., 1995; Schauer et al.).

C. La différenciation du monocyte en macrophage

Les monocytes circulants migrent au niveau des sites inflammatoires avec comme principal
objectif d’éliminer les pathogeénes et de contribuer a la réparation tissulaire. En condition
inflammatoire, les tissus vont secréter de nombreuses cytokines et chimiokines afin de
recruter le systéme immunitaire et d’induire une réponse inflammatoire.

Le recrutement spécifique des monocytes est permis grace a une chimio-attraction médiée
principalement par les chimiokines MCP-1 (CCL2) et MCP-3 (CCL7) (Monocyte Chemotactic
Protein 1, 3), qui sont reconnues par le CCR2, un récepteur trés fortement exprimé a la
surface des monocytes. Cette reconnaissance va initier les mécanismes d’adhésions
cellulaires entre les monocytes circulants et les cellules endothéliales des vaisseaux, qui
seront suivis par la migration des monocytes vers le site inflammatoire. Cette migration peut
étre subdivisée en plusieurs étapes, a l'issue desquelles, le monocyte sera différencié en

macrophage (Imhof and Aurrand-Lions, 2004).

1. La migration vers les tissus
La migration de la lumiére du vaisseau sanguin vers les tissus endommagés fait intervenir
une série d’interactions moléculaires entre les monocytes et les cellules endothéliales. Les

selectines sont des protéines de surface qui interagissent avec des glyco-protéines,

permettant ainsi aux monocytes de se lier aux cellules endothéliales ce qui va initier la
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cascade d’activation d’adhésion (Figure 3). Initialement, cette liaison est de faible affinité
mais celle-ci va se renforcer grace a 'augmentation de I'expression de différentes molécules
d’adhésion a la surface du monocyte. En effet, le monocyte va exprimer de plus en plus de
récepteurs aux intégrines telles que LFA-1, Mac-1 ou VLA-4 qui vont reconnaitre, au niveau
des cellules endothéliales activées, leur ligands ICAM1 et VCAML. Ces interactions de plus en
plus fortes entre les cellules endothéliales et les monocytes, vont ralentir la « course » de
ces derniers jusqu'a les stopper, la phase dite d’extravasation commence alors (Nourshargh
and Alon). En effet, I'interaction avec les monocytes va induire au sein des cellules
endothéliales des remaniements de leur cytosquelette ce qui va conduire a I'ouverture des
jonctions cellulaires du vaisseau sanguin. Grace a cette adhésion le monocyte va migrer au
travers des jonctions épithéliales pour atteindre les tissus.

Parallélement au remaniement de leur cytosquelette, les cellules endothéliales vont sécréter
de nombreuses cytokines dont le colony stimulating factor-1 (CSF-1). En effet, un des
premiers producteurs de CSF-1 présent dans la circulation sanguine sont les cellules
endothéliales qui tapissent les vaisseaux sanguins. Or, le CSF-1 est la cytokine clé qui permet
d’induire la différenciation du monocyte en macrophage. En effet, le CSF-1 en se liant a son
récepteur, va permettre son autophosphorylation induisant de nombreuses cascades de

signalisation responsables de la différenciation macrophagique du monocyte.
2. Lerécepteur au CSF-1

a. Géneéralités sur le CSF-1R

La glycoprotéine CSF-1, aussi connue sous le nom de macrophage-colony stimulating factor
(M-CSF), est un facteur de croissance régulant la survie, la prolifération et la différenciation
des macrophages (Stanley et al., 1978). Le CSF-1 se lie avec une tres forte affinité a son
récepteur le CSF-1R, un récepteur a activité tyrosine Kinase (Yeung et al., 1987). Celui-ci est
faiblement exprimé au niveau des cellules souches hématopoiétiques. En revanche son
expression est élevée a la surface des monocytes, des macrophages, des cellules
dendritiqgues et des cellules microgliales et sa stimulation par du CSF-1 contribue au
développement de ces cellules. Bien que le CSF-1R soit le seul récepteur du CSF-1, un autre

ligand alternatif au CSF-1R, nommé IL-34, a récemment été identifié. I'lL-34 peut également
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Figure 4: Les voies de signalisation régulées par colony-stimulating factor-1 receptor (CSF-1R) dans
les cellules myéloides. La liaison de colony-stimulating factor-1 (CSF-1) stabilise une forme dimeérique
du CSF-1R ce qui induit I'autophosphorylation des résidus tyrosine (représentés par les ronds rose) du
récepteur. Une fois phosphorylées, ces tyrosines deviennent des sites de recrutement de molécules
de signalisation notamment impliquées dans la prolifération, la survie ou encore la différenciation
cellulaire.



se lier également a un autre récepteur porteur d’une activité tyrosine phosphatase, le
récepteur PTP-T (receptor-like protein-tyrosine phosphatase zéta) (Nandi et al.).

L'IL34 et le CSF-1 possedent des activités biologiques comparables. Les différences
observées sont la conséquence d’une expression et d’une régulation spatio-temporelle
différentes entre ces cytokines. Par ailleurs, alors que le CSF-1 est présent a de faibles
concentrations dans le plasma d’individus sains, I'lL34 n’est pas détectable. Ainsi, I’action de
I'IL-34, a I'inverse du CSF-1 est limitée au niveau du microenvironnement proche de son lieu
de sécrétion (Nandi et al.). Enfin, ces deux cytokines jouent des roles complémentaires dans
le développement, le maintien et I'activité des macrophages (Wei et al.).

L'activation du CSF-1R par le CSF-1 induit sa dimérisation et I'auto-phosphorylation de
plusieurs de ses résidus tyrosines intracellulaires conduisant a l'initiation de cascades de
signalisation phosphorylantes. Celles-ci vont activer un large spectre de réponses
intracellulaires. La phosphorylation du CSF-1R est rapidement suivie par 'internalisation du
récepteur avec son ligand au sein de corps multi-vésiculaires qui sont dirigés vers le

lysosome pour y étre dégradés. (Lee et al., 1999)

b. Les voies de signalisation activées par le CSF-1R

Plusieurs études ont démontré l'importance des phosphorylations intracellulaires des
résidus tyrosines du CSF-1R. Ces tyrosines sont essentielles pour l'interaction avec les
molécules adaptatrices responsables de I'activation de plusieurs voies de signalisation. Ainsi,
la phosphorylation de la tyrosine Y697 est responsable du recrutement des protéines
adaptatrices Grb2-SOS qui permettent I’activation de la voie MAPK/ERK (Kolch, 2005), (Lewis
et al., 1998). La phosphorylation de la tyrosine Y721 permet I’activation de la voie PI3K/AKT.
Une fois activée, la voie PI3K/AKT est responsable de la fixation au CSF-1R de la PLCy2 et de
son activation (Bourette et al., 1997; Van der Geer and Hunter, 1991) (Figure 4).

Lors de la différenciation macrophagique du monocyte, la stimulation du CSF-1R permet
I’activation quasi instantanée des voies de signalisation PI3K/AKT et Erk1/2. En effet, dans les
monocytes, et ceci dans les premieres minutes de stimulation du CSF-1R, les vagues de
phosphorylations et de déphosphorylations de la tyrosine Y721 sont corrélées aux vagues
successives d’activation d’AKT, dont I'amplitude et la durée augmentent apres la stimulation.
Cette régulation oscillatoire d’AKT est cruciale puisqu’elle est requise pour |'activation des
caspases qui induisent le clivage d’un certain nombre de substrats tel que NPM (Guery et al.),
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Figure 5: Les macrophages et leur localisation tissulaire. Les précurseurs macrophagiques quittent la
moelle osseuse sous forme de monocytes, qui migrent rapidement dans les tissus pour se différencier
en macrophages dont leur appellation differe en fonction des tissus. lls assureront alors,
I'immunosurveillance tissulaire notamment en phagocytant les débris et les pathogénes, en attirant
d’autres cellules immunitaires et enfin en secrétant des cytokines régulant la réponse immunitaire.



puis la différenciation du monocyte en macrophage (cf. Partie 11-A.2.b2.2) (Jacquel et al.,
2009). Parallelement, la voie Erk1/2 est activée avec une cinétique semblable a celle d’AKT,
mais bien gu’essentielle a la différenciation macrophagique, elle n’intervient pas dans
I’activation des caspases et son rdle précis dans le processus de différenciation reste encore
a définir. Par ailleurs, Bourette et al. (Bourette et al., 1997) ainsi que Bourgin-Hierle et al.
(Bourgin-Hierle et al., 2008) ont démontré que I'activation rapide et transitoire de la PLCy2
est également nécessaire a la différenciation macrophagique.

Enfin, il est intéressant de noter, que la quasi-totalité des voies de signalisation activées en
réponse au CSF-1 sont nécessaires a la différenciation du monocyte en macrophage. En effet,
leur inhibition (par une approche utilisant des siRNA) ou leur altération (utilisation de

mutants constitutifs actifs) bloquent I'induction de ce processus.

3. Les macrophages

La stimulation du CSF-1R au cours de I'extravasation du monocyte aboutit a I'activation de
nombreuses voies de signalisation responsables de I'induction des processus majeurs de la
différenciation macrophagique et notamment a 'activation des caspases. Ainsi, a I'issue de
sa migration, le monocyte sera différencié en une autre cellule de I'immunité innée, le
macrophage.

Les macrophages présents dans les tissus ont pour fonction de maintenir I’homéostasie
tissulaire via I'élimination des cellules sénescentes, la reconstitution et la réparation des
tissus endommagés. Les macrophages sont des cellules immunitaires trés hétérogenes.
Cette hétérogénéité est di au fait que le macrophage adopte une fonction spécifique
suivant sa localisation tissulaire (Gordon and Taylor, 2005). Ainsi, en fonction du tissu ou ils
se trouvent, les macrophages sont nommeés différemment et présentent des morphologies
différentes (Figure 5).

Ils sont présents dans tout I'organisme, dans le foie (cellules de Kupffer), dans les poumons
(macrophages alvéolaires), dans les os, au niveau des tissus conjonctifs (ostéoclastes et
chondroclastes), dans la peau (cellules de Langerhans) ou encore au niveau du systéme
nerveux central (microglie) (Davies et al.) (Martinez et al., 2008).

Quelle que soit leur localisation, les macrophages sont des cellules immunitaires qui jouent
un rble indispensable dans I'homéostasie et la défense tissulaire. Ils peuvent ainsi étre

polarisés et mettre en place des réponses spécifiques en fonction de leur environnement
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Tissus Type cellulaire Fonctions
Assurent la phagocytose des débris de cellules
Sang Monocytes . ore e . . .
endothéliales et I’élimination des pathogenes circulants
: Cellules polynuclées responsables de la résorption du tissu
Os Ostéoclastes ) . ., ,
osseux (destruction de la matrice minéralisée de I'0s)
Os Macrophages de la | Support de I’érythropoiese et maintien des cellules souches
moelle osseuse hématopoiétiques dans la niche
Systeme Responsables de la surveillance immunitaire, de la
nerveux Microglie suppression des neurones morts et du remodelage
central synaptique
. Elimination des microorganismes, des toxines, des débris
Foie Cellules de Kupffer . : "y ’
cellulaires du sang, et des érythrocytes
Surveillance immunitaire, élimination des pathogenes,
Macrophages N . . . , ) .
Poumon L . poussiéres ou microorganismes inhalés. Régulation de
alvéolaires , i .. . e .
I’'homéostasie tissulaire via élimination du surfactant
. Macrophages . . - , . . .
Tissus érito:éafx/ Surveillance immunitaire et régulation de ’homéostasie
viscéraux p. . environnementale ; élimination des cellules apoptotiques
intestinaux
Cellules de .
Peau Interaction avec les lymphocytes T
Langerhans
Rate Macrophages Elimination des érythrocytes vieillissants

Adapté de Davies et al., 2013

Tableau 2: Fonctions des macrophages tissulaires. Ce tableau résume les différentes appellations et
propriétés des macrophages en fonction de leur localisation tissulaire.



(Tableau 2). Les macrophages polarisés peuvent étre classifiés en 2 groupes: les
macrophages de type M1, lesquels sont notamment activés par I'IFNy et le LPS et les
macrophages de type M2 qui sont eux essentiellement activés aprés une stimulation par I'IL-
4 ou I'lL-13

Les M1 ont une trés forte activité bactéricide alors que les M2 ont un réle dans la diminution
de l'inflammation grace a une forte activité phagocytaire et a la synthése de facteurs

trophiques, le tout associé a une sécrétion réduite de cytokines pro-inflammatoires.

Cette notion de macrophages de type M1 et M2 n’est que trés récente et n’est nommée
ainsi qu’en reflet de la nomenclature déja existante au niveau des cellules CD4" Th1 et Th2.
En effet, les cellules Th1 sont caractérisées par la sécrétion d’IFNy qui permet d’augmenter
la présentation des peptides antigéniques, la synthése de cytokines inflammatoires ainsi que
le potentiel phagocytaire des macrophages, alors que les cellules Th2 sécrétent de I'lL-4 et

de I'lL-13 ce qui conduit a une réponse immunitaire humorale
a. La polarisation pro-inflammatoire (macrophages de type M1)

Les macrophages de type M1 se polarisent en réponse a la stimulation concomitante d’IFNy
et d’agents microbiens comme le LPS (Adams, 1989). L'IFNy est principalement secrété par
les cellules Th1l, les CD8", les Natural Killlers et les cellules présentatrices d’antigénes. En
réponse au LPS, les macrophages vont s’activer et sécréter une forte quantité de cytokines
pro-inflammatoires comme I'IL-1B, I'IL-15, I'lL-18, le TNFa, et I'lL-12. lls peuvent aussi
secréter les chimiokines nécessaires au recrutement des cellules Thl, des neutrophiles et
des Natural Killers, telles que le CCL15, le CCL20, le CXCL13, le CXCL9, le CXCL10, et CXCL11
permettant ainsi I'amplification de la réponse inflammatoire (Guha and Mackman, 2001;
Mantovani et al., 2004).

De plus, les macrophages de type M1 expriment fortement le CMHII ainsi que des molécules
de co-stimulation telles que le CD80 et le CD86 alors qu’ils n’expriment que faiblement le
CD206 et le FCyRII (CD32) (Boehm et al., 1997).

L'activité bactéricide est permise grace a différents mécanismes incluant I'acidification des
phagosomes et la synthéese de réactifs intermédiaires de I'oxygéne (ROI). Par ailleurs ces
macrophages expriment des niveaux élevés d’iNOS (Isoforme de la NO Synthase inductible

dans les macrophages) induite spécifiguement par I'lFNy dans les macrophages. Celle-ci
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LPS, IFNy et TNFa / \ IL-4, IL-10 et IL-13

Macrophage de type M1 Macrophage de type M2
(CD80, CD86) (CD206, CD163)
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23, B-intégrines, SR-A
CCL15, CCL10, CXCL13, CXCL9, IL-1Ra, IL-10, TGFB, VEGF, CCL18, CCL22,
CXCL10, CXCL11, NO, TNFa Arginase
Macrophage PRO-INFLAMMATOIRE Macrophage ANTI-INFLAMMATOIRE

AUGMENTATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE REGULATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE
- Augmentation de la réponse Thl - Augmentation de la réponse Th2
- Capacité a présenter les antigénes - Phagocytose et dégradation des parasites
-Destruction des pathogénes intracellulaires - Réparation tissulaire

Figure 6: La polarisation macrophagique. La stimulation du monocyte par du CSF-1 permet d’induire
sa différenciation en macrophage. En présence de LPS et d’INFy ce macrophage se polarise en
macrophage pro-inflammatoire (macrophage de type M1). Les M1 vont sécréter un ensemble de
cytokines qui vont étre responsables de l'augmentation du recrutement de nombreuses cellules
immunitaires sur le lieu d’infection. Les macrophages de types M2, obtenus grace a une stimulation
par de I'lL-4, I'lL-10 ou I'lL-13 sont considérés comme anti-inflammatoires et sont impliqués dans la
réparation des tissus et la phagocytose des débris cellulaires.



permet la conversion de la L-arginine en L-citruline et en NO, un radical libre tres toxique

pour les bactéries (MacMicking et al., 1997) (Figure 6).
b. La polarisation anti-inflammatoire (macrophages de type M2)

Les macrophages de type M2 jouent eux aussi un role crucial dans I'inflammation. Mais a
I'inverse des M1 qui sont tres actifs dans la lutte antibactérienne, les M2 sont impliqués dans
la phase de réparation tissulaire et jouent un role dans I’étape terminale de I'inflammation.
Les macrophages de type M2 sont obtenus suite a leur stimulation par de I'lL-4 ou de I'lL-13,
interleukines principalement produites par les cellules Th2 et les basophiles (Stein et al.,
1992). L'IL-4 peut se lier a deux récepteurs, I'lLARa et I'lL-2R. Quant a I'lL-13, il peut interagir
avec trois récepteurs I'lL-13Ral, I'lL-13Ra2 et un héterocomplexe formé par I'lL-13Ral et
I'lL-4Ral (Mueller et al., 2002). L’action biologique de I'lL-4 et de I'lL-13 sur les macrophages
a longtemps été considérée comme principalement anti-inflammatoire car associée a la
diminution de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1B, le TNFa, I'IL-6, I'IL-8, I'lL-12, le
GM-CSF, I'lFNy, le CCL2/MCP-1 et la baisse de production d’anions superoxides. Cependant,
la stimulation des macrophages par de I'lL-4 n’induit pas seulement la diminution des
cytokines pro-inflammatoires. En effet, I'IL-4 induit la sécrétion des chimiokines CCL22 et
CCL18 et de cytokine telles que I'lL-1Ra et le VEGF et permet également I'augmentation de
I’expression du CMH-II, des B-ainsi que I'expression de récepteurs scavangers tels que le SR-
A, ou encore le récepteur au mannose, le CD206 (MRC1) a la surface du macrophage.
L'ensemble de ces molécules a pour effet d’augmenter le potentiel phagocytaire du
macrophage et de favoriser la cicatrisation tissulaire (Mantovani et al., 2002; Wang et al.,
1998) (Figure 6).

Enfin, au niveau de I'expression de certains marqueurs enzymatiques spécifiques, les M2
présentent des niveaux élevés d’arginase-1. Cette enzyme permet le catabolisme de la L-
arginine en L-ornithine, un précurseur de polyamines et de la proline, molécule nécessaire a
la reconstruction matricielle et a la prolifération cellulaire (Hesse et al., 2001; Modolell et al.,
1995). Ainsi, en plus de leur faculté a diminuer I'inflammation et a éliminer les débris
cellulaires, les M2 permettent la cicatrisation tissulaire et la prolifération cellulaire au sein

du tissu. (Torocsik et al., 2005).
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Figure 7: Les Caspases, Protéases a cystéine. En fonction de leur fonction les caspases peuvent étre
divisées en 3 catégories : les Caspases inflammatoires, les Caspases initiatrices, et les caspases
effectrices. Les (*) représentent les caspases déja décrites comme nécessaires aux processus de
différenciation. (m): Caspase exprimée uniquement chez la souris, (b): Caspase exprimée uniqguement
chez les bovins.



II - Caspases et Autophagie dans les processus cellulaires

A. Les Caspases
1. Définition

Les caspases (Cystéine ASPartate protéASES) sont des protéases a cystéine qui présentent
une spécificité stricte de clivage de leurs substrats apres un résidu aspartate (D).

A ce jour, dix-huit caspases sont référencées chez les mammiferes (Eckhart et al., 2008).

Il est a noter que la caspase 5 n’est pas exprimée chez la souris et que les caspases 11 et 13
sont respectivement les orthologues murin et bovin de la caspase 4 humaine (Eckhart et al.,
2008), (Mcllwain et al.).

Les caspases de mammiferes 2, 3, 7, 8, 9 et 10 sont dites apoptotiques alors que les caspases
1, 4, 5, 11 et 12 sont impliqguées dans l'inflammation. La caspase 14 est exprimée dans
I'’épiderme et a un réle dans la cornification durant la différenciation terminale des
kératinocytes permettant ainsi la formation de la couche cornée (Denecker et al., 2008),
(Eckhart et al., 2000) (Figure 7).

Les caspases sont synthétisées sous forme de zymogenes inactifs et possedent, une fois
activées, une spécificité stricte de clivage de leurs substrats du coté carboxy-terminal d’un
résidu aspartate. Les caspases peuvent s’auto-activer et/ou étre activées par d’autre
caspases, d’ou la notion de cascade d’activation des caspases. Des caspases dites inductrices
(comme les procaspases 1, 2, 8, 9 et 10) activent par clivage les caspases dites effectrices
(comme les procaspases 3, 6, et 7), qui elles méme sont capables de cliver un certain
nombre de protéines intracellulaires (environs 800 substrats identifiés). Les caspases
initiatrices peuvent également étre actives sans étre clivées. Le recrutement de ces pro-
caspases dans des complexes multimoléculaires induit une proximité qui permet la

dimérisation des zymogenes, puis I'activation de leur domaine catalytique.

2. Implication et réles physiologiques

a. La mort cellulaire programmeée : Apoptose

L'apoptose est un processus biologique génétiquement programmé qui assure |I’élimination
des cellules surnuméraires ou potentiellement dangereuses chez les organismes supérieurs.

Ce mécanisme de mort cellulaire, nécessaire a la sculpture des organes au cours du
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Figure 8: Les voies intrinseque et extrinséque de I'apoptose. Il existe deux voies principales de
I'activation de I'apoptose: La voie intrinseque (voie mitochondriale) et la voie extrinséque (voie des
récepteurs de mort).

-La voie intrinséque est intégrée au niveau de la mitochondrie vers laquelle de nombreux stimuli
apoptotiques convergent. Ces stimuli sont a I'origine d'une perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale et du relargage du cytochrome c et d'autre molécules apoptogénes. Le relargage du
cytochrome c va permettre la formation de I'apoptosome et l'activation de la caspase 9. Une fois
activée, la caspase 9 active les caspases effectrices de I'apoptose. L'activation des premieres étapes
de l'apoptose mitochondriale est sous le controle des membres de la famille Bcl-2 dont le réle
principal est de réguler le relargage des molécules apoptogenes.

- La voie extrinseque fait intervenir des récepteurs spécialisés : les récepteurs de mort. En présence
de leur ligand, ces récepteurs vont s'oligomériser et recruter par l'intermédiaire de protéines
adaptatrices telles que FADD (Fas-Associated protein with Death Domain), les pro-caspases initiatrices
8 et 10. La formation de ce complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex) induit I'auto-activation
de ces caspases qui vont a leur tour activer les caspases effectrices. Le clivage du membre pro-
apoptotique Bid par la caspase 8, t-Bid, permet I'activation de la voie intrinséque et constitue un lien
entre ces deux voies.



développement embryonnaire puis de I’homéostasie tissulaire, est trés conservé. De
nombreux stimuli tels que I'activation des récepteurs a domaine de mort, les rayonnements
ultraviolet, le stress métabolique, les agents cytotoxiques et certaines hormones peuvent
induire I'apoptose des cellules eucaryotes normales ou transformées, au moins in vitro. Une
caractéristique fondamentale du processus apoptotique est I'activation d’une famille tres
conservée de protéases a cystéine, les caspases. La mort cellulaire programmée peut étre
induite par deux voies principales d’activation des caspases : la voie intrinseque et la voie

extrinseque (Figure 8).

al. La voie intrinseque de 'apoptose

La voie intrinseque est centralisée au niveau de la mitochondrie et est activée par de
nombreux stimuli pro-apoptotiques. Ces signaux incluent, entre autres, les dommages a
I’ADN, les agents chimio-thérapeuthiques et la privation en facteurs de croissance.

L’étape initiatrice de I'induction de I'apoptose par la voie intrinséque est la perméabilisation
de la membrane mitochondriale ce qui entraine la mort de la cellule via :

- Le relargage dans le cytoplasme de protéines contenues dans l'espace inter-
membranaire mitochondrial impliquées dans I’activation des caspases, telles que le
cytochrome C, smac, ou Omi

- La perte de la respiration mitochondriale qui s’accompagne d’un arrét de la

production d’ATP vital pour la survie cellulaire.

Ces premieres étapes de l'apoptose mitochondriale sont placées sous le contréle des
protéines membres de la famille de Bcl-2. Ces derniéres sont classées en trois grands
groupes en fonction du nombre de domaine BH (Bcl-2 Homology) (Figure 9) :

- les membres anti-apoptotiques, possédant quatre domaines BH (BH1 a BH4) tels
que Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 et Bcl-B,

- les membres pro-apoptotiques sont divisés en deux classes, ceux possédant trois
domaines BH (BH1 a BH3) tels que comme Bax, Bak et Bok ; et ceux possédant un domaine

BH3 unique comprenant Bad, Bid, Bim, Puma et Noxa.
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Figure 9: Les membres de la famille Bcl-2. Cette famille comprend une vingtaine de membres
caractérisés par des séquences particulieres nommées domaines BH (Bcl-2 Homology). Il existe
guatre domaines BH différents ce qui permet de classer les membres de cette famille en trois grands
groupes selon leur fonction pro- ou anti-apoptotique. La majorité d’entre eux possédent dans leur
domaine C-terminal, un domaine transmembranaire (TM) qui assure leur ancrage au niveau

notamment de la membrane mitochondriale externe.




Les membres de la famille Bcl-2 sont capables de former des homodimeéeres ou des
hétérodimeéres. La proportion de diméres pro ou anti apoptotique au sein de la cellule

permet de réguler finement la balance entre la mort et la survie cellulaire.

Ainsi, la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe résulte de
I'oligomérisation des membres pro-apoptotiques (Bax, Bak et Bok) qui s’inserent dans la
membrane externe entrainant la formation des pores permettant le relargage du
cytochrome C.

L’activation de I'apoptose par la voie mitochondriale aboutit a la formation d’un complexe
macro-moléculaire appelé apoptosome, constitué des protéines APAF-1, du cytochrome C
de la pro-Caspase 9 et de molécules d’ATP. APAF-1 s’associe au cytochrome C puis se lie a
I’ATP et s’oligodimerise. Cette oligodimérisation permet le recrutement de la pro-caspase 9,
son autoactivation et finalement enclenche la cascade d’activation des caspases effectrices

puis la mort cellulaire via le clivage d’un certain nombre de protéines cibles. (Czabotar et al.)

a2. Lavoie extrinseéque de I'apoptose

La deuxiéme grande voie régulant l'induction de l'apoptose est celle dépendante des
récepteurs de mort.
Ces récepteurs font partie de la super famille des récepteurs du Tumor Necrosis Factor (TNF).
Cette famille de récepteur compte 6 membres capables d’activer les caspases : FAS (CD95),
TNFR-1, DR-3, DR-6, TRAIL-R1 et TRAIL-R2. Ce sont des protéines transmembranaires
possédant un domaine extracellulaire riche en cystéines et un domaine intracellulaire
permettant les interactions dans le cytoplasme avec des protéines adaptatrices, nommé le
Death Domain (DD).
L'apoptose induite par les récepteurs de mort se déroule en trois phases distinctes :

- suite a la liaison de son ligand, le récepteur se trimérise,

- ce qui provoque le recrutement a la membrane plasmique de molécules
adaptatrices spécifiques du récepteur telles que FADD ou Apaf-1

- et aboutit a I'activation des caspases.
La liaison du TNF a son récepteur TNF-R1 conduit a son oligomérisation et aboutit au

recrutement de protéines adaptatrices ainsi que des procaspases.
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Figure 10: Les différents roles physiologiques des caspases. Les caspases sont impliquées dans
plusieurs processus cellulaires au cours desquels, elles jouent des roles différents. (A) L'activation des
récepteurs de mort ou l'intégration au niveau de la mitochondrie de signaux apoptotiques, vont
induire I'activation des caspases (caspase 9, caspase 8 et caspase 3 ) ce qui induit la perméabilisation
mitochondriale ainsi qu’au clivage de nombreux substrats aboutissant ainsi a la mort par apoptose de
la cellule. (B) Lactivation de la caspase 1 est nécessaire a la mise en place de la réponse pro-
inflammatoire. En effet elle permet le clivage de la pro-IL-1B en sa forme mature et fonctionnelle, la
cytokine IL-1B. (C) Les caspases sont également indispensables a de nombreux processus de
différenciation cellulaire, notamment au cours de la différenciation kératinocytaire (activation de la
caspase 14) et érythrocytaire (activation de la Caspase -8 et de la caspase 3) ou elles participent a
I'étape terminale de maturation : I'’énucléation. Dans le cadre de la différenciation macrophagique, la
caspase 8 et la caspase 3 permettent notamment le clivage de NPM.




Ce complexe multimoléculaire appelé DISC (Death Inducing Signaling Complex), permet le
rapprochement des procaspases, qui par leur proximité s’autoactivent pour déclencher la

cascade d’activation protéolytique des caspases effectrices.

Les voies intrinseques et extrinséques de I'apoptose aboutissent a 'activation des caspases
effectrices. Ces protéases sont responsables du clivage d’'un nombre limité de protéines,
conduisant a la perte de 'lhoméostasie cellulaire menant a la mort cellulaire.

Toutefois, 'apoptose n’est pas le seul processus dans lequel les caspases sont impliquées.
b. Fonctions non apoptotiques des Caspases

Depuis plusieurs années, il est devenu évident que le réle des caspases n’est pas limité a
I'apoptose et a leurs implications dans d’autres formes de mort cellulaire (nécrose ou
catastrophe mitotique). Ainsi, d’autres fonctions des caspases, indépendants de leur

capacité a induire la mort cellulaire, ont récemment émergé (Figure.10)

b1. Caspases et Inflammation

En réponse a la détection de motifs microbiens, les PAMP (Pathogen Associated Molecular
Pattern) ou a d’autres signaux de danger reconnu par les PRR (Pattern Recognition Receptor),
la cellule met en place une réponse inflammatoire. Celle-ci débute par la formation de
complexes macromoléculaires distincts nommés inflammasomes, qui sont les plateformes
d’activation des caspases inflammatoires.

Chez I’homme, il existe quatre caspases inflammatoires : les caspases 1, 4, 5 et 12.

Le rble de la caspase 1 dans l'inflammation est trés largement décrit dans la littérature.
Aprés son recrutement et son activation au sein de I'inflammasome, elle permet le clivage
des précurseurs des cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1B et I'IL-18 (Thornberry et al.,
1992), ce qui conduit a leur maturation et a leur sécrétion, nécessaire a la complémentation
réponse immunitaire innée. (Ghayur et al., 1997).

Tout comme la caspase 1, la caspase 8 a récemment été montrée comme pouvant étre
impliquée dans la réponse inflammatoire. En effet, le clivage de la pro-IL-1B peut étre

également induit par la caspase 8. (Maelfait et al., 2008; Vince et al.)
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Le réle des caspases 4 et 5 est moins bien caractérisé, mais il semble identique a celui de la
caspase 11, son homologue murin. Ainsi, la caspase 11 est capable d’induire de maniére
indirecte la sécrétion d’IL-1B grace a son interaction avec la caspase 1.

Quant a la caspase 12, elle est décrite comme non fonctionnelle chez la majorité des
individus, puisqu’elle est sous sa forme tronquée (Fischer et al., 2002). Toutefois quand elle
est synthétisée sous sa forme longue, la réponse inflammatoire de ces individus exposés aux
endotoxines est réduite ce qui augmente le risque de développer une septicémie (Saleh et
al., 2004). Enfin, une activation des caspases inflammatoires peut également conduire a une
forme de mort cellulaire appelée pyroptose qui se caractérise par une rupture de la
membrane plasmique et un relargage du contenu pro-inflammatoire intracellulaire. En effet,
la caspase 1 peut activer la caspase 7, et une nucléase encore non identifiée a ce jour va
cliver 'ADN et induire une condensation nucléaire sans compromettre I'intégrité du noyau

(Bergsbaken and Cookson, 2007; Molofsky et al., 2006).

b2. Caspases et Différenciation

Outre leur implication dans l'induction de différents types de mort cellulaire, les caspases
jouent également un role prépondérant dans certain processus de différenciation cellulaires.
Leurs réles peuvent étre différents en fonction du contexte. Dans le cas de la différenciation
kératinocytaire ou érythrocytaire, elles contribuent a I’énucléation cellulaire qui caractérise
I’étape finale de la différenciation de ces cellules. Cependant, ce n’est pas leurs seuls roles
puisque les caspases sont aussi indispensables a la différenciation des monocytes en
macrophages ainsi qu’a la différenciation ostéoclastique, bien qu’aucune énucléation ne se
produit au cours de ces processus de différenciations (Miura).

Dans les paragraphes suivants, seule l'implication des caspases dans les processus de

différenciation des cellules hématopoiétiques sera décrite.
b2.1. La Différenciation Erythrocytaire

L'érythropoiese résulte de la différenciation de la cellule souche hématopoiétique en
érythrocytes. L'érythropoiétine (Epo) et le stem cell factor (SCF) sont les deux principales
cytokines permettant I'induction de ce processus.

Au cours du stade terminal de la différenciation érythrocytaire, la chromatine ainsi que le
cytoplasme se condensent et |'érythroblaste perd ses mitochondries et son noyau. Ces
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événements, semblables a ceux retrouvés au cours d’un processus apoptotique, laissaient
suggérer I'implication des caspases lors du stade terminal de la différenciation érythrocytaire.
Ainsi, I'implication des caspases au cours de ce processus de différenciation fut établie la
premiere fois par Zermati et al. qui démontrerent in vitro leur activation ponctuelle et leur
nécessité. En effet, l'inhibition des caspases conduit a l'arrét de la différenciation
érythrocytaire au stade basophile (Zermati et al., 2001).

Ainsi, I'activation de la caspase 8, bien que transitoire permet |’activation de la caspase 3 qui
enclenche le clivage protéolytique de nombreuses protéines telles que la poly ADP-ribose
polymérase 1 (PARP1), la lamine B et acinus responsables des changements cellulaires décris
ci-dessus. Toutefois, contrairement aux conditions apoptotiques, le facteur de transcription
essentiel a la différenciation érythrocytaire, GATA-1, est protégé de I'activité protéolytique
des caspases par son interaction avec HSP70 qui dans ces conditions de différenciation migre

au niveau du noyau.
b2.2. La Différenciation macrophagique

Comme décrit précédemment, le monocyte issu du sang périphérique, en réponse au CSF-1
se différencie en macrophage. Au cours de ce processus de différenciation, les caspases sont
transitoirement activées et ceci indépendamment de toute induction d’apoptose.
Initialement, I'activation des caspases au cours la différenciation du monocyte en
macrophage a été observée dans une lignée cellulaire leucémique dénommée U937. En effet,
la stimulation des U937 par un ester de phorbol tel que le TPA, induit leur différenciation en
macrophage. Cette différenciation est abolie en présence d’inhibiteur de caspases (Sordet et
al., 2002).

Cette implication des caspases dans la différenciation macrophagique fut validée ensuite
grace a un modele murin déficient pour la caspase 8 dans le compartiment myéloide. Les
précurseurs myéloides isolés a partir de la moelle osseuse de ces souris sont incapables, ex
vivo, de se différencier en macrophage lorsqu’ils sont stimulés par du CSF-1 (Kang et al.,
2004). En effet, en réponse au CSF-1, la caspase 8 interagit avec la protéine adaptatrice
FADD, la serine/thréonine RIP1 et I'isoforme longue de FLIP. Ce complexe permet le clivage
de RIP1 ce qui génere un fragment qui inhibe la transcription de NFkB, lequel est activé
transitoirement durant la différenciation macrophagique (Rebe et al., 2007). Une fois activée,

la caspase 8 induit I'activation de la caspase 3, qui va cliver de nombreux substrats durant la
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différenciation macrophagique. Ces protéines peuvent étre nucléaires comme la
Nucléophosmine (NPM) ou encore cytoplasmiques comme la kinase RIP1 (Cathelin et al.,
2006).

Dans ce contexte de différenciation, I'activation des caspases est associée a la dépolarisation
mitochondriale qui induit un relargage du cytochrome C et ceci en I'absence du clivage de
PARP1, donc indépendamment de l'induction d’une mort cellulaire par apoptose. Cette
dépolarisation des mitochondries est indispensable a la différenciation macrophagique car la
surexpression de Bcl-2, protéine anti-apoptotique, inhibe I'induction de la différenciation

macrophagique (Sordet et al., 2002).

De maniere intéressante, durant la différenciation dendritique des monocytes |’activation
des caspases n’est pas requise (Kang et al., 2004; Sordet et al., 2002). A contrario, I'activation
des caspases est indispensable a la différenciation des monocytes en ostéoclastes en
réponse au CSF-1 et au RANK-L. Ainsi, les souris invalidées pour la Caspase 3 présentent un
nombre réduit d’ostéoclastes. Les précurseurs ostéoclastiques de ces souris ne sont plus
capables ex vivo de se différencier en ostéoclastes (Szymczyk et al., 2006).

Le role du clivage tardif de la plupart des substrats des caspases, au cours des processus de
différenciation, reste a établir. Toutefois, seul le clivage de la Nucléophosmine a été étudié.
NPM est une protéine ubiquitaire de 38 KDa qui transite entre le noyau et le cytoplasme. Elle
est multifonctionnelle puisqu’elle est impliquée dans la duplication du centrosome, le
maintien de lintégrité génomique et la biogéneése des ribosomes. Au cours de la
différenciation macrophagique, NPM est clivé a la fois par les caspases et les cathepsines
générant ainsi deux fragments de 30 KDa et de 20 KDa. Les fragments de clivages de NPM
n’ont pas de role dans la différenciation macrophagique. Cependant, ils sont impliqués dans
la fonctionnalité des macrophages puisqu’ils contribuent a leur motilité, a leur migration et a
leur potentiel phagocytaire. Par ailleurs, la forme entiere de NPM est impliquée dans la
réponse au LPS. En effet, elle permet de modérer la production de cytokines inflammatoires
par le macrophage. Ainsi plus que dans la différenciation macrophagique, NPM joue un réle
dans la fonctionnalité et I'activation des macrophages (Guery et al.).

D'autres études devront étre menées pour permettre de comprendre comment certaines de

ces protéines telles que PARP1 et lamine B sont protégées lors de la différenciation
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macrophagique (Sordet et al., 2002) tout en étant clivée par les caspases au cours de la

différenciation érythrocytaire (Zermati et al., 2001).

3. Implication des Caspases dans la Carcinogénese

Notre organisme est continuellement exposé a des agents nocifs ou a des pathogénes qui
vont perturber notre homéostasie. Ainsi, plusieurs mécanismes sophistiqués sont mis en
ceuvre pour lutter contre le développement de cancers, dont la mort par apoptose. Les
caspases sont cruciales pour le maintien de 'lhoméostasie cellulaire puisqu’elles permettent
I’élimination par apoptose des cellules vieillissantes ou devenues anormales. Il n'est donc
pas surprenant, que la dérégulation des caspases ou des voies qui régulent leur activation
puissent aider a la persistance de cellules indésirables et promouvoir la tumorigénése.
D’autre part, les caspases étant des protéases, une activation exacerbée induit la
dégradation de nombreuse protéines nécessaires au bon fonctionnement de la cellule et
engendre entre autre, I'apparition de maladie neuro-dégénérative. Outre leur dérégulation
dans leur fonction apoptotique, I'insuffisance d’activation de caspases inflammatoires peut
conduire a une hypersensibilité aux infections et a contrario, leur sur-activation induit des
maladies inflammatoires chroniques. Il est donc nécessaire de contréler parfaitement leur
activation.

Cependant, les génes codants pour les caspases ne sont que rarement mutés dans les
cancers. C’'est pourquoi I'ensemble des cancers ou I'activation des caspases est perturbée,
résulte en définitive, de dérégulations des voies de signalisation menant a l'induction de
I’'apoptose ou encore a une perturbation de I'équilibre entre les membres de la famille Bcl-2
(pro et anti apoptotique).

Ainsi, la sur-expression des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 est bien
documentée dans les Myélomes Multiples (MM), Leucémies Lymphoides Chroniques (LLC)
ou encore les Leucémies Aigues Myéloides (LAM) ou Leucémies Lymphoides Aiglies (LLA)

(Reed, 2008), (Reed and Pellecchia, 2005).

Myélome Multiple :

Le Myélome multiple (MM) est une maladie clonale des lymphocytes B ou plus précisément
des plasmocytes, qui se caractérise par une accumulation de plasmocytes dans la moelle

osseuse. Une autre caractéristique de cette pathologie est une forte sécrétion de VEGF et
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d’ILé qui active la voie de signalisation JAK2/STAT3 ce qui permet d’augmenter
préférentiellement la transcription et par la méme I'expression de Mcl-1 (Myeloid cell
leukemia), un membres anti-apoptotique de la famille Bcl-2 (Jourdan et al., 2003) , (Derenne
et al., 2002). Cette surexpression de Mcl-1 dans les plasmocytes va ainsi perturber I'équilibre
cellulaire en faveur d’'une désensibilisation a la mort cellulaire dépendante des caspases.
Ceci confére ainsi aux plasmocytes un avantage prolifératif et permet également
I’établissement de résistances aux chimiothérapies grace a la protection contre I'apoptose

(Katoh et al., 1998) (Le Gouill et al., 2004).

B. L’Autophagie

1. Définition

Le maintien de I'homéostasie cellulaire dépend d’un équilibre finement régulé entre la
biosynthese et le catabolisme de macromolécules. Afin de maintenir cette balance
homéostasique, la cellule dispose de deux processus de dégradation en fonction des
caractéristiques des éléments cellulaires a dégrader. La majorité des protéines dont la demi-
vie est courte, sont dégradées spécifiguement par le protéasome, apres avoir été
ubiquitinylées. Les protéines possédant une demi-vie plus longue sont dégradées par la voie
lysosomale. Le mécanisme permettant de dégrader les composants cytoplasmiques ou
cellulaires, via la voie lysosomale, est appelé autophagie. Le terme autophagie provient du
grec auto- qui signifie « soi-méme », et -phago qui signifie « manger ». En somme,
I'autophagie est un processus qui consiste en une auto digestion des composants cellulaires
en réponse a un stress environnemental comme la déprivation en acides-aminés, le stress du
réticulum endoplasmique ou lors de certaines infections virales et bactériennes.

Quelque soient les conditions dans lesquelles I'autophagie est induite, elle permet aussi bien
le recyclage des éléments du cytoplasme (protéines a demi-vie longue, avec des anomalies
conformationelles ou encore des agrégats insolubles) que celui des organelles. Ce processus
contribue au maintien de I’homéostasie cellulaire, protégeant ainsi les cellules des divers

stress environnementaux grace a la production d’énergie.
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Figure 11: Les quatre types d’autophagies présentes dans les cellules de mammiféres. (A) la macro-
autophagie ou autophagie se caractérise par la formation de novo d’un phagophore dont les
extrémités vont fusionner pour former un autophagosome. Celui-ci va ensuite subir une étape de
maturation avant de fusionner avec le lysosome (autolysosome) spécialisé dans la dégradation des
macromolécules. (B) La micro-autophagie se définit par la séquestration et la dégradation directe
d’une partie du cytoplasme suite a l'invagination de la membrane du lysosome. (C) Lautophagie
médiée par les protéines chaperonnes se met en place pour la dégradation des protéines possédant
un motif KFERQ. Ce motif est reconnu par la protéine chaperonne hsc70 qui va adresser son substrat
au lysosome. La protéine LAMP-2A sert de récepteur a ce substrat pour permettre sa translocation
dans la lumiére du lysosome. (D) La crinophagie représente la fusion directe des vésicules de
sécrétion avec les lysosomes.



2. Les différentes formes d’Autophagie

Selon le mécanisme par lequel le matériel cytoplasmique est amené au lysosome pour y étre

dégradé, il a été caractérisé 4 formes d’autophagie (Eskelinen, 2008) (Figure 11).
a. La Macroautophagie ou Autophagie

La macroautophagie, plus communément appelée autophagie, est un processus majeur
responsable du catabolisme cellulaire. Celle-ci est trés conservée car elle est présente a la
fois chez les procaryotes et les eucaryotes. L’autophagie se caractérise par la formation dans
le cytoplasme, d’une double membrane, le phagophore qui s’allonge et s’enroule autour
d'une partie du cytoplasme a dégrader, formant ainsi un autophagosome. Les
autophagosomes vont fusionner avec les lysosomes formant des autolysosomes. Les
hydrolases lysosomales, principalement les cathépsines, vont dégrader les protéines
cellulaires séquestrées, d’autres hydrolases lysosomales sont impliquées dans la dégradation
des sucres et des lipides complexes. Les produits de cette hydrolyse vont étre transportés
vers le cytoplasme ou ils seront réutilisés. Chez la levure, la membrane du phagophore est
issue d’'une membrane dont la composition est proche de celle de la vacuole et est appelée
PAS pour Pre-Autophagosomal Structure (Suzuki and Ohsumi, 2007). Chez les mammiferes,
la provenance de la membrane a I'origine du phagophore n’est pas clairement déterminée.
De nombreuses études ont suggéré que cette membrane serait issue du réticulum
endoplasmique lisse (Dunn, 1994) mais d’autres arguments suggérent également une
provenance plasmigue ou encore golgienne (Chan and Tang).

Outre son aspect non sélectif, cette autophagie peut étre aussi spécifique de la dégradation
de certaines organelles. En effet, I'autophagie a longuement été considérée comme un
processus non sélectif destiné a dégrader des protéines a longues durées de vie ou des
composants cytoplasmiques. Depuis, de nombreux types d’autophagie sélective ont été
découverte. Selon le type de stress induit, les autophagosomes peuvent spécifiguement
séquestrer et dégrader des mitochondries, du réticulum endoplasmique ou encore des
agrégats protéiques insolubles. On parlera respectivement de mitophagie, de réticulophagie

ou d’agrégaphagie (Klionsky, 2007).
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Mammiféres Levure Type d’activité Fonctions connues au cours de la formation des autophagosomes
ULK1 Atgl Ser/Thr kinase Phosphorylation de substrats impliqués dans I'initiation de I'autophagie
g g mAtgl3 Atgl3 Régulateur Interrupteur moléculaire contrélé par mTOR/TOR
(o)
5 E FIP200 Atgl7 Régulateur
= O
< S(D - Atg29 Interacteur de Atgl7 Formation d’'un complexe de stabilisation au sein du phagophore
EX
= a - Atg31 Interacteur de Atgl7
Atgl01 - Régulateur Interaction avec mAtg13 au sein du complexe ULK1-mAtg13-FIP200
Beclinl Atgb - Liaison de Beclinl avec VPS34 et VPS15 / liaison de Atg6 avec Vps34 et Vps15
VPS34 Vps34 PI3K classe 3 Recrutement des protéines se liant au PI(3)P au niveau du phagophore
% VPS15 Vps15 Ser/Thr kinase Ancrage du complexe de Beclin1-VPS34- VPS15 a la membrane du phagophore
=
< , Interaction avec le complexe Beclin1-VPS34- VPS15
é Atgldl Atgld iCEHELC Stimulation de I'activité kinase VPS34
2
2 , Interaction avec le complexe Beclin1-VPS34- VPS15, exclusion mutuelle entre Atgl4L et UVRAG
S Vps38 Régulateur Stimulation de I'activité kinase VPS34 et de I'activité GTPase de Rab7
Rubicon ) Réeulateur Interaction avec le complexe Beclin1-VPS34- VPS15-UVRAG
€ Répression de I'activité kinase VPS34
Atgl2 Atgl2 -
Atg5 AtgS ) Mise en place d’un systeme de conjugaison LC3/Atg8-PE
"'Q" g & Support mécanique de I"élongation du phagophore et de la fermeture de I'autophagosome
e Atglel Atgl6 -
O w
= = Conversion d’une forme cytosolique (LC3-1) en une forme enchassée dans la membrane du phagophore (LC3-Il)
o LC3 Atg8 = o y . )
E b3 Support mécanique de I’élongation du phagophore et de la fermeture de I'autophagosome
o
w
w O , R » Démasquage du résidu Glycine 120 de la protéine LC3
u'__| g HsAtgd Atgd Protease a cysteine Recyclage de la protéine LC3-1l enchassée dans la membrane externe des autophagosomes a la fin de la réponse autophagique
a
% 'C_) Atg7 Atg7 El-ligase Pilotage enzymatique des conjugaisons Atg12-Atg5 et LC3-PE
-2
-
g ‘j Atgl0 Atgl0 E2-ligase Pilotage enzymatique des conjugaisons Atgl2-Atg5
2
9 Atg3 Atg3 E2-ligase Pilotage enzymatique des conjugaisons LC3-PE
w
Protéine Trafic continu entre des structures périphériques (TGN, endosomes, mitochondrie) et I'autophagosome au début de son élongation
mAtg9 Atg9 transmembranaire Ancrage dans la membrane de 'autophagosome
Controle de la réaction de lipidation de la protéine LC3

Tableau 3 : Les protéines ATG, acteurs de la formation et de I’élongation des autophagosomes. Les protéines Atg et leurs partenaires protéiniques essentiels

a lI'induction de I'autophagie sont séparés en trois groupes fonctionnels intervenant tout au long de la biogénése de I'autophagosomes. Le type d’activité

enzymatique et la fonction qui leur sont associés sont résumés dans ce tableau.




Finalement, I'élimination de micro-organismes (bactéries ou parasites) présents dans la
cellule est appelée xénophagie. La xénophagie joue un role essentiel dans la réponse et le

maintien de I'immunité cellulaire.
b. La Microautophagie

La microautophagie est un processus de dégradation lysosomale non sélectif. En contact
direct avec le lysosome, le contenu cytoplasmique a dégrader va étre séquestré grace a
I'induction d’invaginations de la membrane lysosomale. Ces invaginations s’allongent et
forment des tubes autophagiques. A leur extrémité se forment des vésicules, une scission
s’opere, libérant ainsi les vésicules au sein de la lumiére lysosomale. Dans certains cas, la

microautophagie peut étre sélective, toutefois ceci n’a été décrit que chez la levure (Li et al.).
¢. L’Autophagie Médiée par les Chaperonnes

A l'inverse des deux types d’autophagie décrit précédemment, I'autophagie médiée par les
chaperonnes ou CMA (Chaperone Mediated Autophagy) est exclusivement sélective (Cuervo
and Wong).

Les protéines dégradées par cette voie autophagique sont ciblées spécifiguement grace a
I'expression d’un pentapeptide KFERQ (Dice, 1990). La reconnaissance de ce motif a lieu
dans le cytoplasme. Ce motif est reconnu par une chaperonne cytosolique, la protéine de
choc thermique, hsc70 (heat shock cognate protein of 70 KDa). Une fois reconnue par hsc70,
la protéine cible est acheminée a la surface du lysosome puis transloquée dans la lumiére du
lysososme grace a la protéine LAMP-2A. LAMP-2A est présente a la surface du lysosome sous
forme de monomere et I'association de plusieurs monomeéres conduit a la formation d’un
multi-complexe de LAMP-2 requis pour la translocation du substrat (Bandyopadhyay et al.,
2008).

La CMA est généralement impliquée dans la dégradation des protéines ayant des anomalies
structurales ou étant peroxydées ce qui contribue a la régulation des niveaux intracellulaires
de certaines enzymes et de facteurs de transcription. Le role de la CMA est déterminant
pour le recyclage des acides aminés aprés une période prolongée de carence nutritive, elle
est graduellement activée apres 8 a 10h de privation et peut persister a des niveaux

d’activité maximale pendant 3 jours (Cuervo et al., 1995) (Massey et al., 2006).
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Figure 12: Les différentes étapes de la formation d’un autolysosome. La formation de
I'autophagosome s’initie par la nucléation d'une structure membranaire spécifique connue sous le
nom de phagophore. Alors que chez la levure 'origine de cette membrane est déterminée (le PAS),
elle reste encore a définir dans les cellules de mammiferes. Une fois le phagophore isolé, il subit des
étapes d’élongation puis de fermeture pour former I'autophagosome. Cet autophagosome fusionne
avec les endosomes et est converti en amphisome. Au cours de cette étape, 'amphisome peut
s’acidifier grace a l'activation de pompes a protons apportées par les endosomes. Enfin, I'amphisome
fusionne avec les lysosomes pour former un autolysosome, spécialisé dans la dégradation du matériel
séquestré par l'autophagosome. Des perméases membranaires interviennent alors dans I'export et le
recyclage des produits de cette dégradation.



d. La Crinophagie

Enfin, il existe un dernier type d’autophagie, trés peu décrit, la crinophagie. Présente a |'état
basal dans la cellule, elle est responsable de la fusion directe de vésicules de sécrétion

surnuméraires permettant ainsi de réguler la sécrétion cellulaire.

3. Larégulation de I'’Autophagie

La formation de I'autophagosome est orchestrée par un ensemble de protéines nommées
ATG pour « AuTophaGy related » proteins (Tableau 3). Une trentaine de génes codant pour
les protéines ATG ont été identifiés grace a des criblages génétiques chez la levure. Dix-huit
de ces ATG sont connues pour étre recrutées lors de l'isolation de la membrane de
I'autophagosome. La formation de l'autophagosome peut étre divisée en trois étapes :
I'initiation, la nucléation et I'élongation. L’initiation est la transmission du signal a la
membrane source nécessaire a la genese du phagophore, la nucléation mene a l'isolation de
cette membrane et enfin lisolation se déroule jusqu'a ce que l'autophagosome soit

totalement formé (Figure 12).
a. L’Initiation

Chez la levure, lorsque I'autophagie est induite, la protéine sérine/thréonine Kinase ATG1,
forme un complexe avec ATG13, ATG17, ATG29 ET ATG31 (Cheong et al., 2008). Chez les
mammiféres, ce complexe est composé des protéines ULK-ATG13-FIP200-ATG101. La
formation de ces complexes chez la levure comme chez les mammiféres est indispensable a
I'initiation de I'autophagie (Figure 13).

Les homologues mammiféres d’ATG1 sont au nombre de 5, Unc-51-like kinase(ULK) ULK-1,
ULK-2, ULK-3, ULK-4, et STK36 et I'homologue d’ATG17 étant FIP200. ULK1l et ULK2
présentent une tres forte homologie avec ATG1 alors que ULK3, ULK4 et STK36 ne
conservent que le domaine kinase. Bien que ULK1, ULK2 et ULK3 semblent contribuer au
processus autophagique, seuls ULK1 et ULK2 jouent un réle important dans I'induction de
I'autophagie. Au sein du complexe de mammifere, ATG101 stabilise I'expression d’ATG13, et
interagit de facon stable avec le complexe ULK1 et FIP200, et ceci quelques soit les
conditions énergétiques de la cellule (Hosokawa et al., 2009), (Mercer et al., 2009). Bien qu'il

n’y ait pas d’orthologue humain d’ATG29 et d’ATG31, ni d’orthologue chez la levure
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Figure 13: L'étape d’initiation du phagophore. Chez les mammiferes I'apport constant en nutriments
active le complexe mTORC1 qui inhibe alors le complexe d’initiation ULK1-Atg13-FIP200-Atg1001 via
la phosphorylation inhibitrice de ULK1 et de Atg13. La privation en nutriments provoque I'inactivation
de mTORC1 et autophosphorylation activatrice de ULK1 qui peut alors initier la biogénése de
I'autophagosome par la phosphorylation de FIP200 et Atg13.




d’ATG101, on observe tout de méme une similitude dans la composition de ces complexes,
suggérant des fonctionnalités similaires. D’autre part, la localisation membranaire du
complexe reste la méme, elle se situe au niveau du phagophore chez les mammiféres et son
équivalent chez la levure, le PAS (Jung et al., 2009). Le domaine C-terminal de ULK1, appelé
Early Autophagy Targeting/tethering (EAT) semble étre essentiel pour le recrutement du
complexe au phagophore (Chan et al., 2009). De plus, un ensemble acides aminés chargés
positivement localisés a I'extrémité N-terminale d’ATG13 (protéine membre du complexe
ULK1), permet l'interaction avec des phopholipides chargés négativement présents dans les
membranes ce qui permet la translocation du complexe ULK1 et le recrutement d’ATG14,
une protéine membre du complexe Beclin1-PI3KC3, a 'omégasome (Karanasios et al.).
L'omégasome a été identifié pour la premiére fois en microscopie électronique a la surface
du réticulum endoplasmique. Il désigne la déformation de la membrane a I'origine de la
biogénése du phagophore. Cette excroissance a I'aspect de la lettre grecque Q, d’ou son
appellation.

En effet, pour étre recruté au niveau du réticulum endoplasmique, le complexe ULK1 est
capable d’interagir avec des structures pré-existantes exprimant la protéine
transmembranaire VMP1, ce qui serait a I'origine de la courbure de la membrane a 'origine
du phagophore.

Enfin, ULK1 est indispensable a I'induction de I'autophagie puisque la simple diminution de
son expression est capable d’inhiber ce processus et ceci dans différents contextes (Chan et
al., 2007). En revanche et a l'inverse des souris invalidées pour les génes de I'autophagie
atg5 et atg7, les souris ulkl”" et ulk2”" naissent viables et sont capables de survivre a la
période post-natale (Cheong et al.). Elles présentent néanmoins des défauts dans
I’élimination des mitochondries au cours de la maturation des réticulocytes, indiquant un
role spécifique de ULK1 dans la dégradation sélective des mitochondries (mitophagie)

notamment durant I'érythropoiese (Kundu et al., 2008).
b. La Nucléation

Il existe 2 principaux complexes intervenants dans la nucléation du phagophore chez la
levure, les complexes 1 et 2. lls sont composés tous les deux d’ATG6-Vps34-Vpsl5 et ne
different que par la présence d’un quatrieme partenaire d’interaction, il s’agit d’ATG14 pour

le complexe 1 et de Vps38 pour le complexe 2. Les complexes homologues chez les
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Insipré de Funderburk et al., 2010

Beclin1-PI3KC3-VPS15-UVRAG est, au contraire, un régulateur négatif de I'lautophagie.




mammiféres sont composés respectivement des protéines Beclin1-PI3KC3-VPS15 et ATG14L
ou UVRAG. La PI3KC3 présente dans le complexe, appartient a la famille des PI3K et permet
la production de PI3P dans la cellule. VPS15 est une Sérine/Thréonine kinase qui intervient
dans I'ancrage du complexe au niveau de la membrane du phagophore. La protéine ATG14L
également appelée BARKOR (Beclinl associated ATG key regulator), permet 'adressage du
complexe a la membrane du phagophore et le recrutement de PI3P ainsi que d’autres
protéines ATG. UVRAG est un suppresseur de tumeur (hVps38) qui ne peut interagir avec le
complexe Beclin1-PI3KC3-VPS15 que lorsqu’ ATG14 est absent. En effet, les protéines
UVRAG et ATG14L s’excluent mutuellement du complexe Beclin1-PI3KC3-VPS15 (ltakura et
al., 2008; Itakura and Mizushima, 2009). Bien que I'association de Beclinl a UVRAG ou a
ATG14L joue le méme rble dans I'induction de I'autophagie, ces complexes ont des fonctions
différentes au cours de la formation et de la maturation de I'autophagosome. En effet,
ATG14L co-localise avec le complexe ATG12-ATG5 et ATG16, des protéines spécifiques de
I’élongation de la membrane du phagophore, et I'extinction d’ATG14L dans les Hela a pour
conséquence de bloquer linduction du flux autophagique. A contrario, I'absence
d’expression d° UVRAG dans ces cellules n’a aucune conséquence sur linduction du
processus autophagique. Par ailleurs, UVRAG est présent dans les endosomes ou Rab9 (Ras
Like GTPases, marqueur des endosomes tardifs) est exprimée et ne co-localise avec aucune
structure autophagique. Ainsi Beclinl grace a ses différents partenaires d’interaction, régule
a la fois la formation de I'autophagosome via ATG14L ainsi que sa maturation grace a son
association avec UVRAG et/ou Rubicon (Matsunaga et al., 2009) (Figure 14).

En effet, la formation du complexe Beclin1-PI3KC3-VPS15 est I'élément majeur de la
nucléation. Afin de réguler finement cette étape, le complexe peut s’associer a différentes
protéines pour moduler son activité.

Ainsi la fonction pro-autophagique de Beclinl peut étre inhibée par la protéine Rubicon qui
peut se lier au complexe. Toutefois cette interaction avec Rubicon n’est détectée qu’au sein
du complexe Beclin1-UVRAG, suggérant que Rubicon se lie au complexe par I'intermédiaire
d’UVRAG (Zhong et al., 2009). Cette association avec Rubicon inhibe I'activité kinase de

PI3KC3 et bloque la maturation de I'autophagosome en empéchant le trafic vésiculaire.

Par ailleurs, Beclinl contient 3 domaines identifiés, un domaine BH3 en N-terminal, un

domaine coiled-coil (CCD) central et un domaine ECD conservé au cours de |'évolution dans
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Figure 15: Partenaires d’interaction du complexe Beclin1-PI3KC3-VPS15. Le principal mode de
régulation de ce complexe passe par 'interaction de Beclinl avec d’autres protéines qui vont faciliter
ou, au contraire, inhiber son activité. Certaines de ces protéines, telles que Bcl-2, Bcl-xL ou encore la
protéine Rubicon ont un réle inhibiteur de 'autophagie, alors que d’autres en se liant transitoirement
au complexe, seront des régulateurs positifs (VMP1, Ambral, etc...) de 'autophagie.



les différentes espéces présent en C-terminal (Furuya et al., 2005). Grace a son domaine BH3,
Beclinl peut interagir avec les membres pro-apoptotiques et anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2 (Pattingre et al., 2005), (Erlich et al., 2007). Cette interaction a pour conséquence de
bloquer la formation du complexe Beclin1-PI3KC3 ce qui entrave I'induction de I'autophagie.
Nous développerons plus en détails les interactions entre les membres de I'autophagie et les

caspases/les membres de la famille Bcl-2 dans la partie Il de ce manuscrit.

En plus de ces partenaires privilégiés cités ci-dessus, Beclinl peut aussi interagir avec
d’autres protéines incluant Bif-1, AMBRA1, PINK1 et VMP1 (Figure 15).

Bif-1 (Bax interacting factor 1) ou endophiline B1 qui se lie a UVRAG et permet ainsi de
stabiliser et donc d’augmenter le nombre de complexe pro-autophagique Beclin1-PI3KC3-
UVRAG (Takahashi et al., 2007).

Récemment, AMBRAL a été identifié pour favoriser 'interaction entre Beclinl et PI3KC3
induisant la nucléation de I'autophogosome et agissant comme un facteur essentiel de
I’'autophagie. En condition basale, AMBRA1 est séquestrée aux microtubules avec Beclinl,
mais lorsqu’un stress autophagique est induit, ULK1 phosphoryle AMBRA1. Cette
phosphorylation perturbe son interaction avec la Dynéine, ce qui permet la translocation du
complexe vers le site d’initiation du phagophore (généralement le réticulum endoplasmique)
(Di Bartolomeo et al.).

PINK1 est une sérine thréonine kinase qui se situe au niveau de la mitochondrie, elle est
impliquée dans la régulation de la mitophagie (Geisler et al.). Son domaine C-terminal est
capable d’interagir avec Beclinl pour induire I'autophagie (Michiorri et al.).

Et enfin, VMP1, une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique, qui est
fortement exprimée en cas de pancréatite, peut également interagir avec Beclinl. En
condition non pathologique, sa région C-terminale est essentielle pour son interaction avec
Beclinl et son recrutement au niveau de la membrane. En effet, la mutation de ce domaine
empéche la formation du complexe mais aussi le recrutement de LC3 a I'autophagosome

(Nowak et al., 2009).

Lors de la formation du phagophore, le complexe Beclin1-PI3KC3-VPS15 est recruté au site
de nucléation du phagophore pour y produire et phosphoryler les Pdtins permettant la

production des PI3P, lesquels recruteront des facteurs nécessaires a la mise en place de la
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Figure 16: Les systémes de conjugaison de type ubiquitination Atg5-Atgl2 et Atg8-PE (LC3-ll).
L'élongation du phagophore est dépendante des complexes Atg5-Atg12 et Atg8-PE. Pour former ces
deux types de complexes, les protéines Atg5 et Atgl2 ainsi que la protéine Atg8 et le groupement
PhosphatidylEthanolamine (PE) doivent former des interactions covalentes. (A) Le systeme
d’ubiquitination fait intervenir trois classes d’enzyme E1, E2 et E3-ligases chargées de transférer
alternativement I'ubiquitine depuis I'enzyme E1 jusqu’a une protéine substrat associée a I'enzyme de
type E3. (B) Le systeme de conjugaison Atg5-Atgl2 utilise le méme procédé enzymatique. Atgl2 se
substitue a l'ubiquitine et Atg5 se substitue au substrat. Le transfert est assuré par Atg7 (enzyme de
type E1) et Atgl0 (une enzyme de type E2). Atgl6 s’associe au complexe Atg5-Atgl2 de maniére non
covalente. (C) La protéine Atg8, une fois clivée par la protéase Atg4d, est également prise en charge
par Atg7 puis par Atg3 (enzyme de type E2) avant d’étre transférée a un groupement PE. Le complexe
Atg5-Atg12-Atgl6, assimilé dans certaines publications a une enzyme de type E3, est essentiel a la
lipidation d’Atg8.



structure membranaire du phagophore. Outre leur contribution dans la formation du
phagophore, les PI3P ont été démontrés comme nécessaires a la stabilisation de ULK1 et de
I’'omégasome. Ainsi, une fois recruté sur son site d’activation et stabilisé, le complexe ULK1
phosphoryle Beclinl ce qui augmente |'activité du complexe Beclin1-hVps34 (Russell et al.).
Les complexes PI3KC3 et ULK1 sont recrutés aux membranes ou ils agissent de maniere
synergique pour stimuler la production de PI3P et faciliter I'isolation de la membrane a
I'origine du phagophore.

D’autre part, la protéine ATG13 qui appartient au complexe ULK1, est capable de lier les
PI3P indiquant que le complexe ULK1 joue aussi un réle important dans la stabilisation de
PI3P au niveau du phagophore (Karanasios et al.).

L'ensemble de ces événements conduit a la nucléation de la membrane du phagophore et

aux recrutements d’autres protéines ATG a 'omégasome.

¢. L’Elongation - Maturation

Chez la levure comme chez les cellules de mammiféres, la liaison covalente ou conjugaison
entre certaines protéines ATG est nécessaire pour leur fonctionnement et leur réle dans
I'induction du processus autophagique. Ainsi, sur la trentaine de génes ATG identifiés
comme contrblant l'autophagie, huit sont directement impliqués dans le systeme de
conjugaison d’ATG5-ATG12 et d’ATGS8-PE (Figure 16).

Le processus enzymatique impliqué dans cette action de conjugaison des protéines ATG est
un systeme semblable a celui de l'ubiquitination et est désigné comme un systéeme d’
« ubiquitination -like ».

On parle d’ «ubiquitination-like » car il partage de nombreuses similitudes avec le
mécanisme d’ubiquitination des protéines destinées a la dégradation par le protéasome.

Ce mécanisme nécessite 3 grandes familles d’enzymes appelées les E1, E2 et E3-ligases.
L’'enzyme E1, se lie a une ubiquitine de maniere ATP-dépendante grace a la formation d’une
liaison thioester entre la cystéine de E1 et la glycine terminale de "'ubiquitine. Cette réaction
permet I'obtention d’'une E1 complexée a une ubiquitine.

L'enzyme E1 va transférer son ubiquitine a une autre enzyme de conjugaison dite E2, qui va
permettre le transfert de I'ubiquitine vers une ubiquitine ligase, appelée enzyme E3, capable

de se lier a la protéine cible et de catalyser son ubiquitination sur un résidu lysine.
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Ainsi, au cours de |'autophagie, nous observons un mécanisme similaire de transfert en
cascade, non pas d’ubiquitine, mais de protéines ATG. Les deux systémes de conjugaison
décrits dans l'autophagie sont ATG5-ATG12 et ATGS8/LC3, lesquels sont nécessaires a

I’élongation et a la fermeture de I'autophagosome (Geng and Klionsky, 2008).

cl. Le systeme de conjugaison ATG5-ATG12 :

ATG7 est I'’enzyme E1 like qui permet I'activation de la protéine ATG12. En effet, ATG12 est
activé grace a la formation d’une liaison thioester entre son résidu terminal, la glycine 186 et
la cystéine 507 d’ATG7. (Tanida et al., 1999) Aprés son activation, ATG12 est transféré a
ATG10, une enzyme de type E2 et est conjugué a sa protéine cible ATG5 grace une liaison
peptidique. (Shintani et al., 1999) A l'inverse de I'ubiquitine qui peut-étre conjuguée a de
multiples cibles, ATG5 semble étre I'unique substrat d’ATG12. De plus, cette conjugaison est
constitutive et irréversible. Par la suite, le systeme ATG12-ATG5 interagit avec ATG16L, une
petite protéine coiled coil, menant a la formation du complexe ATG12-ATG5-ATG16L.

A ce jour aucune E3-like ligase n’a été identifiée comme impliquée dans le systeme de
conjugaison ATG5-ATG12. En revanche, ce complexe peut avoir a lui seul une activité E3
ligase-like car il intervient dans le systeme de conjugaison d’ATG8 en catalysant le transfert
de PE sur ATG8 (LC3) grace a ATG3. Ainsi il favorise la lipidation de LC3, conduisant a son

ancrage a la membrane (Hanada et al., 2007).

c2. Le systeme de conjugaison ATG8-PE :

Un autre systéme de conjugaison est nécessaire a I'élongation du phagophore, il s’agit du
systeme ATGS8. Ainsi pour pouvoir jouer son role dans I'élongation, ATG8 doit subir plusieurs
modifications. Le résidu Argl17 présent en C-terminal d’ATG8 va étre éliminé par I’action
d’une protéase a cystéine ATG4, ce qui va avoir pour conséquence, I'exposition d’un résidu
glycine en position 116. Cette glycine pourra ainsi former un pont thioester avec la cystéine
507 de la protéine ATG7 (site aussi impliqué dans le systéme de conjugaison ATG12- ATG5).
La protéine ATGS8, délétée de son arginine, va étre transférée a une enzyme de type E2,
ATG3. Enfin, [I'étape finale de Ila lipidation d’ATG8 est [I'ajout d'une

phosphatidyléthanolamine (PE) au niveau du résidu glycine 116 (Ichimura et al., 2000).
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A linverse de la conjugaison d’ATG12 a ATGS5, la lipidation d’ATGS8 est réversible. Ainsi,
ATGS8-PE peut étre clivé par ATG4 pour générer de I’ATG8 libre (Kirisako et al., 2000).

Bien que la levure ne posséde qu’un seul ATGS, il existe plusieurs homologues identifiés chez
les mammiferes, ils sont regroupés en deux sous-familles, LC3 (LC3A, B, B2, et C) et
GABARAP (GABARAP, -L1, -L2 ou GATE16). Tous subissent les mémes modifications
catalysées par ATG4B, ATG3 et ATG7. Ces protéines permettent ainsi de transformer LC3-l en
sa forme lipidée, LC3-II (I'équivalent de LC3-PE), protéine désormais capable de s’ancrer dans
les membranes. Les membres de la famille LC3 aident a I’élongation et a la fermeture du
phagophore. L’association de ces protéines cytosoliques et les complexes protéiques déja
présents dans les membranes permettent I'élongation de la membrane du phagophore.
Avant la fermeture de la membrane créant un autophagosome, les ATG présents se
dissocient et seuls les membres de la méme famille LC3 restent associés. Apres la fermeture

de I'autophagosome, seule LC3-II (lipidés) reste présent a la surface de I'autophagosome.

Il est largement admis qu’ATG5 et ATG7 sont des protéines clés pour I'autophagie. Toutefois
les souris déficientes pour ces deux geénes sont toujours capables de former des
autophagosomes/autolysosomes et de réaliser une autophagie fonctionnelle (Nishida et al.,
2009). Bien que la lipidation de LC3-Il soit en général un excellent marqueur d’autophagie,
elle est absente lors de l'induction de cette autophagie alternative, indépendante d’ATG5 et
d’ATG7. Cette autophagie atypique, est cependant régulée par ULK1 et Beclinl. A l'inverse
de I'autophagie conventionelle, les autophagosomes semblent étre générés de facon Rab9
dépendante. La membrane, nouvellement isolée, fusionne avec des vésicules issues du
trans-golgi ou des endosomes tardifs (Nishida et al., 2009).

Ainsi dans ce nouveau modeéle, de nombreuses « certitudes » sont ébranlées, puisque
méme cette autophagie indépendante d’ATGS5 a été détectée dans des tissus embryonnaires,
ou elle joue aussi un role important dans la dégradation des mitochondries au cours de la
différenciation érythrocytaire via ULK1 (Honda et al., 2014). L’'ensemble de ces résultats
indique que chez les mammiferes, il existe au moins deux manieres différentes d’induire de
I'autophagie : la maniere conventionnelle dépendante d’ATG5 et d’ATG7 et une autre,

alternative indépendante de ces deux protéines.
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Enfin, une fois I'autophagosome formé, il peut soit fusionner directement avec un lysosome
pour former un autolysosome, soit fusionner en premier avec un endosome pour générer un
amphisome, lequel fusionnera par la suite avec un lysosome pour générer un autolysosome.
La formation transitoire de 'amphisome fournit le pH nécessaire pour le fonctionnement
optimal des protéases lysosomales. La fusion de l'autophagosome avec le lysosome est
facilitée par les microtubules. Ainsi le rapprochement des protéines lysosomales LAMP1/2 et
de Rab7 avec des protéines vésiculaires telles que vps34 SNARE et ESCRT va permettre la
fusion de I'autophagosome avec le lysosome.

Cette fusion est régulée positivement par le complexe UVRAG-PI3KC3-Beclinl et est régulée
négativement par le complexe Rubicon-UVRAG-PI3KC3-Beclinl. UVRAG-PI3KC3 améliore
I'activité GTPase de Rab7 ce qui favorise la fusion de I'autophagosome avec I'’endosome ou
le lysosome. Les hydrolases lysosomales incluant les cathepsines et les lipases, dégradent les
composants intra-autophagosomal mais aussi LC3-Il présent sur la surface interne de
I’'autophagosome. Les protéines LC3-1l exprimées a la surface de la membrane externe de
I’'autophagosome vont étre délipidées par ATG4B permettant ainsi leur recyclage. Les
protéines LC3-1 obtenues seront a I'origine de la formation d’autre autophagosomes.

Chez la levure, ATG15 une lipase vacuolaire et ATG22 une protéine membranaire présente
dans les vacuoles, sont toutes deux indispensables a la dégradation des composants

séquestrés.

4. Lesvoies de signalisation régulant I’Autophagie

L'autophagie est présente a un niveau basal dans la majorité des types cellulaires, indiquant
son importance dans le maintien de ’homéostasie intracellulaire. Elle peut étre fortement
induite en cas de déprivation en nutriment, c’est donc un processus majeur de la réponse
adaptative aux conditions de stress. Ainsi, le manque d’autophagie peut étre létal,
principalement durant la privation en nutriment ; et I'excés d’autophagie peut conduire a
I'induction de mort cellulaire. Il est donc primordial de réguler trés finement ce processus.

Les voies majeures de la régulation de I'autophagie sont le complexe mTORC1 et '’AMPK.

a. La voie inhibitrice : mTOR

La kinase mTOR est un acteur majeur dans la perception énergétique de la cellule, dans la

régulation de la croissance cellulaire, mais aussi dans la répression de I'autophagie.
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Plusieurs signaux, incluant les facteurs de croissance, les acides aminés, le glucose et le
statut énergétique sont intégrés par le complexe protéique mTORC (mammalien Target Of
Rapamycin Complex). La voie de signalisation de mTOR est constituée de deux complexes
fonctionnels : mTORC1 et mTORC2. Ces deux complexes sont impliqués dans la régulation de
I'autophagie, toutefois la participation du complexe mTORC1 est actuellement mieux

caractérisée.
al. Le complexe mTORC1 et sa régulation

MTORC1 est un complexe multi-protéique sensible a la rapamycine. Il est composé d‘une
sous unité catalytique, mTOR, d’une sous unité régulatrice, RAPTOR ( Regulatory Associated
Protein of mTOR), de la protéine PRAS40 (prolin rich AKT substrate of 40KDa) qui se lie au
domaine kinase de mTOR pour supprimer son activité et ce de maniere phospho-
dépendante et enfin de GBL ou mLST8. De plus, ce complexe est également composé de la
protéine Deptor qui, une fois associée a mTOR, permet de réguler négativement ce
complexe. L'expression de mTOR est souvent diminuée dans de nombreux types de cancers.
Toutefois dans les myélomes multiples, on observe une surexpression de DEPTOR qui est
nécessaire au maintien de I’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT et a la survie
cellulaire (Peterson et al., 2009).

Différentes voies de signalisation peuvent réguler mTORC1. La voie PI3K/AKT,
principalement activée suite a la stimulation de récepteur a activité tyrosine kinase, peut
activer mTORC1. A l'inverse, les voies GSK3 (si AKT est inactif) et AMPK peuvent l'inhiber.
L'induction de l'autophagie par l'inhibition de mTORC1 dans des conditions de privation

énergétique est conservée de la levure jusqu’aux mammiferes.

a2. mTORC et Autophagie

al.l. mTORCI1

Un des stimuli les plus efficaces pour induire I'autophagie est la déprivation en acides
aminés. Dans ces conditions, I'activation de I'autophagie est permise grace aux RAG GTPases
qui existent sous formes d’hétérodimeres (RAGA ou RAGB interagissent avec RAGC ou
RAGD). Les RAG GTPases sont ancrées a la surface du lysosome par un complexe

pentamérique connus sous le nom de complexe Ragulator lequel agit comme une Guanine
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nucléotide exchange factor (GEF) qui active RAGA et RAGB. L’activité du complexe Ragulator
est altérée en réponse a des niveaux élevés d’acide aminés. Ainsi, en conditions favorables,
les acides aminés sont accumulés dans le lysosome, ce qui va promouvoir I'interaction entre
la v-ATPase (vacuolar H+ ATPase) et le complexe Ragulator lequel augmente son activité et
permet de recruter mTOR a la surface du lysosome. En condition de carence nutritive,
période durant laquelle le lysosome est exempt de tout acide aminé, il y a une activation
réduite des RAG ce qui induit la libération et I'inactivation de mTOR (Zoncu et al.), (Bar-Peled
et al.), (Lamb et al., 2013) (Figure 17).

L'activité de mTOR a la surface du lysosome est controlée par une seconde petite GTPase
membranaire RHEB (RAS Homologue Enriched in Brain). Tout comme mTOR, RHEB est
localisé a la surface du lysosome et son activité peut étre inhibée par le complexe TSC1-TSC2
(Sancak et al.; Sancak et al., 2008).

Ainsi, en condition de stress, TSC1 et TSC2 forment un complexe protéique fortement
phosphorylé (activé) par '’AMPK, qui fonctionne comme une GTPase et inactive Rheb, ce qui
réduit I'activité de mTOR. A l'inverse en conditions optimales, les facteurs de croissance
bloquent I'activation de TSC1-TSC2 permettant une activation massive de mTORC1. De plus,
ces conditions favorisent I'activation d’AKT, qui une fois phosphorylé sur la Ser473
déstabilise le complexe TSC1-TSC2 ce qui aboli I'effet répresseur de ce complexe sur
mTORC1 (Huang and Manning, 2009), (Long et al., 2005a; Long et al., 2005b).

D’autre part, et de maniére dépendante de I'état énergétique de la cellule, mMTORC1 peut
étre associé ou non au complexe initiateur de I'autophagie, ULK1-ATG13-FIP200 et
phosphoryler ULK1 et ATG13. En condition de carence énergétique, mTORC1 peut se
dissocier du complexe ULK1-ATG13-FIP200 permettant son activation. Ainsi une fois activé,
ULK1 s’autophosphoryle et phosphoryle ATG13 et FIP200 ce qui initie I'’étape de nucléation
(Kamada et al.) (Figure 13).

al.2. mTORC2

MTORC2 est beaucoup moins sensible a la rapamycine que mTORC1 et est composé des
protéines Rictor, GBL, PROTOR et SIN1. Méme si son rble régulateur de I'autophagie est
moins décrit que celui de mTORC1, l'inhibition de mTORC2 aboutit aussi a I'induction de
I'autophagie mais dans des contextes particuliers. Ainsi, mMTORC2 en phosphorylant AKT peut

contribuer a [l'activation de kinases importantes pour la survie cellulaire. Cette
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Figure 18: Structure de la protéine AMPK. (A) LAMPK est une protéine hétérotrimétique composée
de 3 sous-unités (a, B, et y). Le domaine C-terminal de la sous-unité B (B-CTD) forme le noyau du
complexe, en se liant a la fois au domaine C-terminal de la sous unité a et au domaine N-terminal en
amont du CBS1 de la sous unité y. AID, Auto-Inhibitory Domain; CTD, Carboxyl-Terminal Domain,
NTD, Amino-Terminal Domain, CBM, Carbohydrate-Binding Module, CBS Cystathione B-Synthetase,
séquences répétées dans la sous-unité y. (B) Deux vues d'une structure cristalline d'un complexe
hétérotrimérique partielle de 'AMPK de mammifere. La vue de droite est tournée d'environ 180°
autour de I'axe des ordonnées par rapport a la vue de gauche.



phosphorylation a pour conséquence de diminuer |'expression du facteur de transcription
FoxO3 qui est impliqué dans I'expression de nombreux genes régulant 'autophagie (atg12L,
Ic3b, bnip3l ou gabarap1) (Mammucari et al., 2008).

De maniére intéressante, alors que mTOR est inhibé durant les stades précoces de
I'induction de I'autophagie, de longues périodes de carence nutritive menent a la
réactivation de mTOR en améliorant la production de nutriment (principalement des acides
aminés) par l'autophagosome (Yu et al.).

Enfin, en plus de ce ré6le inhibiteur de I'autophagie, mTOR peut de concert, phosphoryler et
inhiber la protéine DAPK1, un répresseur de I'autophagie et ainsi promouvoir I'augmentation

du processus (Koren et al.).
b. La voie activatrice : AMPK

b1. La composition du complexe AMPK

L’AMPK est un complexe hétérotrimérique composé d’une sous unité catalytique a, associée
a deux sous unités régulatrices B et y. Chez les mammiferes, chaque sous unités présentes
de multiples isoformes (a1, a2, B1, B2, v1, y2, y3) codées par des genes distincts (Hardie et
al.) (Figure 18).

La sous unité a, possede 4 domaines a-KD, a-AID, un domaine linker et a-CTD. Le domaine
Kinase (a-KD) composé de deux poches de phosphorylation et est localisé en N-terminal. Ce
domaine contient la Thrl72, site de phosphorylation permettant I'activation de I’/AMPK par
ses kinases régulatrices. Il est immédiatement suivit de a-AID (auto inhibitory domain), un
petit domaine inhibiteur de I’AMPK. Il est nommé ainsi car sa délétion augmente légerement
I'activité de I’AMPK. Le C-terminal de a-AID marque la frontiére entre la partie catalytique et
la partie liant les nucléotides formant le linker avec la partie suivante. Enfin, la partie C-

terminale de la sous unité a (a-CTD)

La sous unité B contient 2 domaines globulaires conservés : B-CBM (B carbohydrate binding
domain) et B-CTD (B C terminal Domain).
Le domaine B-CMB permet la liaison avec les molécules de glycogéne, alors que le domaine

B-CTD interagit avec le a-CTD et la sous unité y pour former le coeur de I'hétérotrimere.

44



ADP
a ( 0
B
Y
Phosphorylation et
Phosphatase déphosphorylation de
la Thr172 Activation Allostérique

® ATP ® AP @
Cax__ [ ( PDAYP) R D AVP) G ( 0]

"

Concentration en nucléotides

Etat Basal

Hardie et al.,2012

Figure 19: Modeles de mécanismes d’activation de FAMPK. (A) Ce modele représente les différents
états des trois sous-unités de I'AMPK. LAMPK est activée par I'augmentation des concentrations
d’AMP et d’ADP cellulaire. A I'état basal (en haut a gauche), les sites 1 et 3 de la sous-unité-y sont
occupés par I'ATP (le site 4 est toujours occupée par I'AMP). En condition de stress modéré (en haut
au centre), le remplacement de I'ATP par ADP (ou AMP) sur le site 3 induit la phosphorylation de
Thrl72 (en bas au centre), provoquant une augmentation de l'activité de 'AMPK (indiqué par deux
étoiles). Enfin en conditions de stress énergétique élevé, le remplacement de I'ATP par I'AMP au site 1
provoque l'activation allostérique (indiqué par une troisieme étoile, en bas a droite) et décuple ainsi
I'activité kinase de 'AMPK. Quand le statut énergétique cellulaire revient a la normal, 'AMP au site 1
et I'ADP ou I'AMP sur le site 3 sont progressivement remplacés par I'ATP (déplacant de droite a
gauche sur la rangée du bas). Cela favorise la déphosphorylation de Thr172 et induit un retour a I'état
basal. (B) Le graphique représente les changements de concentrations en I'ATP, ADP et AMP en
fonction du stress énergétique cellulaire.



Concernant le réle de la sous unité B, il est décrit que sa myristylation est requise pour la

phosphorylation de la Thr172 et donc pour I'activation de ’AMPK. (Oakhill et al.)

La sous unité y contient 4 séquences en tandem, nommés CBS1 a CBS4 pour cystathione -
synthetase. Elles permettent I'obtention de 4 potentielles poches de fixation de nucléotides
(adénosine). Chez les mammiferes, CBS2, n’est jamais occupé et le site CBS4 est toujours lié
a une molécule d’AMP. Quant aux deux sites restants, CBS1 et CBS3, ce sont des sites de
fixation de I'’AMP, de I'ADP ou de I’ATP. Dans des conditions physiologiques, les ratios
ATP/ADP sont élevés, les sites CBS1 et CBS3 sont principalement occupés par de I'ATP. A
I'inverse, en conditions de stress, les concentrations d’ADP et d’AMP augmentent et
remplacent progressivement I’ATP dans les sites CBS1 et CBS3. La liaison de 'AMP a CBS1
semble étre responsable de I'activation allostérique de ’AMPK alors que la liaison de 'AMP
ou de I'ADP a CBS3 semble moduler I'état de phosphorylation de la Thr172. (Xiao et al.)
(Figure 19).

b2. La Régulation de I'activation de ’AMPK

Le ratio ATP/AMP est un reflet du niveau énergétique intracellulaire, 'AMP et I'ATP étant
capables de réguler de maniére opposée l'activité de I'AMPK. L'AMP se lie de fagon
allostérique a la sous-unité y de 'AMPK permettant de promouvoir la phosphorylation et
d’empécher la déphosphorylation de la Thrl72. Bien que I'ADP ne puisse pas activer de
facon allostérique I'AMPK, il est néanmoins capable de se lier a cette derniere et de
permettre sa phosphorylation sur la Thr172 (Hardie, 2007). LAMPK est une kinase trés
conservée au cours de |'évolution probablement parce qu’elle joue un réle majeur dans le
métabolisme cellulaire. Lors d’un stress métabolique, ou lorsque la concentration en ATP
cellulaire est faible, ’AMPK est activée, afin d’induire le catabolisme cellulaire pour produire
de I’énergie. C’est a ce titre que I’AMPK est liée a I'autophagie.

L'implication de I'AMPK (SNF1) dans la régulation de l'autophagie a été initialement
identifiée chez la levure. (Wang et al., 2001) Dans les cellules de mammifere, le role de
I’AMPK dans le catabolisme n’a été mis en évidence que trés récemment par les travaux de
Meley en 2006. (Meley et al., 2006). Ainsi I'expression d’un mutant dominant négatif de
I’AMPK inhibe totalement I'autophagie induite par de I'HBSS (mimétique de la carence

nutritive) dans les cellules HT-29 et les cellules Hela. A contrario, la transfection dans ces
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mémes cellules, par une forme constitutive active de I'AMPK n’affecte aucunement
I'autophagie basale de la cellule. Ainsi, méme s’il n’est pas encore certain que seule
I'activation de ’AMPK soit suffisante pour induire I'autophagie, elle est toutefois essentielle
a ce processus.

Outre son activation allostérique dépendante des ratios d’ATP/AMP cellulaire, il existe
d’autres moyens de réguler I’AMPK. Cette régulation est permise grace a la phosphorylation
par des kinases d’un résidu trés conservé, la thréonine T172 présente sur la sous unité a de
I’AMPK. A ce jour, 3 kinases ont été décrites comme capables d’activer ’AMPK.

LKB1 (Liver Kinase B1) ou STK11 est une sérine thréonine Kinase de 50 KDa, qui fut identifiée
en 1998, comme un suppresseur de tumeur muté (facteur héréditaire) dans le syndrome de
Peutz Jeughers. Ce n’est que 5 ans plus tard, que son réle de kinase régulatrice de 'AMPK a
été découvert (Hawley et al., 2003), (Woods et al., 2003).

Méme si LKB1 est la principale kinase en amont de 'AMPK, elle n’est pas la seule. En effet,
certaines cellules tumorales comme les cellules HelLa n’expriment pas LKB1 et pourtant il a
été observé que ’AMPK peut toujours étre phosphorylée sur la thréonine T172 et activée en
réponse a des ionophores calciques (Woods et al., 2005). Ces observations ont abouti a la
découverte des CaMKK (Ca** calmodulin-dependant kinase kinases) et plus particulierement
de la CaMKKB (CaMKK2) qui est un régulateur important de ’AMPK, puisqu’elle est capable
de phosphoryler la thréonine T172 de ’AMPK. Cette activation de I’/AMPK par la CaMKK[p est
retrouvée dans des conditions physiologiques, notamment au cours de I'activation des
lymphocytes T par un antigene (Tamas et al., 2006), lors de la dépolarisation des neurones
de I'hippocampe (Hawley et al., 2005), ou encore lors du traitement de certains types
cellulaires avec des agonistes de RCPG (via Gg/G11) conduisant a la formation d’IP3 et de
flux calciques intracellulaires (Stahmann et al., 2006).

Enfin il existe une derniére kinase décrite en amont de I’/AMPK, TAK1 (TGFB activated Kinase
1). En effet, un criblage chez la levure a pu mettre en évidence que TAK1, membre de la
famille de MAPKKK, était capable de phosphoryler et d’activer SNF1, I’'homologue de I’AMPK
chez la levure (Momocilovic et al., 2006). Par la suite Herrero Martin et al., ont démontré dans
une lignée de cellules épithéliales du sein, qu’un traitement par TRAIL, membre de la famille
du TNF, est capable d’induire un processus autophagique co-induit par I'activation de

I’AMPK et la répression de mTOR et ce, indépendamment de LKB1 et de CaMKKp. Ces
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Figure 20: Les voies de régulation positives et négatives de I'autophagie.
MTORCL1 sont les voies majeures de la régulation de l'initiation de l'autophagie. L'activation de TFAMPK

par les kinases TAK1, CaMKKP ou encore LKB1, permet d’initier I'autophagie. En étant actif, ’AMPK
induit I'activation du complexe TSC, formé de TSC1 et de TSC2. Ce complexe est le principal inhibiteur
de mTORCI. Il est au carrefour des voies de signalisation activatrices (AMPK) et inhibitrices de
I'autophagie (Akt, ERK...). Les voies activatrices vont phosphoryler positivement TSC2 alors que les

voies inhibitrices vont phosphoryler négativement TSC2 pour stimuler mTORC1.



résultats suggerent que TRAIL pourrait lui aussi jouer un role dans I'activation de ’AMPK par

TAK1. (Herrero-Martin et al., 2009)

b3. AMPK et la régulation de I’Autophagie.

L’AMPK permet de réguler positivement I'autophagie grace a son effet inhibiteur sur mTOR.
Il existe deux mécanismes de régulation de I'activité de mTOR par ’AMPK (Figure 20).

Le premier, en réponse a une déprivation en nutriment ou lorsque les niveaux d’AMP
sont élevés, ’AMPK activée va promouvoir I'activation du complexe TSC1-TSC2 (Tuberosis
sclerosis complex 1- Tuberosis sclerosis complex 2). TSC1 stabilise TSC2 ce qui le protege de
sa dégradation par le protéasome. TSC2 agit comme une GAP (GTPase Activated Protein) sur
Rheb, une petite GTPase requise pour I'activation de mTOR. Ainsi, lorsque le complexe TSC1-
TSC2 est activé par 'AMPK, il est capable d’inactiver mTORC1 en stimulant la conversion de
Rheb-GTP (active) en Rheb-GDP (inactive) (cf. partie mTOR (1I-B.4.al.))

Le second mécanisme est une phosphorylation inhibitrice de mTORC1 par '"AMPK.
L’AMPK phosphoryle, Raptor (un composant de mTORC1) sur les sérines S722 et $792. Ces
phosphorylations inhibent [I'activité kinase de mTORC1, sans pour autant affecter
I'association mTOR-RAPTOR. Une fois, mTORC1 inhibé, le processus autophagique peut étre
induit (Gwinn et al., 2008).

D’autre part, dans certains cas de mitophagie induite par la déprivation en acides aminés ou
par une carence en glucose, ULK1 peut aussi directement étre activé par 'AMPK sur sa
sérine S555. Cette activation conduit directement a la mise en place de I'autophagie ce qui
est corrélé a une diminution de la phosphorylation des substrats de mTOR, indiquant donc
I'existence d’un retro controle de négatif de I'axe AMPK-ULK1 sur I'activation de mTOR

(Alers et al.).

Enfin, il a été récemment démontré que dans des conditions de déprivation en glucose,
I’AMPK est capable de réguler les différents complexes contenant PI3KC3. De cette maniere,
I’AMPK inhibe les complexes PI3KC3 couplés aux régulateurs négatifs de I'autophagie tels
gue ceux formés avec Rubicon ou Bcl-2. De plus, 'AMPK peut phosphoryler PI3KC3 sur sa
thréonine T163 et sa sérine S165 ce qui augmente |'activité kinase des complexes PI3KC3

associés aux membres pro-autophagiques. Ces complexes formés par son association avec
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Geénes invalidés

Phénotype

Atg3, Atg5, Atg7,
Atg9, Atgi6lL1

Beclini

FIP200

Ambral

ULK1

Atg4C

LC3B, GABARAP

Létalité postnatale avec niveau réduit d’acides aminé dans le plasma, (Atg9 a
un role additionnel dans la réponse immunitaire innée induite par I’ADN
double brin)

Létalité embryonnaire précoce (max E7.5),
Tumeurs spontanée chez les souris Beclin1*"

Létalité embryonnaire précoce (E13.5-E16.5) liée a des défauts dans le
développement du ceeur et du foie

Létalité embryonnaire précoce (E13.5-E16.5) a cause des défauts dans le
développement du tube neural and une hyperprolifération des tissus nerveux

Augmentation du nombre de réticulocytes présentant des défauts de
clearance mitochondriale

Viable, fertile, augmente le risque de fibrosarcome carcinogene

Phénotype normal

Mizushima and Levine, 2010

Tableau 4: Effets de I'invalidation ubiquiste chez la souris des protéines ATG. Ce tableau énumere les
phénotypes des souris invalidées pour des protéines ATG. Nous constatons, de maniere générale, que

les protéines ATG sont essentielles au cours des étapes les plus précoces du développement
embryonnaire et a la naissance des souriceaux.




UVRAG et ATG14 vont permettre la phosphorylation de Beclinl sur la sérine S91 et la S94

permettant ainsi 'induction de I'autophagie. (Kim et al.)

5. Fonctions physiologiques de I’Autophagie

a. Activation catabolique basale nécessaire a I’homéostasie cellulaire et

tissulaire

La séquestration et la dégradation des agrégats intracellulaires et des organelles permettent
le maintien de I’'homéostasie cellulaire y compris en conditions basales. L'autophagie recycle
les composants séquestrés pour produire I'énergie nécessaire a la synthése de
macromolécules pour la survie cellulaire. L'activité autophagique peut étre accrue en
réponse a des stimuli intra ou extracellulaires. C’est un mécanisme essentiel grace auquel les
organismes vivants peuvent s’adapter en réponse a des stress métaboliques. Cependant
toutes les cellules ont une autophagie basale constitutive afin de permettre le maintien de
I’'homéostasie grace au recyclage des protéines et des organelles. Le role de cette
autophagie basale a été élucidé grace aux différents modeles murins ou I'autophagie a été
délétée dans différents tissus (Tableau 4 et Tableau 5).

De cette maniere, I'autophagie a été démontrée comme indispensable pour le maintien de
la fonction hépatique. En effet, I'extinction d’atg7 conduit au développement d’une
hépatomégalie caractérisée par I'accumulation d’organelles atypiques associée a d’autres
symptomes spécifiques de la maladie tels que I'accumulation d’inclusion d’ubiquitine et la
mort des hépatocytes (Komatsu et al., 2005).

Toujours au niveau de la régulation métabolique, I'inactivation de I'autophagie dans les
cellules B-pancréatiques conduit a une diminution de la tolérance au glucose qui se traduit
par une sécrétion insuffisante d’insuline lors de la prise de glucose et une augmentation
substantielle de la mort des cellules B en réponse a un régime riche en graisse (Jung et al.,
2008).

D’autre part, 'autophagie basale est aussi essentielle au maintien de l'intégrité des tissus
musculaires. L'inhibition de I'autophagie dans les muscles squelettiques conduit a une
atrophie et a une faiblesse musculaire qui récapitulent les caractéristiques morphologiques

de la myopathie (Masiero et al.,, 2009). Au niveau du muscle cardiaque, la déficience en
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\ . ‘s Tissu ou cellules i .
Genes invalidés Phénotype majeur

cibles
Cardiomyocytes Défaillance et Hypertrophie cardiaque
Accumulation d’ubiquitine, p62 et des mitochondries
o squeniques | AU ds fre s e
Ovocytes Létalité embryonnaire au stade 4-8 cellules si fécondé avec un
Atg5 spermatozoide atg5'/'
Cellules B Diminution du nombre de cellules B

Défauts de présentation des antigenes

Cellules dendritiques . . . .
q Forte mortalité due aux infections virales

Sclérose des glomérules chez la souris agée

Podocytes Accumulation des agrégats protéiques ubiquitinés et associés a
p62
Sévéres anémies
Cellules

Lymphopénies T et B,
Accumulation de mitochondries
Diminution de la masse adipeuse blanche,

Adipocytes Résistant a I'obésité ;

hématopoiétiques

Atg7 Accumulation d’ubiquitine, p62 et des mitochondries
Cellules Fonctions et nombre diminués ;
B-pancréatiques Accumulation d’ubiquitine, p62 et des mitochondries
Cellules Séveres anémies ; Lymphopénies T et B
hématopoiétiques Accumulation de mitochondries
Cellules neurales Neurodégénérescence
Accumulation d’ubiquitine et de p62
Diminution du nombre de cellules T matures
Cellules T A lation de mitochondri
Atg5 ou Atg7 ccumulation de mitochondries
.. Dégénérescence axonale ;
Cellules de Purkinje = .
Accumulation de p62
; Défauts hépatique, hépamégalie
Hépatocytes . ) L p . - > 2 . .
Accumulation d’ubiquitine, p62 et des mitochondries
Neurodégénérescence
FIP200 Cellules neurales g

Accumulation d’ubiquitine et de p62

Mizushima and Levine, 2010

Tableau 5: Effets de I'invalidation spécifique de I'autophagie dans certains organes. La génération de
modeles invalidés pour atg5, atg7 ou encore FIP200 spécifiguement dans certains tissus ou types

cellulaires a globalement révélé que I'absence d’autophagie aboutit a des défaillances fonctionnelles de
la cellule.



autophagie conduit a une hypertrophie du cceur, une dilatation ventriculaire et des
dysfonctionnements contractiles. A long terme, ces dysfonctionnements induisent des
cardiomyopathies caractérisées par une augmentation du diameétre ventriculaire droit
accompagnée d’une désorganisation de la structure des sarcomeéres et des mitochondries
collapsées (Taneike et al.).

De plus, la voie autophagique semble avoir une importance vitale pour I'hématopoiese
puisque son extinction dans les lymphocytes T conduit a une lymphopénie sévere résultant
de I"apoptose des CD4" et CD8" & la suite de dommage a la mitochondrie. La lymphopénie
n’est pas la seule conséquence d’une autophagie déficiente dans les lymphocytes T, puisque
la présentation antigénique est aussi altérée. De la méme maniere, I'absence d’autophagie
dans les cellules dendritiques empéche I'exposition correcte des peptides antigéniques par
le CMHII ce qui a pour conséquence une altération de I'activation des lymphocytes T CD4".
Enfin, les souris invalidées pour I'autophagie dans le compartiment hématopoiétique sont
plus sujettes aux développements de colites aigues et de la maladie de Crohn, ce qui est
probablement la conséquence des altérations de la sécrétion des cytokines inflammatoires
par les macrophages (cellules de Paneth) (Saitoh et al., 2008).

Enfin, lorsque la formation de I'autophagosome est imparfaite, I'accumulation importante
d’organelles endommagées et d’agrégats protéiques interfere avec les fonctions cellulaires
et peut conduire a la dégénérescence puis la mort de la cellule. (cf. Partie Implication de

I'autophagie dans les pathologies (l1-B.6))

b. Implication de I'autophagie au cours du développement et de Ila

différenciation cellulaire

Comme mentionné précédemment, I'autophagie est un mécanisme de survie cellulaire qui
intervient lors de période de stress énergétique. Cette «autophagie nutritionnelle», inhibée
par les acides aminés, s'oppose a la mise en place d'un programme d'apoptose. Cette
autophagie est vitale pour la levure qui ne peut survivre a une privation en nutriments sans
la mise en place de ce processus. En dépit de son role crucial dans la survie cellulaire, la
génération de modeles murins invalidés pour certains génes atg a également permis des
avancées majeures dans la compréhension du rbéle de I'autophagie au cours du

développement de I'organisme et de la différenciation cellulaire.
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Figure 21: Défauts du développement des embryons invalidés pour I'autophagie. (A) Les ovocytes
Atg5-null (contenant les protéines Atg5 maternelles, indiquées en gris) provenant de la femelle
atg5*/, se développent normalement s’ils sont fécondés par un spermatozoide WT pour Atg5. (B) Ces
ovocytes se développent normalement méme s’ils sont fécondés par un spermatozoide Atg5-null. (D)
Cependant, les ovocytes (sans les protéines Atg5 maternelles) provenant d’ovocyte de maternel
déficient pour atg5 ne sont pas capables de se développer au dela des stades 4 a 8 cellules s’ils sont
fécondés par un spermatozoide atg5-null. (C) Toutefois, ils peuvent se développer normalement s'ils
sont fécondés avec du sperme sauvage pour atg 5. A indique que l'allele floxé a été réarrangé avec
succes par la recombinase Cre.



b1. Autophagie et développement

Les principaux travaux ayant mis en évidence I'importance de l'autophagie au cours du
développement sont ceux issus du laboratoire du Dr. Noburu Mizushima. Ainsi, il a été
déterminé que chez les mammiferes, I'autophagie est primordiale lors de la transition de
I'ovocyte en embryon mais également pour la survie des nouveaux nés lors des premieres

heures aprés la naissance (Tsukamoto et al., 2008a) , (Kuma et al., 2004) (Figure 21).

b1.1. La transition Ovocyte/Embryon

Durant l'ovogénese, les ovocytes accumulent des protéines maternelles nécessaires a leur
développement et a leur survie. Or, apres la fécondation, ces protéines maternelles doivent
étre dégradées et la synthese de nouvelles protéines propres aux zygotes doit étre assurée
(Stitzel and Seydoux, 2007). Ce processus bien connu lors de la transition de I'ovocyte en
embryon se produit en méme temps que d’autres changements, incluant la dégradation des
ARN maternels, la syntheése de nouveaux ARN zygotiques et la réorganisation des organelles.
Bien gu’une partie des protéines soit dégradée par le protéasome, l'autophagie semble
également importante dans le catabolisme des protéines d’origine maternelle qui entravent
la maturation de I'ovocyte fécondé. La mise en évidence de |'autophagie au cours de la
transition ovocyte/embryon a pu étre démontrée grace a des expériences de fécondation in
vitro d’ovocytes murins exprimant une forme de LC3 couplée a la GFP. Ainsi, dans les 4h
suivant la fécondation, une forte accumulation de puncta traduisant I'induction du processus
autophagique est observée (Tsukamoto et al., 2008b). Parallelement a I'apparition de puncta
de LC3, les protéines S6K et 4EBP1, des substrats de mTOR (régulateur négatif de
I’'autophagie), sont fortement déphosphorylées, confirmant I'induction de I'autophagie apres
la fécondation. Pour analyser la relevance fonctionnelle de [|'autophagie durant

flox Jvec des

I'embryogénése précoce, I'équipe du Dr. Mizushima a croisé des souris atg5
souris Zp3-CRE, un transgéne actif uniquement au cours de |'ovogenése. Ce croisement a
ainsi permis d'obtenir des souris dont les ovocytes sont totalement dépourvus en ARN
codant pour atg5 y compris maternels. Dans ce contexte, I'absence d’autophagie cause un
arrét du développement embryonnaire au stade 4-8 cellules, conduisant a une létalité

embryonnaire (de Vries et al., 2000).
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Figure 22: Le rdle de I'autophagie dans le développement et la différenciation cellulaire chez les
mammiféres. Grace a la génération de modeles murins invalidés pour les protéines Atg5 et Atg7,
'autophagie a été démontré comme essentielle lors du développement embryonnaire et lors de
processus de différenciation cellulaire. L'autophagie joue un réle crucial au cours du développement
embryonnaire. Elle est impliquée dés la fécondation de l'ovocyte, jusqu’aux premiers jours de la
naissance ou elle permet la production en acides aminés nécessaires a la survie des nouveau-nés
(panel du haut). LUAutophagie est également importante dans les processus de différenciation
cellulaire, ou elle permet notamment I'élimination des mitochondries comme au cours de la
différenciation lymphocytaire et des érythrocytaire (panel du bas)



B1.2. La survie Post-Natale

A la naissance, I'apport de nutriments trans-placentaire est soudainement interrompu et les
nouveaux nés sont exposés a une sévere restriction nutritive jusqu’a ce qu’ils soient nourris
du lait maternel. L'équipe de Mizushima montrent que les nouveaux nés s’adaptent a cette
condition de stress calorique grace a la mise en place du processus autophagique (Kuma et
al., 2004). Ainsi, juste apres la naissance, I'autophagie est immédiatement induite dans
différents tissus (myocarde, diaphragme, poumons). Elle est activée dés 30 minutes et est
fortement maintenue pendant 3h a 12h, puis elle retourne a un niveau basal aprés 1 a 2
jours. Les souris déficientes pour atg5 ne survivent qu’un jour apres leur naissance. En effet,
les nouveaux nés atg5'/'présentent des concentrations d’acides aminés anormalement bas
dans leur plasma et dans leurs tissus et souffrent trés rapidement d’insuffisance systémique
en acides aminés. De plus, comparées aux souris contréle, les souris atg5'/‘ont une forte
activation de 'AMPK qui peut étre inhibée par apport de lait, confirmant que I'activation de
I’AMPK dans ce contexte est bien due a une carence nutritive. Cette étude suggere que la
production d’acides aminés obtenue grace au processus autophagique, permet le maintien

de 'homéostasie énergétique essentielle a la survie des nouveaux nés.

b2. Autophagie et Différenciation Cellulaire

A l'instar de l'activation des caspases, l'induction de l'autophagie est maintenant tres
largement décrite comme cruciale dans la mise en place d'un certain nombre de
programmes de différenciation (Droin et al., 2009). Ainsi, une autophagie fonctionnelle est
décrite comme nécessaire au bon déroulement de la différenciation des érythrocytes, des

mégacaryocytes, des monocytes, et des lymphocytes (Figure 22).

b2.1. La Différenciation Erythrocytaire

La différenciation érythrocytaire, ou érythropoiese, permet I'obtention de réticulocytes
matures (globules rouges) a partir des précurseurs hématopoiétiques présents dans la
moelle osseuse. Au cours des derniers stades de I'érythropoiése, |'érythroblaste perd son

noyau, et dégrade un grand nombre de ses organelles et une partie des protéines pour
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devenir un réticulocyte mature, petite cellule uniforme et biconcave permettant le transport
de I'oxygeéne. Cette énucléation est bien décrite et nécessite l'intervention des caspases
(Zermati et al., 2001). A la fin des années 2000, et a l'inverse des mécanismes d’énucléation,
les procédés impliqués dans la dégradation des organelles et notamment des mitochondries
au cours de la différenciation érythrocytaire restaient encore a découvrir. En 1966, le Dr.
Geoffrey Kent avait pourtant d'ores et déja observé en microscopie électronique la présence
de vacuoles autophagiques séquestrant du réticulum endoplasmique et des mitochondries
lors de la différenciation érythrocytaire sans pour autant démontrer la nécessité de
I'autophagie au cours de cette différenciation (Kent et al., 1966). Finalement, ce n'est qu'en
2008 que l'équipe du Dr. Wang aux Etats-Unis démontre I'importance de BNIP3L, une
protéine faisant partie de la famille de Bcl-2, dans I'élimination des mitochondries (Sandoval
et al., 2008). En effet, les souris déficientes pour Nix" (homologue murin de BNIP3L chez
I'hnomme) présentent des défauts importants dans la dégradation des mitochondries au
niveau des réticulocytes sans que I'élimination des ribosomes ou I'énucléation ne soient
affectées. D'autre part, les mitochondries issues des souris invalidées pour Nix ne présentent
aucune perte de potentiel membranaire pourtant indispensable a l'induction de la
mitophagie et a leur séquestration dans I'autophagosome. (Schweers et al.,, 2007) Cette
absence de dégradation des mitochondries par mitophagie dans les souris Nix"" conduit 3
une sévere anémie qui est compensée par une accumulation de précurseurs érythrocytaires.
L'implication de l'autophagie dans la maturation terminale des érythrocytes a pu étre
également confirmée grace la génération de modeles murins invalidés pour certains génes
clés de l'autophagie tels que ulkl ou atg7. Ainsi, les souris ulk1” présentent une forte
accumulation dans le sang de réticulocytes immatures non fonctionnels. (Kundu et al., 2008)
Le défaut de fonctionnalité de ces réticulocytes est lié a l'absence d'élimination des
ribosomes et des mitochondries par autophagie. Plus récemment, I'équipe du Dr. Anna
Katharina Simon a généré un modele murin invalidé pour atg7 spécifiquement dans le
systeme hématopoiétique (vav-atg7) et ceci afin d’étudier le role de I'autophagie dans
I’'hématopoiese et plus précisément au cours de I'érythropoiése. (Mortensen et al.) Ainsi les
souris vav-atg7/' sont fortement anémiques et meurent 8 a 14 semaines apres leur
naissance. Leurs érythrocytes présentent une accumulation spécifique de mitochondries
endommagées conduisant a une mortalité cellulaire prématurée. L’absence d’induction de

mitophagie dépendant d’ATG7 conduit a une accumulation de mitochondries au stade
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érythroblaste dans la moelle et se poursuit jusqu’au stade du réticulocyte dans le sang
périphérique suggérant que la mitophagie débute dés I'énucléation des érythroblastes. A
I'inverse des souris invalidées pour ulk1, mais similairement aux souris invalidées pour Nix,
les érythrocytes atg7 déficients ne semblent pas accumuler d’autres organelles en plus des
mitochondries. Cette observation suggere I'existence de voies de « digestion » alternatives a

I’'autophagie pour éliminer les organelles.
b2.2. La Différenciation Mégacaryocytaire

La mégacaryocytopoiese est le processus menant a la production de plaquettes grace a la
prolifération et la différenciation de précurseurs mégacaryocytaires médullaires. Les
mégacaryocytes ont un procédé unique de maturation qui inclut une phase proliférative des
précurseurs mégacaryocytaires suivit d’'une étape de polyploidisation. L'endomitose est le
processus responsable de cette polyploidie qui consiste en la réplication nucléaire sans
cytokinése. Un mégacaryocyte peut exprimer jusqu'a 64N chromosomes. La production de
plaguettes correspond a I'étape ultime de la différenciation mégacaryocytaire. Les
plaguettes sont des cellules anucléées présentes dans le sang qui jouent un role clé dans
I’'hémostase et la thrombose. Elles sont formées a partir de la fragmentation d'extensions
cytoplasmiques (membranes de démarcation) des mégacaryocytes et subsistent une
dizaines de jours dans la circulation sanguine. Le GM-CSF, I'lL-3, I'IL-6, I'IL-11, I'IL-12 et
I’érythropoiétine (EPO), sont les cytokines capables de stimuler la prolifération des
précurseurs mégacaryocytiques alors que I'lL-1a et le LIF peuvent moduler la maturation et
le relargage des plaquettes.

Dans ce contexte de différenciation mégacaryocytaire, une étude récente du Dr. Yan Cao en
2015 démontre que les souris déficientes pour atg7 spécifiquement dans le compartiment
hématopoiétique présentent une différenciation mégacaryocytaire imparfaite. (Cao et al.) En
effet, la population CD41+CD61+ représentative des mégacaryocytes est fortement
diminuée dans la moelle de ces souris liée a une augmentation de la mortalité cellulaire. Par
ailleurs, I'absence d’autophagie dans les progéniteurs mégacaryocytaires engendre une
accumulation de mitochondries anormales qui produisent de fortes quantités de ROS. Ainsi
le défaut de production de plaquettes peut étre di a la présence de ces mégacaryocytes
aberrants, déficients pour l'autophagie. Ces résultats in vivo suggerent donc un réle

primordial de l|'autophagie au cours de la mégacaryocytopoiese, ce qui confirme les
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observations précédemment obtenues par de notre équipe en 2009. En effet, la stimulation
de cellules leucémiques K562 par un ester de phorbol, le PMA, combiné avec un inhibiteur
de la MAPK p38, le SB202190, conduit a la différenciation mégacaryocytaire de ces cellules
qui est elle-méme corrélée a une augmentation du flux autophagique. (Colosetti et al., 2009)
L'utilisation de siRNA dirigés contre les genes codant pour Beclin ou LC3 a permis d'autre
part de démontrer l'importance de la mise en place de ce processus autophagique au cours
de la différenciation mégacaryocytaires des cellules K562. Enfin, I'équipe du Dr. Wei Liu a
récemment complétée la caractérisation des processus nécessaires a I|'‘obtention des
plaguettes issues de la maturation mégacaryocytaire. (Feng et al.) Cette étude démontre
gue, dans ce contexte, 'autophagie est constitutivement activée. En effet, les protéines clés
de l'autophagie telles que ATG7 ou ATG5 sont clairement exprimées dans les plaquettes et
cette expression est par ailleurs corrélée avec la présence de puncta de LC3 co-localisés avec
LAMP1, confirmant l'induction d’un processus autophagique dans ce contexte. Il a
également été démontré dans cette méme étude que la formation de I'autophagosome était
dépendante de la PI3KC3 puisque son inhibition par la 3MA supprime la conversion de LC3-I
en LC3-Il. De plus, I'autophagie mis en place est indépendante de I'activation des plaguettes
puisque la stimulation par le collagene de type |, n’engendre ni la formation
d’autophagosomes ni la lipidation de LC3. En revanche, cette autophagie est nécessaire a
I'agrégation et I'adhésion plaquettaire puisque son inhibition bloque les principales
caractéristiques fonctionnelles des plaquettes. Cette nécessité de l'autophagie dans la
maturation plaquettaire a finalement été confirmée dans un modéle murin déficient pour
Beclinl (beclinl+/-), modeéle dans lequel les souris présentent de graves défauts de

coagulation.
b2.3. La Différenciation Lymphocytaire

Les lymphocytes T sont des cellules immunitaires circulantes qui sont issues de précurseurs
hématopoiétiques présents dans le thymus et appelés thymocytes. Les lymphocytes T ont la
capacité d’induire la réponse immunitaire grace a leur TCR (T cell receptor) qui va
reconnaitre entre autre les peptides bactériens exposés a la surface des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) via leur complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Afin
de disposer d’une large bibliotheque de TCR capables de reconnaitre un vaste panel de

peptides, pres de 50 millions de thymocytes sont produits chaque jour dans le thymus de
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souris. Leur capacité a reconnaitre les peptides antigéniques et d’étre tolérant aux peptides
du soi est cruciale pour la génération et la sélection des cellules T non auto-réactives. Pour
cela, les thymocytes vont subir une double sélection, positive et négative, avant leur export
en périphérie en tant que cellule T fonctionnelles. Les thymocytes exprimant le TCR sont mis
au contact avec des antigenes du soi présentés par les cellules épithéliales corticales du
thymus afin d'évaluer leur fonctionnalité. S’il n’y a aucune affinité entre le CMH et leur TCR,
la cellule ne recoit aucun signal de survie et va mourir par négligence. En effet, pour
promouvoir une réponse immunitaire il y a besoin d’une reconnaissance minimum entre le
TCR et le CMH, sans cela le lymphocyte ne pourra étre activé. A l'inverse, s’il y a une trop
forte stimulation du TCR par le CMH présentant un peptide du soi, un signal d’apoptose est
induit, on parle alors de sélection négative. Cette sélection permet d’éliminer les
lymphocytes auto-réactifs qui pourraient étre responsables de maladies auto-immunes.
Enfin, seuls les thymocytes ayant été modérément stimulés par le CMH survivent a la
sélection positive, ils deviennent alors des lymphocytes T CD4 ou CD8 et sont exportés vers
les organes lymphoides périphériques. (Klein et al.) Afin de déterminer I'implication de
I'autophagie dans ce contexte de sélection thymique, I'’équipe Dr. Ludger Klein a transféré
des thymocytes de souris déficients pour atg5 dans des souris nude athymique (Nedjic et al.,
2008). lls ont ainsi pu observer un amaigrissement rapide des souris causé par le
développement d’une maladie auto-immune caractérisée par l'infiltration de lymphocyte T
CD4+ dans différents organes et tissus tels que le colon, le foie, les poumons, ou encore dans
I'utérus indigquant ainsi, le role majeur de I'autophagie dans I'élimination des lymphocytes
auto-réactifs. Pour mieux comprendre le role de l'autophagie dans la sélection des
lymphocytes, certains genes atg ont été éteints de facon conditionnelle dans des souris CD4-
CRE (marqueur tardif de la sélection/maturation thymique). Dans ces conditions, le nombre
de thymocytes n’est pas affecté. (Parekh et al.) Cependant, lorsqu’on réalise une extinction
conditionnelle de ces génes au stade précoce de la sélection sous le promoteur LCK (LCK-
CRE), le nombre total de thymocytes est fortement réduit sans altérer pour autant la
répartition des sous-populations CD4 et CD8. (Arsov et al.) L'ensemble de ces études suggere
donc que I'autophagie est importante pour la survie et la prolifération des thymocytes avant
la sélection thymique. De maniéere intéressante les thymocytes ont une masse de réticulum
endoplasmique et de mitochondrie tres élevées comparées aux lymphocytes T matures.

Lorsque I'on supprime |'autophagie dans les thymocytes, la masse du réticulum et des
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mitochondries n’est pas réduite dans les lymphocytes. Le réticulum endoplasmique est alors
diffus, présent dans toute la cellule plutét que localisé a un pdéle comme dans des
lymphocytes normaux. De plus, dans les lymphocytes déficients pour I'autophagie, un stress
du réticulum endoplasmique est induit et I'augmentation de la masse mitochondriale
observée se traduit par une élévation des ROS et une accumulation de vésicules. (Jia and He;
Pua et al., 2007) Toutes ces altérations induisent la mort cellulaire ce qui réduit le nombre de
lymphocytes T circulants. Cette importante mortalité des cellules T déficientes pour
I'autophagie est donc corrélée a une augmentation de la masse mitochondriale et du
réticulum, suggérant I'implication de la mitophagie et de la réticulophagie au cours de la
différenciation lymphocytaire. (Pua et al., 2009)

Enfin, lors d’'une infection bactérienne, les lymphocytes circulants reconnaissent les peptides
bactériens complexés aux CMHII des CPA via leur TCR ce qui va induire leur prolifération et
leur différenciation en différentes sous populations de lymphocytes. Plus tardivement, les
lymphocytes T activées vont mourir ou devenir des cellules T mémoires. L’activation du TCR
induit un relargage rapide du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique lisse, ce qui
va conduire a l'activation transitoire de la protéine AMPK. Cette activation de I'AMPK
permettra la production d’une forte concentration de ROS et d’ATP via la mitochondrie
produisant I’énergie nécessaire aux lymphocytes T pour s’activer, proliférer et se différencier.
Il existe différentes sous catégories de lymphocytes T CD4+ fonctionnellement et
métaboliquement distinctes. Les deux principaux sous types sont les lymphocytes T
Régulateurs (Treg) et les lymphocytes T auxiliaires ou helper (Th1, Th2 et Th17). (Michalek et
al.) Au sein de la population CD4+, si mTOR est hautement activé dans les lymphocytes T, ils
se différencieront en cellules Th et, a I'inverse si I'activation est faible (activation de '’AMPK
forte), les lymphocytes T s’orienteront préférentiellement vers un profil de type Treg. Bien
gue toutes les cellules Th dépendent de I'activation de mTOR, les Th1l et Th17 requiérent
I’activation du complexe 1 de mTOR (mTORC1) alors que les Th2 nécessitent I’activation du

complexe 2 de mTOR (mTORC2). (Delgoffe et al.)

6. Implication de 'autophagie dans les pathologies

L'autophagie est une voie majeure du catabolisme cellulaire qui permet de maintenir
I’'homéostasie. Son role au sein des cellules est variable puisqu’il differe en fonction des

tissus et des conditions environnementales. La déficience en autophagie est responsable de
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Génes Etape de
Pathologies , I’autophagie Caractéristiques associées
mutes z
affectée
La délétion monoallélique de Beclin 1
CANCERS . est un facteur de risque qui est associé
. Formation de . .
DU SEIN, Beclinl I'autonhagosome un mauvais pronostic dans le cancer du
CANCERS PROSTATE... phag sein, de l'ovaire, de la prostate et dans
les cancers colorectaux
AR | g | Moturstonce | 12 S8LEn o it dUVAC e
COLORECTAUX I"autophagosome P
colorectaux
PARKIN ' ‘ Leurs. mutations s.ont ass,oaet?s a des\
MALADIE DE Mitophagie maladies autosomiques récessives ou a
MALADIES PARKINSON e des formes pr:?i?:sgi la Maladie de
NEURO- Défaut de I'Autophagie Médiée par | téi
DEGENERATRICES X éfaut de I’Autophagie Médiée par les protéines
Chaperonnes
MALADIE X Défaut de I’Autophagie Médiée par les protéines
D’ALZHEIMER Chaperonnes
MALADIES MALADIE DE Défaut de fusi tre | toph tl
MYO- LAMP-2A éfaut de fusion entre les autophagosomes et les
DANON lysosomes
DEGENERATIVES
ASTHSME Les polymorphismes génétiques d’Atg5
ATGS sont associés a I'asthme et
MALADIES LUPUS Formation de augmentent le risque de développer
INFLAMMATOIRES | ERYTHEMATEUX I’autophagosome un lupus érythémateux
MALADIE DE ATG16L1 L.a mutatlon.'ll'3\00A est uh facteur de
CROHN risque associé a la maladie de Crohn.

Inspiré de Jiang and Mizushima, 2014

Tableau 6: Les maladies humaines associées a des défauts d’autophagie. Ces derniéres années,
plusieurs études ont démontré que les genes atg sont mutés dans différentes pathologies telles que les
cancers, les maladies neuro-dégénératives ou encore lors de maladies inflammatoires chroniques. Les
geénes atg ou les génes impliqués dans le processus autophagique qui ont été identifié comme mutés
dans ces pathologies sont représentés dans ce tableau.



nombreuses pathologies telles que les maladies neurodégéneratives, les maladies liées a

I’age et le cancer (Tableau 6).
a. Roles de I'autophagie dans les Cancers

Généraliser le r6le de I'autophagie dans le cancer est tres compliqué puisqu’il différe selon la
pathologie.

L'autophagie peut étre un processus de survie menant a I’expansion tumorale. En effet, elle
peut étre mise en place par les cellules tumorales pour disposer d’une autre source
d’énergie permettant leur survie et leur prolifération. A contrario, I'autophagie peut aussi
étre un mécanisme de suppression tumorale puisqu’elle peut causer la mort cellulaire
programmée de type Il également nommée mort autophagique. A l'inverse de I'apoptose, la
mort autophagique commence par la dégradation des organelles au cours des stades
précoces et le cytosquelette reste intact jusqu'a ce que le processus soit trés avancé.
Plusieurs liens moléculaires émergent entre des défauts de I'autophagie et le cancer. Les
voies de régulation de l'autophagie sont souvent les mémes que celles qui régulent la
tumorigénése. En effet, plusieurs suppresseurs de tumeur tels que TSC1 et TSC2 sont
impliqués dans les voies en amont de l'inhibition de mTOR, stimulant ainsi I'autophagie.
Cependant, il existe aussi des mutations activant constitutivement mTOR. Ceci induit par
conséquent, l'activation de voies de signalisation « oncogéniques » telles que PI3K/AKT
inhibant I'autophagie. Dans ce contexte, Wang et al. ont établi que Beclinl était directement
phosphorylé par AKT, ce qui permet sa séquestration au niveau du cytosquelette et
empéche son interaction avec PI3KC3 et par conséquent réduit I'autophagie (Wang et al.).
Par ailleurs, p53 le plus commun des genes suppresseurs de tumeurs mutés dans les cancers
humain, régule positivement I'autophagie dans les cellules qui présentent des dommages a
I’ADN, probablement grace a l'activation du complexe TSC1-TSC2 et a une inhibition de
MTOR ou via l'augmentation de DRAM, une protéine lysosomale qui peut induire
I'autophagie.

Il existe donc de fortes corrélations entre I'expression des protéines impliquées dans
I'activation de I'autophagie et la suppression tumorale mais également entre I'inhibition de
I'autophagie et I'augmentation de la prolifération tumorale.

Par conséquent, le role de I"autophagie dans les cancers est contradictoire. D’un coté, elle

peut étre le moyen mis en place par les cellules pour maintenir les cellules cancéreuses,
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comme dans le cas des cellules souches leucémiques ou agir comme un mécanisme de
résistance aux drogues permettant aux cellules cancéreuses de survivre via
« I'autodigestion ». D’un autre co6té, I'autophagie peut étre un mécanisme de suppression
tumorale permettant une immunité anti-tumorale effective et ce, probablement en
protégeant les tissus sains de la toxicité de certains traitements. Ainsi, dans certains cas,
I’autophagie peut étre bénéfique et dans d’autres délétere.

D’autre part, l'inhibition de I'autophagie augmente les effets des agents anticancéreux dans
certaines hémopathies et en particulier dans le contexte de la leucémie myéloide chronique.
Les agents thérapeutiques utilisés en routine dans cette pathologie, sont des inhibiteurs de
tyrosine kinases qui stimulent I'autophagie grace a l'inhibition de la signalisation AKT/mTOR.
Cependant, cette méme autophagie va augmenter la survie et le potentiel tumoral des
cellules souches leucémiques qui sont insensibles au traitement et qui vont étre
responsables des rechutes. La suppression de I'autophagie dans ces mémes cellules avec des
inhibiteurs pharmacologiques ou siRNA, augmente la mort des cellules primaires de patients
comme dans les lignées traitées par les inhibiteurs de Tyrosine Kinases (TKI). Ainsi dans ce
contexte leucémique, l'inhibition de I'autophagie combinée aux TKI pourrait étre une
nouvelle approche thérapeutique pour améliorer les résultats cliniques mais aussi pour

augmenter le taux de guérison des patients souffrants de LMC.

A linverse de son roOle pro-tumoral, I'autophagie peut aussi étre impliguée dans les
mécanismes de suppression tumorale.

Le premier lien spécifique entre I'autophagie et le cancer a été établi en 1999, grace a
I’étude de Beclinl. L'autophagie a été initialement caractérisée comme un mécanisme
suppresseur de tumeur. Cette conclusion a été déduite a partir d’observations qui
rapportent que I'alléle de Beclinl est perdu dans 40% a 75% des cancers de la prostate, du
sein ou encore des ovaires (Aita et al., 1999). Ainsi, afin de mieux comprendre I'effet de la
délétion monoallélique de Beclinl, modele murin beclin”* a été généré. (Liang et al., 1999).
La diminution de I'expression de Beclinl abouti a une diminution de I'autophagie ce qui
induit augmentation du développement de tumeurs spontanées comme par exemple, des
lymphomes, des carcinomes pulmonaires, des carcinomes hépato-pulmonaires et des Iésions
mammaires pré-cancéreuses. De plus, dans certaines lignées cellulaires ou dans des cellules

immortalisées provenant de souris hétérozygotes pour Beclinl (lignée rénale ou issue
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d’épithélial mammaire) la suppression de I'autophagie augmente leur croissance cellulaire et
leur pouvoir tumorigénique. Ces résultats indiquent que Beclinl a un réle essentiel dans la
suppression tumorale puisque sa mutation ou son absence peut contribuer a la

tumorigenese.
b. Autophagie et Maladies neuro-dégénératives

La principale fonction cyto-protective de I'autophagie consiste a débarrasser les cellules des
agrégats protéiques toxiques qu’elles accumulent avec le temps. Plusieurs maladies
dégénératives telles que la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson se caractérisent
par une accumulation de débris protéiques causée ou non, par des défauts de la maturation

de I'autophagosome.

b1. La maladie d’Alzheimer

Découverte il y a prét d’un siecle par Alois Alzheimer, la maladie d’Alzheimer est causée par
une dégénérescence progressive du cerveau de la personne agée. Elle est caractérisée
notamment par la présence de plaques extracellulaires d’amyloide beta (AB) et I'hyper-
phosphorylation de la protéine Tau, associée aux microtubules. En plus des mutations dans
le géne précurseur de I’AB (APP), il a été trouvé dans les formes familiales d’Alzheimer, des
mutations rares dans genes codants pour la preseniline-1 et 2 (PSEN1-PSEN2). Le clivage de
APP par la sous unité catalytique de la y-sécretase est médiée par les PSEN1 et PSEN2 et
permet la production de peptides neurotoxiques d’AP.

Une des premieres observations qui a suggéré que 'autophagie pouvait étre altérée dans
cette maladie est I'accumulation d’autophagosomes dans certaine partie du cerveau des
patients atteint d’Alzheimer. Or, il est désormais acquis que le processus autophagique
devient défaillant avec le vieillissement et que ce dysfonctionnement est décrit comme
responsable des augmentations de PSEN1 et de 'activité de la y-sécretase, responsables de
I'accumulation de I'AB (Ohta et al.). Une étude de Yu et al. démontre que les
autophagosomes de ces patients sont des réservoirs intracellulaires d’AB qui se forment
lorsque la maturation des autophagosomes en autolysosome est altérée (Yu et al., 2005).
Ces altérations de maturation sont justement causées par la protéine tau mutée exprimée
chez ces patients. En effet, une fois liées a LAMP-2A pour étre dégradées par la CMA, les

protéines tau mutées ne sont que partiellement internalisées. Les petits fragments extra-
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membranaires générés s’oligomérisent directement a la surface du lysosome engendrant
une perturbation de son intégrité et bloquant les fonctions normales de la CMA.

Enfin, a I'inverse des cerveaux de sujet sains, les cerveaux de patients atteints d’Alzheimer
expriment tres fortement des genes codant pour les protéines clés de I'autophagie. (Lipinski
et al.). En revanche, dans les régions cérébrales touchées par la neuro-dégénérescence, le
niveau d’expression protéique de Beclinl est trés réduit. Ainsi I'altération du processus
autophagique et l'accumulation des autophagosomes seraient la conséquence de la

diminution de I'expression de Beclinl au niveau des zones lésées (Pickford et al., 2008).
b2. La maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson a été décrite pour la premiere fois en 1817 par James Parkinson
dans son «Essai sur la paralysie agitante ». Ce n’est que 60 ans plus tard qu’elle fut nommée
définitivement ainsi par le neurobiologiste frangais Charcot.

Cette maladie neurodégénérative progressive est incurable. Les personnes atteintes de cette
maladie souffrent de troubles de la fonction motrice ainsi que de troubles dans Ia
coordination des mouvements. Elle est caractérisée par la perte sélective des neurones
dopaminergiques et la présence d’inclusion intra-neuronales (agrégats protéiques)
désignées sous le nom de corps de Lewy. Ces derniers contiennent majoritairement de
I'alpha-synucléine (a-syn), une protéine mutée dans cette pathologie dont le réle n’est pas
encore clairement défini. En condition pathologique, la protéine subie des modifications
post-traductionnelles (nitratation, oxydation et dopamination), se dimérise et devient un
composant tres toxique pour la cellule. C'est sous cette forme que I’ a-synucléine s’accumule
dans les neurones conduisant au dysfonctionnement et a la dégénérescence neuronale.
(Conway et al., 2000; Tsigelny et al., 2007). Dans la maladie de Parkinson, cette accumulation
d’ a-synucléine est liée a des altérations de la CMA et a une déficience de la fonction
lysosomale causée par cette méme protéine. En effet, les a-syn mutées se lient avec une tres
forte affinité a LAMP-2A, ce qui entrave leur translocation vers la lumiére lysosomale et
saturent les LAMP-2A présents a la membrane lysosomale. Cette saturation des LAMP-2A
par I’ a-synucléine inhibe non seulement sa propre dégradation mais aussi celles de toutes
les autres protéines normalement dégradées par la CMA, contribuant ainsi a I'accumulation
d’agrégats protéiques caractéristiques de cette maladie (Cuervo et al., 2004), (Martinez-

Vicente et al., 2008), (Xilouri et al., 2009; Xilouri et al., 2008), (Cuervo and Wong). De plus,
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les a- synucléine oligomérisées ont la capacité de se lier aux lipides membranaires, dont
ceux de la mitochondrie, ce qui altere la fonction mitochondriale. De plus, PINK1 et PARKIN,
deux protéines impliquées dans la mitophagie, sont décrites comme fréquemment mutées
dans la maladie de Parkinson (Geisler et al.). L'ensemble de ces éléments conduit a des
dommages mitochondriaux importants ainsi qu’a une altération de la mitophagie,
provoquant I'accumulation de mitochondries endommagées dans le cytoplasme.

D’autre part, des études démontrent que dans cette condition pathologique, les neurones
atteints présentent par rapport aux neurones sains, une plus forte induction d’autophagie.
Toutefois, I'inhibition de la voie lysosomale causée par I'a-synucléine entrave la mise en
place d’'une autophagie fonctionnelle, empéchant la mitophagie mais également la
dégradation d’ a-synucléine par cette voie alternative a la CMA.

L'induction de cette autophagie bien qu’abortive est toutefois nécessaire pour contrecarrer
le défaut de CMA. En effet, dans un modele de souris sur-exprimant I'a-synucléine, la
présence de Beclinl améliore le phénotype de neuro-dégénérescence. Beclinl permet
d’augmenter |’activation lysosomale, de réduire les anomalies de la voie autophagique ce qui

conduit a une diminution d’ a-synucléine (Spencer et al., 2009).

c¢. Autophagie et Maladie Myodégénérative : Maladie de Danon

De la méme maniere que les maladies neuro-dégénératives, les maladies myo-dégénératives
peuvent étre dues a un défaut de fusion entre le lysososme et I'autophagosome (Terman
and Brunk, 2005). Elles peuvent aussi résulter d’'un excés d’agrégats protéiques résultant de
I'incapacité des myocytes a les éliminer. La maladie de Danon est une maladie génétique
caractérisée par une cardiomyopathie, une myopathie et un retard mental. Elle résulte de la
mutation de la protéine lysosomale LAMP-2 et est associée a une accumulation excessive
d’autophagosomes dans les muscles des patients. Grace a lutilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques tel que de la chloroquine, la cause de la myopathie a été caractérisée
comme étant la conséquence de laltération de la fusion entre le lysosome et
I'autophagosome (Bolanos-Meade et al., 2005). En plus d’affecter les muscles squelettiques,
I'accumulation d’autophagosomes se produit aussi au niveau du muscle cardiaque induisant
une cardiomyopathie sévére. Les souris invalidées pour atg5 spécifiquement dans le coeur
développent avec I'age des hypertrophies cardiaques et des dysfonctionnements

contractiles, lesquels s’accompagnent d’une augmentation du niveau de protéines
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PROTEINES

ROLE DANS L’AUTOPHAGIE

ROLE DANS L’APOPTOSE

PROTEINES AUTOPHAGIQUES

Beclinl
UVRAG

AMBRA1
Atg3
Atg5

Atg12

AtgdD
p62

Nucléation de I'autophagosome

Augmente et stabilise I'interaction PI3KC3-Beclinl
Favorise la maturation de I'autophagosome

Augmente I'interaction PI3KC3-Beclinl

Se conjugue avec Atgl2
Se conjugue avec Atgl2, permet I'élongation de I'autophagosome

Elongation de I'autophagosome
Intervient dans la lipidation de LC3

Se fixe a LC3, permet |la dégradation des agrégats poly-ubiquitinés

Le fragment C terminal clivé induit I'apoptose mitochondrial

Anti-apoptotique, il inhibe la translocation de Bax du cytosol a la
mitochondrie

Régule 'apoptose mitochondriale et est clivé par les caspases
Régule la mort cellulaire mitochondriale

Interagit avec FADD pour inhiber I'apoptose,
Le fragment N-terminal clivé induit I'apoptose mitochondriale

Stimule I'apoptose mitochondriale en inactivant Bcl-2 et Mcl-1
Atg4D clivé se localise a la mitochondrie et induit I'apoptose

Permet I'activation de la Caspase 8

PROTEINES APOPTOTIQUES

Bcl-2, Bcl-xL

Bad, Bak, BNIP3,
Nix

Bax, PUMA

Noxa

Bim

cFLIP

Interagit avec Beclinl et inhibe I'autophagie

Pro-autophagique, perturbe l'interaction Beclin-1-Bcl-2

Pro-autophagique, induction de type non canonique régulée
directement par Atg5, Atgl0 et Atg7

Induit I'autophagie en perturbant I'interaction Mcl-1-Beclin-1
Séquestre Beclin-1, inhibe I'autophagie

Prévient l'interaction entre Atg3 et LC3, inhibe I'autophagie

Anti-apoptotique

Pro-apoptotique

Pro-apoptotique
Pro-apoptotique
Pro-apoptotique

Inhibe la caspase 8

Adapté de Mukhopadhayay et al.,2014

Tableau 7: Les doubles réles des protéines autophagiques et apoptotiques. Ces dernieres années plusieurs protéines apoptotiques ont été
identifiées comme régulateurs de I'autophagie. Généralement la régulation de I'autophagie par ces protéines apoptotiques est permise grace
a la modulation des interactions entre Beclinl et les membres de la famille Bcl-2. Réciproguement les protéines autophagiques peuvent

également réguler I'apoptose. Ainsi apres leur clivage par les caspases ou les calpaines, les protéines pro-autophagies se relocalisent
notamment au niveau de la mitochondriale ou elles induisent la mort cellulaire par la voie intrinseque de I'apoptose.




ubiquitinylées et d’anomalies structurales des mitochondries et des sarcomeéres (Nakai et al.,

2007).

III - Dialogue entre les caspases et I'lautophagie

Bien que les mécanismes liant I'autophagie et I'apoptose ne soient pas encore totalement
définis, des études récentes ont mis en évidence que plusieurs protéines pro et anti-
apoptotiques telles que Bim et Bax ou Bcl-2 et Bcl-xL pouvaient moduler I'autophagie.
Réciproquement, il a aussi été démontré que certaines protéines autophagiques contrélant
la nucléation et I'élongation sont impliquées dans la régulation de I'apoptose lorsqu’elles
sont clivées par les caspases ou les calpaines.

Ces deux processus s’autorégulent également, influencant la localisation cellulaire des
protéines pro-autophagiques afin de gérer leur activité et de promouvoir 'induction d’un

processus autophagique ou apoptotique (Tableau 7).

A. Larégulation de I'autophagie par les membres anti-apoptotiques
de la famille Bcl-2

La premiere connexion entre ces deux processus a été l'identification du complexe Beclinl-
Bcl-2. Beclinl régule le dialogue entre la voie apoptotique et la voie autophagique. En effet,
grace a son domaine BH3, elle peut interagir avec les membres de la famille Bcl-2.

L'interaction entre Beclinl et les membres anti-apoptotiques Bcl-2 ou Bcl-xL représente le
principal mécanisme de régulation de I'autophagie en réponse a divers stimuli. La liaison
entre Bcl-2 et Beclin empéche son interaction avec la PI3KC3 et la formation du complexe
Beclin1-PI3KC3 responsable de I'induction de I'autophagie. De plus, méme si le complexe
formé par Beclinl et Bcl-2 est localisé au niveau du réticulum endoplasmique, lieu
d’initiation de la nucléation, Beclin est incapable d’induire I'autophagie, confirmant que son
association avec la PI3KC3 est nécessaire a la formation et a I’élongation de la membrane de
I'autophagosome (Pattingre et al., 2005). A I'inverse du complexe formé avec Bcl-2, localisé
au niveau du réticulum endoplasmique, le complexe Beclin1-Bcl-xL est localisé au niveau de
la mitochondrie. Ainsi, bien gu’ils soient tous deux composés de Beclinl et d’'un membre
anti-apoptotique de la famille Bcl-2, la différence de localisation subcellulaire suggere que

ces deux complexes ont des fonctions différentes.
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Enfin, lorsque les conditions sont favorables, la liaison entre Beclinl et Bcl-2 ou Bcl-xL est
forte. A l'inverse, lorsque I'autophagie est stimulée, I'affinité entre Beclinl est ces deux
partenaires est faible. Ceci résulte d’une part de la phosphorylation par JNK, sur de multiples
sites de phosphorylation de Bcl-2 (thr69 ser70 et ser97) et/ou de la phosphorylation de la
théonine T119 de Beclinl par DAPK1. L'ensemble de ces phosphorylations déstabilise le
complexe et favorise la dissociation de Beclinl avec ses deux partenaires anti-apoptotiques
(Wei et al., 2008), (Zalckvar et al., 2009) (Figure 23, A).

D’autre part, la dissociation du complexe Beclin1-Bcl-2/Bcl-xL est augmentée par la présence
des membres pro-apoptotiques (BH3 only) qui vont entrer en compétition avec Beclin et se
fixer avec plus d’affinité dans la poche BH3 de Bcl-2 ou Bcl-xL. Ceci va perturber leur
interaction avec Beclinl et par conséquent, permettre la liaison de Beclinl avec la PI3KC3 et
promouvoir I'autophagie. Il est a noter, qu’a l'inverse des protéines BH3 only de la famille
des Bcl-2, la surexpression de Beclinl n’est pas suffisante pour induire I'autophagie ou
I'apoptose. Ceci est probablement la conséquence de la forte inhibition par les membres
anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2. Toutefois, cette surexpression confére une cyto-
protection aux inductions de stress pro-apoptotiques comme la déprivation en acides
aminés, indiquant une nouvelle fonction anti-apoptotique de Beclin.

En plus de se lier a Beclin1, Bcl-2 peut controler I'autophagie en interagissant avec Ambral,
ce qui va perturber sa localisation cellulaire et par conséquent inhiber I'autophagie.
L'expression de Bcl-2 a la mitochondrie a été démontrée comme pouvant inhiber
I'autophagie en séquestrant Ambral. En effet, Ambral se lie préférentiellement au pool de
Bcl-2 présent a la membrane mitochondriale plutét qu’a celui exprimé au niveau du
réticulum endoplasmique et cette interaction perturbe [linduction du processus
autophagique. Toutefois, si I'induction de I'autophagie se produit, Ambral se sépare de Bcl-2,
permettant ainsi d’augmenter I'activité de Beclinl. Ainsi, I'interaction entre Ambral et Bcl-2
au niveau de la mitochondrie peut réguler I'autophagie dépendante de Beclinl et I'apoptose

(Strappazzon et al.).

A l'inverse des autres membres de la famille Bcl-2 possédant un domaine BH3-only, la
protéine pro-apoptotique Bim, est capable d’inhiber I'autophagie. Bim liée a Beclinl,
s'associe a la Dynéine (LC8) et inhibe la formation de l'autophagosome grace a la

séquestration aux microtubules de son partenaire pro-autophagique empéchant ainsi son
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acheminement vers 'omégasome (Luo et al.). Lorsque Bim est phosphorylé par MAPK8/INK,
il se dissocie des microtubules et de Beclinl, ce qui permet la translocation de ce dernier au
niveau du réticulum endoplasmique vers I'omégasome. Une fois Bim dissocié de LCS, il peut
se lier aux protéines de la famille Bcl-2 pour activer Bak-Bax et induire I'apoptose par la voie

mitochondriale (Lei and Davis, 2003) (Figure 23B).

B. L’inhibition de I'autophagie par les acteurs de la voie extrinseque
de I’Apoptose

Les protéines autophagiques sont aussi impliquées dans la régulation de la voie extrinseque
de I'apoptose. Généralement, le clivage des ATG va inhiber l'induction de I'autophagie et
donc accroitre I'apoptose induite par la stimulation des récepteurs de mort.

Cette interrelation entre la voie extrinséque et |'autophagie est renforcée par l'interaction
entre FLIP (Flice inhibitory protein), et ATG3. En effet, de récentes études démontrent que la
protéine anti-apoptotique FLIP est capable d’inhiber I'autophagie.

En effet, la protéine FLIP interagit avec ATG3 empéchant la lipidation de LC3, I’élongation du
phagophore et par conséquent I'induction de I'autophagie (Lee et al., 2009).

En plus d’étre inhibé par sa liaison avec la protéine FLIP, ATG3 peut étre clivé par la caspase-
8. En effet, aprés une stimulation par le TNFa ou le TRAIL, la caspase 8 entraine le clivage
d’ATG3. Par ailleurs, la simple surexpression de la caspase 8 est suffisante pour dégrader
ATG3. Le clivage d’ATG3 par la Caspase 8 est le mécanisme majeur permettant d’inhiber
I'autophagie suite a I'activation d’un récepteur de mort (Oral et al.).

Ces études ne sont pas les seules a démontrer I'existence d’un lien entre I'autophagie et les
acteurs de la voie extrinseque. En effet, Pyo et al. démontrent qu’en réponse a I'lFNy, la
protéine ATG5 contribue a la mort cellulaire grace a son interaction avec le Death Domain de
FADD. Cette interaction empéche I'apoptose mais promeut la formation d’autophagosomes
et I'orientation vers une mort dite autophagique (Pyo et al., 2005) (Figure 24).

D’autres travaux démontrent que cette connexion entre la caspase 8, FADD et I'autophagie
existe dans les lymphocytes. Elle a été observée grace a I’étude des lymphocytes T déficients
pour la Caspase-8 ou pour FADD qui présentent une augmentation de I'autophagie. Dans ce
contexte, I'autophagie induite permet le recrutement de la caspase-8 grace a l'interaction

entre le complexe ATG12-ATG5 et FADD (Bell et al.,, 2008). La formation de ce
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macrocomplexe va, non seulement, permettre de bloquer I'autophagie induite mais
également permettre I'activation de la caspase-8 ce qui va conduire a la mort des cellules et

I'arrét de I’expansion clonale des Lymphocytes T.

C. Larégulation de I’Apoptose par le clivage des protéines
autophagiques

En conditions apoptotiques, un grand nombre de protéines autophagiques ont été
identifiées comme substrats des caspases. Leur clivage méne a I'inhibition de I'autophagie et

dans la majorité des cas a une augmentation de I'apoptose.
1. Le Clivage de Beclin et de ses partenaires pro-autophagiques

Wirawan a démontré I'existence d’un clivage de Beclinl dépendant des caspases lors de la
déprivation en IL-3 dans la lignée hématopoiétique murine BaF3. En effet, la déprivation en
IL-3 induit de I'autophagie qui est trés rapidement suivie de I'induction de I'apoptose (dés
16h). En parallele de I'activation de la caspase 3 et du clivage de PARP, ils observent le
clivage de Beclinl en trois fragments, un de 50 kDa et deux de 37 kDa et un clivage de la
PI3KC3 en deux fragments de 50 kDa. L’ajout d’inhibiteur de caspases (zVAD-fmk) inhibe le
clivage de la PI3KC3 mais également celui de Beclinl. Par contre, le fragment de 50 kDa est
maintenu malgré 'inhibition des caspases suggérant une protéolyse générée par d’autres
protéases. Par la suite, grace a I'ajout de protéines recombinantes, les auteurs ont démontré
gue les clivages observés pour Beclinl et PI3KC3 sont dépendants des caspases 3, 7 et 8. Ces
résultats ont été confirmés par des études qui ont mis en évidence l'existence de sites
consensus TDVD** et DQLD dans la séquence de Beclinl qui correspondent bien aux sites
de clivage des caspases puisque la mutation de leur aspartate en une glutamine abolit le
clivage de Beclinl. (Wirawan et al.)

Afin de déterminer le role de ces fragments de clivage, Wirman a généré les fragments clivés
de Beclinl (N-terminal-aal-133 et C-terminal-aa 150-450) et les a transfecté dans des
cellules Hela. Leur simple surexpression n’est ni capable d’induire de I'apoptose, ni de
I'autophagie dans des conditions ou la forme totale de Beclinl est en mesure d’induire de

I’autophagie.
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inconnues.



En revanche, I'apoptose induite lors de la déprivation en IL-3 est augmentée de 45% lorsque
la forme C-terminale de Beclinl est surexprimée. Cette augmentation de la mort cellulaire
est la conséquence de la relocalisation des fragments de Beclinl. En effet, alors que le
fragment Nt est nucléaire, le fragment C-terminal se localise au niveau de la mitochondrie,
ces deux localisations contrastent avec I'expression cytoplasmique de la forme non clivée de
Beclinl. L’expression du C-terminal de Beclinl a la mitochondrie a pour conséquence
d’induire le relargage du cytochrome C et de Omi.

Une fois, le fragment C-terminal de Beclinl, relocalisé a la mitochondrie, il amplifie le

processus apoptotique et acquiert par conséquent une activité pro-apoptotique (Figure 25).

Beclinl et ses partenaires incluant Ambral et UVRAG, qui permettent I'étape d’initiation de
I’'autophagosome, peuvent aussi réguler I'apoptose mitochondriale. En effet, Ambral peut
étre clivé a la fois par les caspases et les calpaines a la suite de stimuli pro-apoptotiques
inhibant I'autophagie et favorisant la mort par apoptose (Pagliarini et al.). Par ailleurs,
durant les traitements chimiothérapeutiques et radiothérapeuthiques, UVRAG a été
démontrée comme possédant également une activité anti-apoptotique. En effet, UVRAG,
grace a son interaction avec Bax, empéche la translocation de Bax du cytoplasme vers la

mitochondrie, ce qui empéche I'induction d’apoptose des cellules cancéreuses.
2. Les fonctions ambivalentes d’Atg5 et Atg4D

Les protéines responsables du processus d’élongation du phagophore participent aussi a la
mort mitochondriale. En effet, ATG5 peut étre clivée par les calpaines ce qui va induire
spontanément |'apoptose dans les neutrophiles humains. Ainsi, le fragment N-terminal
généré lors de cette protéolyse va étre capable de se transloquer a la mitochondrie ou il
s’associe avec Bcl-xL pour favoriser le relargage du cytochrome C (Yousefi et al., 2006). La
simple surexpression de ce fragment augmente la fragmentation nucléaire et empéche
I'accumulation de LC3-Il. De ce fait, ATG5 clivée induit directement I'apoptose mais est
incapable d’induire I'autophagie (Figure 23 A).

D’autre part, dans les conditions ol les caspases sont activées, la caspases 3 clive I'endo-
peptidase ATG4D (DEVD®3K) intervenant dans la lipidation de LC3 (ATGS8). De maniére trés
intéressante, ATG4D clivée présente une activité peptidase plus importante, ce qui

augmente sa capacité a cliver et a délipider GABARAPL1 (Atg8 paralogue) induisant une
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diminution de la formation des autophagosomes (Betin and Lane, 2009). Le fragment C-
terminal se relocalise a la mitochondrie et qui accroit 'apoptose mitochondriale. D’ailleurs,
la seule surexpression du fragment C-terminal est capable d’induire I'apoptose
mitochondriale. Cette propriété pro-apoptotique du fragment C-terminal est probablement
due a la présence d’un domaine BH3 qui lui permet d’interagir avec les membres pro-

apoptotiques de la famille Bcl-2 (Betin et al.) (Figure 26).

D. L’activation des caspases par I'autophagosome

Les caspases peuvent étre activées par leur recrutement a I'autophagosome. A ce jour, ce
mécanisme d’activation n’a été décrit que pour la caspase 8. La caspase 8 peut étre activée
dans un complexe semblable au DISC et assemblé au niveau de la membrane des
autophagosomes (Young et al.).

L'activation de la caspase 8 par I'autophagie a été observée a la suite d’un traitement par
des inhibiteurs du protéasome qui ne requiert donc pas I'activation des récepteurs de mort,
suggérant que cette autophagie active la caspase 8 par la voie intrinseque (Laussmann et
al.). Il est décrit deux voies de recrutement de la caspase 8 a I'autophagosome. La premiére
montre que la forme ubiquitinylée de la caspase 8 se lie a p62/SQSTM1 (une protéine cargo
impliquée dans I'acheminement des protéines a dégrader vers |'autophagosome) ce qui lui
permet d’étre recruté a I'autophagosome via une interaction directe entre p62 et LC3 (Hou
et al.). La deuxiéme voie décrite pour le recrutement de la caspase 8 a I'autophagosome

nécessite l'interaction entre FADD et Atg5 (Pyo et al., 2005).

IV - Les récepteurs Purinergiques

A. Généralités

Les récepteurs purinergiques sont des récepteurs transmembranaires activés par des
nucléotides. En 1978, Burnstock introduit une classification de ces récepteurs encore valable
aujourd’hui. Leurs ligands étant des purines, telles que I'ATP ou I'ADP ils sont nommés
récepteurs Purinergiques. Ceux-ci sont classés en deux grandes sous familles: les P1

récepteurs (P1-R) sensibles a I'adénosine et les P2 récepteurs dont les ligands sont ’ADP ou
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Principal substrat Voie de signalisation

Récepteurs P1-R

Al Adénosine Gi-> AMPc,
A2a Adénosine Gs > AMPc
A2b Adénosine Gs - AMPcT
A3 Adénosine Gi—> AMPc4,

Récepteurs P2RX

P2RX1-P2RX7 ATP Canaux a ATP

Récepteurs P2RY

P2RY1 ADP Gg/G11 - PLCB; IPs1; Ca** et PKC

P2RY2 ATP = UTP Go/Gi1 = PLCB; IP3; Ca®* Pet PKC

P2RY4 uTpP Go/Gy1 = PLCB; IP3; Ca”* Pet PKC
Gg/Gi1 = PLCB; IP31; Ca®* et PKC

PZRY6 UbP G12/G13 > AC, AMPc
Gg/G11 > PLCB; IP31; Ca** et PKC

P2RY11 ATP RN

P2RY12 ADP Gi-> AMPcl,

P2RY13 ADP Gi > AMPcl

P2RY14 UDP-glucose Gy/G11; Gi > AMPcd

Burnstock, 2007

Tableau 8: Propriétés pharmacologiques et fonctionnelles des récepteurs purinergiques. Les
récepteurs purinergiques sont divisés en 3 sous-familles les récepteurs : les récepteurs P1-R, les
récepteurs P2RX et les récepteurs P2RY. Chaque sous famille possede des affinités de substrats
(nucléosides ou nucléotides (diphosphates ou triphosphates) et des fonctionnalités différentes. Ce
tableau indique les ligands préférentiels et les voies de signalisation les récepteurs purinergiques
activent.



I’ATP. En 1985, Burnstock et Kennedy suggérent que les récepteurs P2 sensibles a I’ATP
peuvent étre subdivisés en deux groupes, les récepteurs P2RX et P2RY (Burnstock and
Kennedy, 1985). Ces deux catégories de récepteurs présentent des affinités de substrats, des
structures et des fonctionnalités différents. Ainsi en 1994, les récepteurs P2X sont identifiés
et définis comme des canaux alors que les récepteurs P2Y correspondent a des récepteurs
couplés aux protéines G (Abbracchio and Burnstock, 1994; Abbracchio et al., 1996).

Aujourd’hui, quatre P1-R, sept P2RX (P2RX 1 a P2RX 7) et 8 P2RY (P2RY1, P2RY2, P2RY4,
P2RY6, P2RY11, P2RY12, P2RY13, P2RY14) ont été identifiés chez 'homme. Des études ont
permis de démontrer que non seulement I'adénosine, ses dérivés phosphatés mais aussi
I'uridine, et de maniere plus singuliere la guanine, la thymine et la cytosine peuvent
participer a 'activation de ces récepteurs. De plus, des nucléotides autres que I’ATP peuvent

agir spécifiquement dans I'activation des P2RY.

B. Les P1-R

Les quatre récepteurs de cette famille sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires
et sont couplés aux protéines G (RCPG). Deux d’entre eux, les récepteurs Al et A3 sont
couplés a des protéines G inhibitrices (Gi) qui, aprés la stimulation du récepteur, permettent
de diminuer la concentration intracellulaire en AMPc. Les deux autres récepteurs A2a et A2b,
sont couplés a des protéines G stimulatrices (Gs) qui vont induire une augmentation de la

concentration de I’AMPc intracellulaire (Burnstock, 2007) (Tableau 8).

C. Les P2RX

Les récepteurs P2RX sont des canaux ioniques qui permettent le passage de part et d’autre
de la membrane de cations et sont, par conséquent, appelés récepteurs ionotropiques. Le
ligand naturel de cette famille de récepteur est I’ATP. Toutefois pour certains d’entre eux et
dans une moindre mesure, les P2RX peuvent étre activés par de I’ADP.

Les P2RX vont s’associer entre eux pour former un triméere créant ainsi le canal ionique, ce
dernier peut étre homotrimérique (P2XR1 et P2XR5) ou hétérotrimérique (P2XR2-3, P2XR1-2,
P2XR2-6, P2XR1-5). Les associations hétérotrimeriques sont trés variables, seul P2XR7 doit
nécessairement étre homotrimérique pour étre fonctionnel, a I'inverse de P2XR6, pour

lequel a ce jour, aucun homotrimere n’a été identifié. L'activation des P2RX conduit a une
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Figure 27: Lactivation des récepteurs purinergiques par les nucléotides extracellulaires. Les
nucléotides (ATP/ADP et UTP/UDP) ou nucléosides (adénosine) sont les ligands naturels des
récepteurs purinergiques. Leurs liaisons aux récepteurs a 7 domaines transmembranaires (récepteurs
P2Y et P1) induisent des cascades de signalisation cellulaire spécifiques en fonction des propriétés de
la protéine G a laquelle ils sont associés. Ainsi, la stimulation des récepteurs couplés aux protéines Gq
(P2RY1, 2, 4, 6, 11) induiront I'activation de la phospholipase B (PLCPB), alors que ceux associés aux
protéines Gs ou Gi (P2RY12, 13 et les P1-R), modulerons les concentrations d’AMPc intracellulaires via
adénylate cyclase (AC). A I'inverse des récepteurs P2Y et P1 qui sont couplés aux protéines G, les P2X
sont des récepteurs ionotropiques qui une fois activés par 'ATP induisent un efflux de potassium et
un influx d’ions sodiques et calciques.



dépolarisation membranaire et permet une augmentation du calcium intracellulaire grace a

un influx d’ions calciques et sodiques et a I'efflux de potassium (Tableau 8).
D. Les P2RY

Les P2RY sont, comme les P1-R, des RCPG a 7 domaines transmembranaires. Par contre, ils
possedent un panel plus large de ligands et ne sont pas uniquement activés par des purines
comme |'adénosine mais aussi par des pyrimidines telles que l'uridine (Tableau 8). Ces
récepteurs sont caractérisés par un domaine N-terminal extracellulaire et un domaine C-
terminal intracellulaire. lls conservent une trés forte homologie dans leurs domaines
transmembranaires mais présentent une grande diversité au niveau de leurs domaines C-
terminal intracellulaires. Cette variabilité au sein des P2RY a une influence sur leur degré
d’affinité avec les différents types de protéines G hétérotrimériques, les Gq/11, Gs ou
encore Gi. Chaque P2RY se lie a une seule protéine G hétérotrimérique. Certains récepteurs
P2RY peuvent étre activés par des nucléotides diphosphates (ADP et/ou UDP) tandis que
d’autres sont principalement activés par des nucléotides triphosphates (ATP et /ou UTP). Par
ailleurs, certains P2RY sont activés a la fois par des purines ou des pyrimidines (P2RY2, 4, 6)

alors que d’autres ne répondent qu’a la stimulation par des purines (P2RY1, 11, 12, 13).

1. Les P2RY et leurs fonctions

En réponse a leurs ligands, les P2RY vont activer, soit la phospholipase C permettant le
relargage de calcium intracellulaire, soit activer I'adénylate cyclase modifiant ainsi les
niveaux d’AMPc (Davis and Lazarowski, 2008), (Burnstock, 2006b) (Figure 27).

Ainsi chez les mammiféres, la stimulation des récepteurs P2RY1, 2, 4, 6 et 11 conduit a
I'activation des PLC induisant la formation d’IP3 et la mobilisation du Ca®* intracellulaire. En
effet, ces RCPG sont spécifiquement couplés aux petites protéines Gqll connues pour
activer la Phospholipases C beta (PLCB). Sur les quatre isoformes de PLC identifiées, seule
I'activation de la PLCB3 et la PLCP4 a été confirmée. Aprés la stimulation de ces P2RY, la
PLCB hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) en Diacylglycérol (Nowak et
al.) et en inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3). LIP3 va agir au niveau du réticulum
endoplasmique et conduire a 'augmentation de Ca®' intracellulaire. Ainsi, a la suite de la

stimulation du P2RY6 de macrophages dérivés de moelle osseuse (BMDM) par de I'UDP, la
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concentration d’IP3 intracellulaire augmente trés rapidement et arrive a son niveau
maximum apres 15 a 30 min, puis diminue trés doucement pendant plusieurs heures avant
de retourner a un niveau basal (Roach et al., 2008).

D’autre part, les récepteurs P2RY12, 13, et 14 qui sont couplés a des petites protéines G de
type Gi vont avoir une activité différente. Ainsi, leur stimulation conduit a I'inhibition de
I’'accumulation intracellulaire de '’AMPc. Enfin, le P2RY11 est une exception, il est le seul
récepteur purinergique qui, une fois stimulé, peut conduire a l‘activation a la fois de
I’Adenylate cyclase et de la PLC conduisant a I'accumulation d’AMPc et d’IP3 (Ralevic and

Burnstock, 1998) , (Communi et al., 1997).

2. Les Récepteurs Purinergiques, leurs fonctions physiologiques et les
pathologies associées

La spécificité fonctionnelle des P2RY dépend des protéines G qui leurs sont associés. Ainsi
plusieurs études se sont concentrées sur |'utilisation d’agonistes ou d’antagonistes des P2RY

pour |'élaboration de nouveaux traitements.

a. Leurs fonctions physiologiques

al. Le P2RY2

Plusieurs études démontrent que les P2RY2 sont impliqués dans de nombreux processus
biologiques. Ils sont responsables de la génération de signaux chimio-attractant ou de
I'activation des cellules immunitaires. Cette activation peut ainsi conduire a I'induction de
I'inflammation, de la prolifération et de la différenciation cellulaire ainsi qu’a la sécrétion de
divers médiateurs inflammatoires (Di Virgilio et al., 2001; Jacob et al.).

De maniére plus précise, dans les cellules hématopoiétiques, ce récepteur purinergique joue
aussi un réle important. En effet, dans la lignée leucémique monocytaire U937, I'activation
du P2RY2 par I'ATP ou I'UTP extracellulaire induit des changements morphologiques
caractéristiques de la différenciation du monocyte en macrophage, a savoir, un arrét de la
prolifération, une augmentation des récepteurs du complément de types 1 et 3 ainsi qu’une
augmentation de leur sensibilité au chimio-attractant tels que le MCP-1 (Cowen et al., 1991).

De plus, le calcium relargué de maniere PLCB dépendante permet d’'induire la
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phosphorylation de MAPK1/2 et ERK1/2 via I'activation commune de PI3K et de c-src. Ces
deux voies contribuent aux changements morphologiques observés au cours de la

différenciation macrophagique (Santiago-Perez et al., 2001).
a2. P2RY1 - P2RY12 et agrégation plaquettaire

Le P2RY1 est présent dans de nombreux tissues incluant le cceur, les vaisseaux sanguins et
les cellules sanguines. Ce récepteur est absolument requis pour l'agrégation plaquettaire
induite par I’ADP. Pour renforcer 'effet du P2RY1, le P2RY12 permet la stabilisation des
agrégats plaquettaires induit par la thrombine qui est un agent coagulant (Daniel et al.,
1998), (Cattaneo). La nécessité de ce récepteur pour I'obtention d’une agrégation compléete
a été confirmée grace a l'utilisation de souris P2RY12 déficientes. En effet, apres blessure, le
temps de saignement de ces souris est prolongé, une observation retrouvée chez les
patients déficients pour P2RY12. Ainsi, la co-activation de P2RY1 et P2RY12 est nécessaire a
la formation du thrombus induit par I’ADP car leur inhibition par des antagonistes
spécifiques est capable de diminuer I'agrégation plaquettaire. Toutefois, dans ce processus
P2RY1 et P2RY12 jouent des roles distincts. En effet, alors que l'inhibition de P2RY1 n’a que
peu de conséquences sur l|‘agrégation, P2RY12 demeure indispensable. Celui-ci est
directement impliqué dans la présentation des phosphatidylsérines exprimées a la surface
des plaquettes ce qui est responsable de leur coagulation (Leon et al., 2003).

Grace a son rble pro-coagulant, P2RY12 est le récepteur ciblé dans la régulation de la
coagulation. La drogue la plus connue pour agir sur P2RY12 est un antagoniste du récepteur :
le Clopidogrel (Plavix) utilisé comme anticoagulant dans le traitement de la thrombose et des

AVC.
a3. Le P2RY6

Tout comme le P2RY2, le P2RY6 joue un role important dans l'inflammation et dans la
réponse immunitaire innée contre les infections bactériennes grace au recrutement des
monocytes et des macrophages aprés son activation par de 'UDP (Zhang et al.). Plusieurs
études montrent que I'activation du P2RY6 est impliquée dans la sécrétion de chimiokines
pro-inflammatoires telles que MCP-1 (CCL2), le TNFa, ou IL-8 (Cox et al., 2005; Garcia et al.,
2014; Warny et al.,, 2001; Zhang et al.,, 2011). Or, MCP-1 est une des cytokines clés

permettant le recrutement des monocytes et des lymphocytes T sur les sites d’infection ou

71



inflammatoires. De plus, lorsque I'on mime une infection bactérienne par I'ajout de LPS, la
stimulation du P2RY6 par de 'UDP permet d’augmenter la sécrétion de ces mémes cytokines.
L'ensemble de ces observations confirme le role majeur de P2RY6 d’une part dans le
recrutement des cellules immunitaires et d’autre part dans I'amplification de la réponse
immunitaire innée. P2RY6 est fortement exprimé a la surface des cellules de la microglie et
ainsi I'activation du P2RY6 par I'UDP permet I'augmentation du potentiel phagocytaire des
cellules de la microglie. Par ailleurs, I'activation du P2RY6 par I'UDP a également été
démontrée comme permettant I'augmentation du potentiel phagocytaire des cellules
microgliales. En effet, P2RY6 est fortement exprimé a la surface des cellules de la microglie.
Ainsi, lorsque I"'UDP est relargué dans les zones lésionnelles, il facilite la phagocytose des
débits cellulaires et ceci de maniere P2Y6 dépendante.

L’expression de P2RY6 permet non seulement aux cellules de la microglie d’accroitre leur
sensibilité aux « eat-me signals » (nucléotides) et d’augmenter leur capacité phagocytaire
mais également d’initier I’élimination des débris cellulaires au niveau du systeme nerveux

central (Inoue et al., 2009; Koizumi et al., 2007).

b. Leur implication dans les pathologies

b1l. P2RY12 et P2RYZ2, impliqués dans le pouvoir métastatique des cellules
cancéreuses

Depuis une décennie, les plaquettes ont été démontré comme jouant un réle dans la
progression tumorale et le pouvoir métastatique des cellules cancéreuses (Camerer et al.,
2004) (Rickles and Falanga, 2001). Ainsi, dans les modéles murins de métastases
pulmonaires, la suppression des plaquettes circulantes ou l'inhibition pharmacologique de
I'activation plaquettaire diminue le potentiel métastatique des cellules tumorales circulantes
(Kato et al., 1997) (Erpenbeck and Schon). Ces observations ont été confirmé par un essai
clinique publié en 2012, lequel confirme que les risques de développer des métastases
cancéreuses sont moindres lorsque les patients sont traités par de I'aspirine a une dose
permettant d’agir comme anti-coagulant (Rothwell et al.).

En plus de leur sécrétion de TGFB qui agit comme un facteur pro-tumoral, les plaquettes
expriment le P2RY12 qui joue un role prédominant dans leur activation, leur agrégation et la

formation de thrombus. Plusieurs études démontrent que le P2RY12 est également impliqué
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dans le pouvoir métastatique des cellules tumorales. En effet, I'absence de P2RY12 diminue
significativement le nombre de métastases pulmonaires chez la souris. Des analyses plus
poussées ont démontré que I'absence de P2RY12 dans les plaquettes inhibe leur sécrétion
de cytokines conduisant ainsi a une diminution de I'extravasation tumorale mais également
a une réduction de la formation d’'un microenvironnement pro-métastatique (Wang et al.).
Par ailleurs, le P2RY12 n’est pas le seul récepteur purinergique impliqué dans le pouvoir pro-
tumoral des plaquettes. En effet, Schumacher démontre que I'adénosine sécrétée par les
plaquettes activées induit I'ouverture de la barriere endothéliale permettant la migration
des cellules tumorales (Schumacher et al.). Cette étude identifie le récepteur P2RY2, exprimé
a la surface des cellules endothéliales, comme principal médiateur de cet effet. En effet, le
P2RY2, une fois activé par I’ATP, va induire I'augmentation de la concentration intracellulaire
de Ca* et I'activation de la PKC. Ces deux événements sont responsables de I'ouverture de la

barriere endothéliale (Knezevic et al., 2009) (Gavard and Gutkind, 2008).

b2. P2RY et Cancers

Enfin, la sur-expression de nombreux récepteurs purinergiques ont été observés dans
plusieurs types de cancers.

C’est le cas du mélanome, les ARN codant pour les récepteurs P2RY1, P2RY2 et le niveau
d’expression de leurs protéines correspondantes sont fortement augmentés. L'incubation
des cellules de mélanome en présence d’agoniste de P2RY1l permet de bloquer la
prolifération cellulaire alors qu’a 'inverse, la stimulation de P2RY2 I'augmente (White et al.,
2005). Dans le cancer du col de l'utérus, I'expression des récepteurs P2Y6 et P2Y4 est

augmentée, et leur stimulation induit aussi la prolifération cellulaire (Okuda et al., 2003).

b3. P2RY2 et mucovisicodose

En plus de son implication dans I'invasion tumorale pulmonaire, le P2RY2 régule la sécrétion
de chlore et I'absorption de sodium au sein des cellules épithéliales des bronchioles dans les
poumons (Inglis et al., 1999). Et 'activation du P2RY2 par I'ATP permet la régulation de la
sécrétion d’ions (Cl-et Na+), de mucine et de surfactant au sein de I'épithélium respiratoire.
Plusieurs études montrent que des agonistes du récepteur P2RY2 peuvent suppléer aux

fonctions défectueuses de la protéine CFTR. En effet, cette protéine est un canal ionique
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Figure 28: Approche schématique du diagnostique différentiel de la monocytose présente dans le
sang périphérique. Lorsque des patients présentent une monocytose périphérique, un diagnostique
différentiel est effectué afin d’en déterminer la cause. Ainsi, si la monocytose est supérieure a 3 mois,
gu’il n’y a pas de mutation BCR-ABL ni de réarrangement des genes PDGFRA et PDGRFB et que le
nombre de blastes sanguins et médullaires est strictement inférieur a 20% il s’agit d’'une LMMOC, sinon
le diagnostique s’orientera plus vers une autre myélodysplasie telle que la Leucémie Aigue Myéloide
(LAM). Lorsque la LMMC est diagnostiquée, le pourcentage de blastes périphériques permet de
classer les patients en deux sous groupes: ceux inférieurs a 5% de blastes circulants les LMMC de type
1 (LMMC-1) et ceux supérieurs a 5%, les LMMC de type 2 (LMMC-2) .



muté chez les patients atteints de mucoviscidose, lequel est responsable de |'hyper-
absorption de sodium et par conséquent de I'épaississement du mucus caractéristique de la
pathologie. L’activation du P2RY2 permettrait de restaurer la sécrétion de chlore et/ou
d’inhiber I'absorption de sodium grace a I'inhibition de I'expression du canal sodique ENaC.
Ainsi, les agonistes de P2RY2 permettraient de stimuler d’avantage I’élimination du mucus
dans les bronches de patients souffrant de mucovisidose (Burnstock et al.).

L'efficacité et I'innocuité de I'agoniste du P2RY2, le Denufosol, a été évalué dans plusieurs
essais cliniques, cependant, les patients suivis sur le long terme ne présentent pas

d’amélioration de leur fonction pulmonaire (Deterding et al., 2007; Ratjen et al.).

V - Leucémie MyéloMonocytaire Chronique

A. Généralités sur la LMMC

La leucémie MyéloMonocytaire Chronique (LMMC) est une maladie clonale de la cellule
souche hématopoiétique. Selon les criteres de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
cette hémopathie est caractérisée par plusieurs critéres, dont 1) une monocytose
périphérique persistante de plus de 3 mois (>1.10°/L), 2) I'absence du chromosome
Philadelphie et du gene de fusion BCR-ABL, 3) I'absence du réarrangement de géne PDGFRB,
4) d’une blastocytose sanguine et médullaire <20%, et enfin 5) d’'une dysplasie touchant au
moins une des populations cellulaires issues de la lignée myéloide.

Le pourcentage de blastes dans la moelle permet de distinguer deux sous-groupes de
patients, les LMMC de type 1 qui présentent un pourcentage de blastes sanguin inférieur a
5% et un pourcentage de blastes médullaires inférieur a 10% et les LMMC de type 2
caractérisées par un pourcentage de blastes sanguin et/ou médullaires supérieur a 10% mais
inférieur a 20% (Figure 28).

La LMMC est une maladie rare, dont I'incidence est de 1 a 5 nouveaux cas/100 000 habitants
par an. Cette hémopathie affecte essentiellement les sujets agés de plus de 60 ans avec une
moyenne d’age d’apparition de 70 ans avec une médiane de survie 20 a 40 mois. La LMMC
atteint préférentiellement ’homme (Sex Ratio : 2H/1F) et se transforme dans 15% a 30% des
cas en Leucémie Aigue Myéloide (LAM). La LMMC représenterait 10 % de I'ensemble des

syndromes myélodysplasiques (Parikh and Tefferi).
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Depuis 2001, la LMMC est classée dans la catégorie des syndromes myélodysplasiques mais
également myéloprolifératifs. En effet, elle présente a la fois les critéres d’'un syndrome
myélodysplasique puisque une ou plusieurs lignées myéloides sont affectées et aussi des
caractéristiques myéloprolifératives puisque lI'on retrouve un tres grand nombre de
monocytes dans le sang. Cette monocytose est caractérisée par une augmentation des
monocytes classiques au détriment des monocytes non classiques et intermédiaires
(Selimoglu-Buet et al.). Par ailleurs, une autre caractéristique de la pathologie est la

présence dans le sang des patients, d’une population de granulocytes immatures.

B. La physiopathologie de la LMMC

Malgré I'existence des critéres cliniques qui permettent de diagnostiquer la LMMC, |'origine
de cette maladie reste encore mal connue. Grace au séquencage haut débit des cellules de

patients atteints de LMMC, certaines mutations génétiques ont pu étre mises en évidence.
1. Les anomalies associées

a. Les causes cytogénétiques

Les anomalies chromosomiques sont communes chez les patients souffrants de LMMC et
sont présentes dans 20-40% des patients (Onida et al., 2002), (Such et al.). Une étude
cytogénétique portant sur des patients d’origine espagnole montre qu’ils présentent un
caryotype normal dans 73% des cas (Such et al.). Les altérations génétiques les plus
fréquentes sont la trisomie 8, la délétion 5q, la trisomie 10, la délétion 11q et 12q, les
trisomies 19 et 21, des aberrations du chromosome 7 et des caryotypes complexes.

Ces critéres cytogénétiques ont permis de stratifier les patients en trois groupes: les
patients ont été divisés en trois groupes : les patients de hauts risques (trisomie 8, anomalie
du chromosome 7 et caryotype complexe), les patients de risque intermédiaire (tout sauf les
hauts risques) et les patients de faible risque (caryotype normal ou perte du chromosomeY).

La survie globale a 5 ans pour ces patients est de respectivement 4%, 26% et 35%.
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Geénes

TET2
SRSF2
ASXL1
RUNX1

NRAS

CBL

JAK2

KRAS
ZRSF2

IDH2
SF3B1
U2AF35
EZH2
FLT3
DNMT3A
NPM1
IDH1
KIT
TP53

Fréquences

58%
46%
40%
15%
11%
10%
8%
8%
8%
6%
6%
5%
5%
3%
2%
1%
<1%
<1%
1%

Itzkson et al., 2013

0 U000

Régulateurs de la méthylation de I'ADN
Enzymes modifiants les histones

Facteurs d'épissage

Facteurs de transcription

Molécules impliquées dans les voies de
signalisation

Tableau 9 : Fréquences des principaux génes retrouvés mutés dans les cas de LMMC. Durant ces
dernieres années, de nombreuses mutations génétiques ont été mise en évidence dans le cadre de
la LMMC. Les genes les plus fréquemment mutés dans cette hémopathie sont présentés dans le
tableau ci-dessus. La fonction des protéines codée par ces genes est renseignée par la couleur de la

case.



b. Les mutations génétiques

Par ailleurs, des mutations génétiques ont été identifiées dans prés de 90% des patients
atteints de LMMC.

Ces mutations peuvent étre classées en 3 grandes catégories celles impliquées dans
I’expression des genes régulant la synthése de I’ADN, celles impliquées dans la voie du
splicesosome et enfin, celles impliquées dans la régulation facteurs de transcription (Tableau

9).

b1. Les mutations dans les genes régulant la synthese de ’ADN

Les mutations des genes impliqués dans la régulation épigénétique peuvent étre classées en
deux groupes : celles affectant la méthylation de I’ADN et celles régulant les modifications

de la chromatine.

b1.1. Les mutations affectant la méthylation de '”ADN

Parmi cette catégorie, TET2 (Ten-Eleven Translocation 2) est le gene le plus fréquemment
affecté puisqu’il est muté chez plus de la moitié des patients. TET2 code pour une
dioxygénase qui catalyse la conversion de la 5-methylcytosine (5mC) en 5-
hydroxylmethylcytosine (h5mC), un nucléotide intermédiaire dans la voie de déméthylation
de 'ADN. Ainsi, la mutation de TET2 induit une perte de fonction de cette protéine, ce qui
se traduit par une augmentation de la forme 5mC et donc une hyperméthylation de 'ADN
(Ko et al.). Toutefois, les conséquences des mutations de TET2 sur la méthylation du génome
sont encore controversées. En effet, les patients mutés pour TET2 peuvent étre a la fois
hypo- ou hyper-méthylés, indiquant qu’il n’y a pas de réel lien de causalité entre la mutation
de TET2 et le statut de méthylation (Perez et al.). Par ailleurs, in vivo comme in vitro, la perte
de fonction de TET2 conduit a I'auto-renouvellement des cellules souches hématopoiétiques
avec une expansion progressive ainsi qu’a l'augmentation de la différenciation
granulocytaire ((Moran-Crusio et al., 2011); (Moniuszko et al., 2009)). Cette observation met
en évidence que les mutations de TET2 sont responsables de I'émergence d’un clone

leucémique, élément clé de l'initiation de la pathogénese de la LMMC (Itzykson et al.).
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Par ailleurs, TET2 possede une activité dioxygénase dépendante du 2-OG (2-Oxoglutarate) et
Fe(ll). Les 2-OG sont générés grace aux isocitrates déshydrogénases (IDH1 a IDH3) qui
catalysent la décarboxylation oxydative de I'isocitrate en 2-OG. L'enzyme IDH2 est mutée
dans 8-10% des patients atteints de LMMC ce qui a pour conséquence d’inhiber de
nombreuses enzymes dépendante du 2-OG dont I'activité dioxygénase de TET2. IDH2 étant
dans la méme voie que TET2, ceci explique en partie pourquoi le taux de 5hmC est diminué
chez certain patients qui ne présentent pas de mutation pour TET2 et également pourquoi le
profil de méthylation des génomes des patients mutés TET2 ou IDH2 sont proches (Figueroa
et al.).

Enfin, des mutations de la DNA Méthyl-Transférase 3 (DNMT3A) ne sont retrouvées que trés
rarement (<10%). Ces mutations affectent la méthylation du génome ce qui conduit a une
diminution de I'expression génique. L’association des mutations de TET2 et DNMT3A dans la
méme pathologie est inattendue puisque ces deux enzymes ont des effets opposés sur la

méthylation de I’ADN.

b1.2. Les mutations affectant les histones

ASXL1 (additionnal sex combs like 1) est retrouvé muté chez 40% des patients. Son réle est
de déubiquitinyler I'histone A2 sur la lysine 119 (H2AK119). Les mutations d’ASXL1
observées chez les patients sont des mutations pertes de fonction qui causent une
dérépression transcriptionnelle consecutives a des triméthylations de I'histone H3 sur sa
lysine 27 (H3K27). La trimethylation de H3K27 (H3K27me3) est un marqueur qui, une fois
présent sur la chromatine, induit I'extinction de la transcription. Ainsi, les mutations d’ASXL1
induisent une augmentation de la transcription. De plus, ASXL1 interagit directement avec le
complexe PRC2 (Polycomb repressive complex 2) composé entre autre de EZH2 (génes
mutés dans 5-10% des cas) (Abdel-Wahab et al.).

EZH2 est une histone-méthyltransférase, dont I'activité principale est de triméthyler H3K27
et sa mutation qui conduit a la perte de son activité. Celle-ci est retrouvée mutée chez 5-10%
des patients.

Les mutations d’ASXL1, comme celles d’EZH2 perturbent la formation du complexe PRC2
avec ASXL1 ce qui conduit a la perte de la triméthylation des histones et donc a la levée de

I'inhibition de la transcription (Ernst et al.; Nikoloski et al.).
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b2. Les mutations impliquées dans la voie du splicesosome

Les mutations affectant la machinerie de I'épissage des ARNm, sont des mutations exclusives
détectées dans plus de 60% des cas de LMMC. Le géne le plus communément muté est srsf2
(environ 50% des cas) (Yoshida et al.). Les mutations de ce géne se situent a proximité du
résidu « hotspot » Proline 95 et sont plus fréquentes dans la LMMC que dans les autres
types de myélodysplasies. De plus, ces mutations sont souvent associées a des mutations de
TET2 (Cazzola et al.; Itzykson et al.; Meggendorfer et al.).

Les mutations de ZRSR2, U2AF1 ou SF3B1 qui sont des protéines également impliquées dans
I’épissage alternatif, se retrouve chez au moins 10% des patients. Tous ces genes codent
pour des protéines impliquées dans la reconnaissance du site 3’ lors de la maturation des
pré-ARNm. L’altération de ces éléments du splicesosome conduit a une instabilité
génomique et a une dérégulation de la machinerie épigénétique. Toutefois, a I’heure
actuelle peu de choses sont connues quant aux conséquences cellulaires et moléculaires de

ces mutations (Alexander and Beggs).

b3. Les mutations des facteurs de transcription

Le facteur de transcription RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) joue un réle essentiel
dans I’lhématopoiese normale. RUNX1 régule la différenciation myéloide grace a I'activation
de PU.1 qui permet la régulation de la différenciation érythrocytaire, granulocytaire mais
également l'initiation de la différenciation monocytaire. Dans la LMMC, RUNX1 est muté
chez environ 10% des patients. (Gelsi-Boyer et al., 2008). Les mutations trouvées sont de
divers types (non sens ou faux sens) et touchent préférentiellement la partie C-terminale de
la protéine. Ces mutations sont souvent associées a une thrombocytopénie et favoriseraient

la transformation de la LMMC en LAM (Kuo et al., 2009).
2. Une signalisation cellulaire altérée

Les génes codants pour des facteurs de transcription ou pour des protéines nécessaires a
I’épissage alternatif ne sont pas les seuls genes mutés dans la LMMC. En effet, il a été trouvé
qgue certains genes codants pour différentes protéines impliquées dans la régulation de
nombreuses voies de signalisation cellulaires aussi bien que des petites protéines G

pouvaient étre mutées.
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a. Les mutations de RAS

Les mutations du géne RAS ont été identifiées au début des années 1990 puis sont
longtemps restées les seules mutations connues dans la LMMC (Gow et al., 1988; Padua et
al., 1988). Les protéines RAS, NRAS, KRAS, et HRAS sont des petites protéines G (actives sous
leur forme liée au GTP) qui régulent la prolifération et la différenciation cellulaire a travers
I'activation de MAPKinases qu’elles induisent. Les mutations de RAS bloquent la protéine
RAS sous sa forme active, conduisant ainsi a l'activation constitutive des voies de
signalisation MEK/MAPK, PI3K/AKT et STATS.

Les mutations NRAS et KRAS sont chacune présentes chez environ 10% des patients, elles
sont a l'origine de leur hyperleucocytose. L’hyperplasie granulocytaire et monocytaire
observée chez les patients est la conséquence des mutations de RAS qui rendent la voie
MAPK constitutivement active mais résulte aussi de I’hypersensibilité des précurseurs
granulo-monocytaires au GM-CSF et a I'IL-3 et d’une activation constitutive de ERK et STATS5.
Méme si les mutations affectant les genes RAS restent les plus fréquentes, les mutations
affectant des protéines impliquées dans la signalisation cellulaire telles que CBL, JAK2 ou
FLT3 peuvent aussi étre mutées. Les mutations NRAS, KRAS et CBL sont mutuellement

exclusives, alors que JAK2 et FLT3 peuvent étre associées aux précédentes.

b. Les mutations de CBL

Le gene cbl code pour 3 protéines a activité ubiquitine ligase : c-CBL, CBL-b et CBL-c. Dans le
compartiment hématopoiétique, CBL est fortement exprimée dans les cellules souches ou
elle permet l'auto-renouvellement des précurseurs. Quant a I'expression de CBL-b, elle
augmente au cours de la différenciation myéloide (Rathinam et al.). Aprés sa liaison a un
récepteur tyrosine kinase activé tel que c-Kit, FLT3, CSF-1R, PDGF-R ou T/BCR, CBL favorise
d’abord le recrutement de molécules de signalisation, puis contribue a I'endocytose du
récepteur conduisant a sa dégradation. CBL induit grace a son activité ubiquitine ligase,
I"'ubiquitination des kinases SFK, JAK2 ou encore STATS5, ce qui conduit a 'inhibition de la
voie JAK/STAT, lui conférant le rble de géne suppresseur de tumeur. Dans le cadre de la
LMMC, CBL est muté chez 10% des patients. Les protéines CBL mutées perdent leur activité
catalytique ce qui conduit a I"'absence de la dégradation des protéines de signalisation,
aboutissant ainsi au maintien de I'activation de la voie de signalisation STAT5 ce qui a pour
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conséquence de provoquer une hypersensibilité aux cytokines tel que le GM-CSF (Naramura

et al.).

¢. La mutation JAK2 V617F

La mutation V617F de la Janus Kinase 2 (JAK2) est une mutation fréquente des syndromes
myélodysplasiques et elle est présente chez 10% des patients souffrants de LMMC (Levine et
al., 2005). Cette mutation augmente I'activité basale de cette kinase ce qui engendre non
seulement la suractivation des voies STAT5 et PI3K mais également a une hypersensibilité
aux cytokines telles que I'EPO, la TPO ou le G-CSF (Ungureanu et al.) (Vainchenker and

Constantinescu).
d. Les mutations FLT3

Enfin, il existe des mutations activatrices du récepteur tyrosine Kinase FLT3 (Fms-Like
Tyrosine Kinase 3), cependant elles sont trés rares puisque retrouvées dans seulement 3%

des LMMC.

C. La composante immunitaire : Les MDSC

1. Définitions

Les Myeloid-derived suppressor cells ou MDSC correspondent a une population hétérogéne
de cellules d’origine myéloide comprenant des progéniteurs macrophagiques,
granulocytaires, de cellules dendritiques et des cellules myeloides immatures. (Gabrilovich
and Nagaraj, 2009). En condition physiologique, les MDSC représentent 20-30% des cellules
de la moelle osseuse et environ 4% des cellules nucléées de la rate (Youn et al.,, 2008).
Normalement, ces cellules immatures migrent de la moelle vers les différents organes et se
différencient en macrophages, en granulocytes ou en cellules dendritiques. Dans certains
contextes, comme les infections ou aprés une greffe de moelle osseuse, les MDSC
s’accumulent dans le sang, les organes lymphoides, la rate et au sein des tissus tumoraux.
Dans cette partie, il ne sera développé que les caractéristiques des MDSC dans le contexte

tumoral. Cependant, les propriétés immuno-suppressives des MDSC présentes dans le sang
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TUMEUR
INFECTION

Vs

MDSC
Marqueurs Lin, CD14*, CD11b*, CD33M, CD15%, Lin, CD14°, CD11b", CD33'w CD15%,
phénotypiques HLA-DR"™¥, |L-4Ra, CCR2*, CD66b HLA-DR'®¥, |L-4Ra, CCR2", CD66b*
Marqueurs NO, IDO, ARG, ROS, MMP9, ARG,
solubles IL1B, IL6, IL8, TGF, S100A9, S100A8
CCL4B, CCL2, CCL3, PGE2, VEGF PGE2

Effet fonctionnel:
Immunité Bloque la fonction effectrice des cellules T en inhibant le relargage de TNF
Bloque la prolifération des cellules T,

Inhibe le recrutement des lymphocytes T( CD8%)
Augmente la prolifération et le recrutement des LTreg.

Angiogénése Induit I'angiogénése au niveau du microenvironnement tumoral

4

FAVORISE LA PROGRESSION ET CROISSANCE TUMORALE

Adapté de Tang et al., 2012

Figure 29: Caractéristiques phénotypiques des MDSC. Dans certaines conditions pathologiques telles
que les infections ou les cancers, les MDSC se retrouvent anormalement présentes dans le sang
périphérique, au niveau des organes lymphoides secondaires mais également au sein du tissu
tumoral. Les MDSC sont une population hétérogene de cellules myéloides qui se compose de 2 sous-
ensembles principaux: les monocytaires (M-MDSC) et les granulocytaires (G-MDSC), caractérisés par
des marqueurs phénotypiques spécifiques. Les MDSC sécretent des facteurs immunosuppresseurs qui
inhibent la réponse immunitaire et anti-tumorale, en bloquant notamment la prolifération des
lymphocytes T, en augmentant la prolifération et le recrutement des LT régulateurs (LTreg) et en
favorisant l'angiogénese. Les MDSC grace a leurs propriétés immunosuppressives et pro-
angiogéniques favorisent donc la croissance tumorale, elles sont donc généralement associées a un
mauvais pronostic chez les patients.



périphérique en condition d’infections ou post-greffes sont similaires a celles décrites dans

le contexte tumoral.
2. Caractérisation des MDSC tumorales

La présence de MDSC dans le sang périphérique des patients souffrant de cancer a été
démontrée il y a pres de 20 ans (Pak et al., 1995). La diversité des MDSC rend leur étude
compliquée. Les premieres études ont détectée une augmentation du nombre de cellules
myéloides dans le sang des patients atteints de carcinome squameux de la téte et du cou.
Ces cellules ont été décrites comme des cellules immatures exprimant le CD34 et ayant la
capacité de d’inhiber les fonctions des lymphocytes T (Garrity et al., 1997; Pandit et al.,
2000). L'utilisation de différentes combinaisons d’anticorps en cytométrie en flux a permis
de mieux caractériser les MDSC des patients. Elles sont généralement positives pour le CD33
et le CD11b et négatives pour le HLA-DR. De plus, ces MDSC humaines peuvent étre divisées
en 2 groupes distincts, les MDSC monocytaires ou M-MDSC qui expriment le CD14 (HLA-DR
cD33" CD14°CD15) et les MDSC granulocytaires ou G-MDSC qui expriment le CD15 (HLA-DR
CD33"° CD14°CD15%). Toutefois, certaines MDSC ne sont ni granulocytaires ni monocytaires,
comme dans le cas des carcinomes rénaux, ou cette population n’exprime ni le CD14 ni le
CD15 (HLA-DR CD33" CD14°CD15) (Ko et al.) (Figure 29).

D’autres marqueurs peuvent étre utilisés pour identifier les MDSC humaines comme
I’expression du CD45, des niveaux élevés du récepteur de I'lL-4 (IL-4Ra) ou du récepteur au
VEGF (flt-1) ainsi que la faible I'expression du CD62 et du CD16 (Mandruzzato et al., 2009;

Peranzoni et al.; Rodriguez et al., 2009).
3. Fonctions Immunosuppressives des MDSC

Les mécanismes conduisant a I'accumulation des MDSC dans le sang des patients restent
encore inconnus. Cependant, les cellules cancéreuses pourraient jouer un réle dans cette
accumulation. En effet, les cellules tumorales sécretent de forte quantité de cytokines et de
facteurs chimioattractants. Ainsi, la concentration de molécules pro-inflammatoires telles
qgue le GM-CSF, IL-13, le VEGF, I'IL-10, I'lL-8, mais également la concentration d’alarmines
S100A8/A9 qui appartiennent a la famille des DAMPs ou encore la concentration de
Prostaglandine E2 (PGE2), molécule pro-inflammatoire impliquée dans Iinhibition

fonctionnelle de nombreuses cellules immunitaires (macrophages, lymphocytes, T, Naturals
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Killers) sont tres fortement augmentées dans le plasma des patients. L'ensemble de ces
molécules favorise I'attraction et I'accumulation des MDSC dans leur sang (Young et al., 2001)

(Gabitass et al.) (Arihara et al.) (Rudolph et al.) (Wang et al.) (Obermajer et al.).

Une fois présentes dans le sang ou au sein de la tumeur, les MDSC vont exercer une activité
immunosuppressive. L'immunosuppression est une des caractéristiques biologiques les plus
importantes des MDSC. Cette propriété fonctionnelle est principalement médiée par
I'activation de STAT1, STAT3 et STAT6 ainsi que par NF-kB (Ochoa et al., 2007; Vasquez-
Dunddel et al.). L'activation de ces voies de signalisation va conduire a la production
d’Arginasel, de iNOS (production de NO), d’Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) et de la
NADPH oxydase (production de ROS) qui va permettre la création d’un microenvironnement
immunosuppresseur et pro-tumoral (Albeituni et al.).

Par ailleurs, les MDSC peuvent supprimer I'activité cytotoxique des lymphocytes T grace a
différents mécanismes notamment par leur forte production de NO ou de ROS. De plus,
grace a leur sécrétome, les MDSC vont bloquer la sécrétion d’IFNy et d’IL-2 des lymphocytes
T, cytokines indispensables a leur prolifération (Huang et al.; Mao et al.) (Schmielau and Finn,
2001). Les Lymphocytes T ne sont pas les seules cellules immunitaires a étre inhibées par les
MDSC. En effet, la présentation des peptides antigéniques par les cellules dendritiques,
I'activation des Natural Killers ou encore la régulation du nombre de Lymphocytes T

régulateurs est aussi affectée.

4. MDSC et hémopathies malignes

Depuis quelques années, des études montrent 'existence de MDSC dans les hémopathies
telles que le myélome multiple, les lymphomes ou encore dans certaines leucémies (Lin et al.)

(Christiansson et al.; Jitschin et al.).
a. Les MDSC dans le Myélome multiple

Le myélome multiple est caractérisé par I'accumulation de plasmocyte dans la moelle
osseuse et la présence d'immunoglobulines monoclonales dans le sang des patients. LE MM
représente 1% des cancers et 13% des cancers hémathopoiétiques. La survie des patients a
été améliorée grace a l'utilisation de nouvelles molécules comme le Bortezomib, un
inhibiteur du protéasome ou d’agents immunorégulateurs, comme le Lenalidomide, qui sont
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utilisés en combinaison avec des agents alkylants tels que le Melphalan ou avec de la
Dexamethasone (Bergsagel et al.). Malgré [l'efficacité des ces molécules, les patients
rechutent ou deviennent réfractaires aux traitements, indiquant la nécessité de trouver de
nouvelles cibles thérapeutiques.

Dans cet esprit, I'’équipe de Jo A.Van Ginderachter s’est intéressée a I'implication des MDSC
dans le myélome multiple. Tres rapidement dans la moelle osseuse de leur modéle murin de
myélome multiple, un remaniement cellulaire est observé. En effet, en plus des MDSC
normalement présentes dans la moelle, ils observent I'apparition d’une population de M-
MDSC qui exprime tres fortement le CD11b et faiblement le Ly6G (marqueurs
granulocytaire). Cette population est tres hétérogéne et est composée de monocytes
inflammatoires, d’éosinophiles et de cellules myéloides immatures. Toutes ces populations
contribuent a la suppression des Lymphocytes T, toutefois, la population monocytaire
semble étre la plus immunosuppressive. (Van Valckenborgh et al.)

Une autre équipe a confirmé l'importance de ces MDSC dans la pathogénése du MM. En
effet, les souris invalidées pour S100A9, une protéine dont I'expression est augmentée dans
les MDSC, montrent un retard dans le délai d’apparition du MM par rapport aux souris
contréles, démontrant ainsi I'importance des MDSC et du S100A9 dans I'établissement de

cette hémopathie (Cheng et al., 2008).

Le réle du S100A9 n’est pas restreint au MM. En effet, sa surexpression au sein des
précurseurs myéloides (sous le promoteur de c-Kit) dans des souris transgéniques inhibe la
différenciation des macrophages, des cellules dendritiques et induit une accumulation de
cellules immatures myéloides dans la moelle. De la méme maniéere que les MDSC présentes
dans le contexte tumoral, les cellules qui sur-expriment S100A9 possédent une puissante

action immunosuppressive sur les LT (Cheng et al., 2008).

b. Les MDSC dans les Leucémies

Les leucémies sont caractérisées par une prolifération anormale des cellules immunitaires
immatures. L'étude des MDSC dans les leucémies reste limitée. Toutefois, la présence de
MDSC dans le sang de patients souffrant de Leucémie Myéloide Aigiie ou de Leucémie

+

Myéloide Chronique a été observée. Dans les deux cas, la présence de cellules CD11b
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CD33'HLA-DR'CD14, est corrélée avec une augmentation de Iexpression de ARG1
(Christiansson et al.).

Dans un autre type de leucémie, la Leucémie Lymphoide Chronique, des cellules exprimant
les marqueurs myéloides CD11b" CD33"HLA-DR'CD14°CD11c mais aussi le CD115 (CSF-1R), et
I'lL-4Ra sont présentes dans le sang des patients et sont associées a une activité
immunosuppressive (Jitschin et al.).

Par ailleurs, la présence de MDSC et d’un fort niveau d’ARG1 dans le sang des patients

atteints de cancers sont souvent associés a de trés mauvais pronostic (Gey et al.).
c¢. Les MDSC dans la LMMC

Bien que la monocytose persistante soit un des criteres majeurs de la LMMC, cette
hémopathie est aussi caractérisée par une hyperplasie de la lignée granulocytaire. En effet,
le clone leucémique transformé géneére a la fois une accumulation de monocytes mais aussi
de cellules granuleuses dysplasiques immatures qui sont fréquemment détectées dans le
sang périphérique des patients souffrant de LMMC. Ces granulocytes immatures
n’expriment pas les marqueurs de surface de la lignée monocytaire (CD14) mais plutot des
marqueurs granulocytaires tels que le CD15 ou le CD24. En fonction des clones leucémiques,
et de leurs propriétés immunosuppressives, ces granulocytes immatures peuvent inhiber la
différenciation macrophagique induite par le CSF-1 grace a la sécrétion de grandes quantités
de peptides anti-microbiens, les a-défensines qui vont interagir avec un récepteur

purinergique, le P2RY6 exprimé a la surface des monocytes.

D. Traitements

Depuis la découverte de cette maladie dans les années 1980, les stratégies de traitements
sont adaptées aux risques et au profil de chaque patient. A ce jour, le seul traitement curatif
existant est 'allogreffe. Toutefois, sa pratique étant limitée dans le cadre de la LMMC, une
approche pharmacologique est préconisée, ainsi des agents déméthylants ou cytotoxiques
sont utilisés. Toutefois, ces agents n’éliminent que les symptomes de la maladie en ciblant

I’'hyperplasie cellulaire.
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1. L’allogreffe

L'allogreffre est le seul traitement curatif, cependant cette intervention est trés peu réalisée.
En effet, les criteres d’éligibilité pour la transplantation de moelle osseuse sont trés
restreints. Un des principaux critéres est I’age du patient. Or la LMMC étant une pathologie
de la personne agée, les patients sont rarement éligibles a la greffe de moelle osseuse.

Toutefois, pour les patients éligibles a la greffe, les risques de rejet et de rechutes sont trés
élevés. Ainsi, 35 % des patients rejettent le greffon et décedent, 25% des patients rechutent
(1,5 a 22 mois post- greffe) et seulement 40% des patients sont toujours en rémission 68

mois apres l'intervention (Bacher et al.) (Kerbauy et al., 2005).

2. Les agents thérapeutiques pharmacologiques

Pour les patients ne pouvant pas étre greffés, le traitement de référence utilisé dans la
LMMOC est I’hydroxyurée. L’hydroxyurée est un inhibiteur de la ribonucléotide-réductase, qui
va donc agir en bloquant la synthése des désoxyribonucléotides. Elle entrave donc la
replication de la synthese d’ADN et affecte en priorité les cellules a divisions rapides, soit les
cellules cancéreuses. Cette molécule agit donc comme un agent cytotoxique
myélosuppresseur. Les patients traités par I’hydroxyurée montrent une amélioration de leur
médiane de survie, qui est de 20 mois contre 9 mois seulement pour les patients traités par

de I'étoposide (Wattel et al., 1996).

Les agents déméthylants comme [I'Azacitidine ou la Décitabine sont efficaces dans le
traitement des syndromes myélodysplasiques. L’'Azacitidine est aussi utilisée dans le
traitement de la LMMC. Les patients traités par de I’Azacitine ont une médiane de survie
nettement améliorée (13 mois contre 9 mois pour le groupe controle). Par ailleurs, cette
survie semble d’autant plus augmentée dans le groupe de patient ayant une forme de LMMC
myélodysplasique comparé a ceux ayant une forme myéloproliferative.

D’autre part, plusieurs essais cliniques ont démontré I'efficacité de la Décitabine. En effet,
les patients souffrant de LMMC traités par de la Décitabine présentent eux aussi une
médiane de survie augmentée. Toutefois, malgré ces résultats prometteurs, I’Agence

Européenne du médicament a restreint son utilisation au traitement de novo des LAM.
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D’autres agents ont été testés seuls, ou en combinaison avec ces agents déméthylants. Ces
molécules comprennent des inhibiteurs des histones déacétylases (Panobinostat, Vorinostat)
ou des inhibiteurs de farnesyl transférases, ciblant I'activation de RAS (Tipifarnib, Lornafanib).
Actuellement, le GSK212, un inhibiteur de MEK, est testé dans un essai clinique de phase Il
chez les patients atteints de LMMC et présentant une mutation de RAS. De plus, certains
patients présentent une hypersensibilité au GM-CSF (dépendante de I'activation de STATS5),
c’est pourquoi dans le cadre de la thérapie, des anticorps ciblant le GM-CSF sont en train

d’étre développés.
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Résumeé de l'article 1

Autophagy is required for CSF-1-induced macrophagic differentiation

and acquisition of phagocytic functions.

Arnaud JACQUEL, Sandrine OBBA, Laurent BOYER, Maéva DUFIES, Guillaume ROBERT, Pierre

GOUNON, Emmanuel LEMICHEZ, Frederic LUCIANO, Eric SOLARY, and Patrick AUBERGER.

Article publié dans le journal BLOOD, 2012

Depuis plusieurs années, l'autophagie est décrite comme un acteur majeur de divers
processus de différenciation cellulaire. Suite a ces observations, nous avons également
souhaité nous intéresser a la différenciation macrophagique physiologique des monocytes
humains et vérifier la présence ou non d’autophagie au cours de ce processus de
différenciation.

Le processus de différenciation macrophagique peut étre reproduit ex vivo a partir de
monocytes primaires isolés du sang périphérique de sujets sains (collaboration EFS Alpes-
Méditerranée) par tri magnétique et exposés au CSF-1. Une analyse en microscopie
électronique de monocytes mis en différenciation a permis ainsi de mettre en évidence la
formation de vésicules a double membranes qui sont caractéristiques de I'induction d’un
processus d’autophagie. L'utilisation de la microscopie électronique montre par ailleurs la
présence d’autophagosomes entourant notamment des mitochondries 2 jours aprés I'ajout
de M-CSF (mitophagie). D’autres marqueurs caractéristiques de I'induction d’un processus
d’autophagie ont pu étre également visualisés au cours de la différenciation macrophagique
des monocytes et notamment la conversion de la protéine Atg8 cytosolique (LC3-1) en une
forme membranaire (LC3-1l) mais également [I'activation des cathepsines, protéases
lysosomales exécutrices de I'autophagie.

La nécessité de la mise en place du processus d’autophagie au cours de la différenciation

macrophagique des monocytes a pu étre confirmée grace a I'utilisation de siRNA dirigés

88



contre des protéines impliquées dans les étapes précoces de I'autophagie (Beclin, ATG7 et
ATGS5) ainsi que par l'utilisation d’'un modele murin déficient pour I'autophagie dans le
compartiment hématopoiétique (vav-Ath/'). Enfin, nous avons également démontré que
I'initiation de I'autophagie apres stimulation du récepteur au M-CSF nécessitait I'activation

de la sérine/thréonine kinase ULK1.
L'ensemble de ses résultats montre donc la nécessité de I'activation du processus

autophagique dépendant de ULK1, pour I'obtention d’une différenciation macrophagique

compléte et fonctionnelle.
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Résumeé de l'article 2

The PRKAA1/AMPKal pathway triggers autophagy during CSF1-
induced human monocyte differentiation and is a potential target in

CMML.

Article accepté dans le journal Autophagy, 2015

Sandrine OBBA, Zoheir HIZIR, Laurent BOYER, Dorothée SELIMOGLU-BUET, Anja PFEIFER,

Gregory MICHEL, Amine HAMOUDA, Diogo GONCALVES, Michaél CEREZO, Sandrine
MARCHETTI, Stéphane ROCCHI, Nathalie DROIN, Thomas CLUZEAU, Guillaume ROBERT,
Frederic LUCIANO, Bernard ROBAYE, Marc FORETZ, Benoit VIOLLET, Laurence LEGROS, Eric
SOLARY, Arnaud JACQUELT, Patrick AUBERGERT.

t: Contribution équivalente a ce travail

Aprés avoir mis en évidence la nécessité de I'autophagie au cours de la différenciation
macrophagique, nous nous sommes intéressés aux voies de signalisation pouvant réguler et
induire ce processus. Afin de disposer de tous les éléments nous avons inclus a cette étude
la signalisation en aval du récepteur purinergique P2RY6. En effet, il avait été déja décrit que
ce récepteur était la cible des a-défensines (HNPs), peptides antibactériens sécrétés en
exces par des granulocytes immatures présentant dans le sang périphérique des patients
souffrant de la Leucémie MyéloMonocytaire Chronique. Dans ce contexte, les HNPs vont
antagoniser le P2RY6 ce qui a pour conséquences un blocage de la différenciation

macrophagique.

Dans un premier temps, nous avons observé que la stimulation des monocytes par le CSF-1
engendre a la fois la néo-synthéese et 'activation de I’AMPK et ceci dés les premieres heures
de stimulation par le CSF-1. Nous démontrons que cette activation de I'’AMPK est
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dépendante de la CaMKKp. En effet, son inhibition bloque l'induction de I'AMPK et de
I’'autophagie via l'inhibition de ULK1, démontrant ainsi I'importance de I'axe CaMKKB-AMPK
dans l'induction de I'autophagie ULK1-dépendante.

Dans un second temps, afin de caractériser les voies en amont de la CaMKKB nous avons
voulu étudier les phospholipases responsables de I'activation de la CaMKK}.

Grace a l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques et par des approches de siRNA nous
avons démontré la nécessité de P2RY6 et de sa PLC associée, la PLCB3. En effet, la
stimulation du P2RY6 active la PLCB3 qui est responsable de I'activation de I'axe CaMKKf-
AMPK et par conséquent, de l'induction de I'autophagie nécessaire a la différenciation
macrophagique.

Enfin, afin de vérifier si 'axe P2RY6-AMPK est altéré dans le contexte pathologique, nous
avons étudié la différenciation macrophagique des monocytes issus de patients souffrants
de LMMC. Nos résultats démontrent que I'expression de 'AMPK est bien altérée et par
conséquent que la différenciation macrophagique est abolie. Dans ce contexte, |'ajout
d’agonistes du P2RY6 est capable d’une part de réinduire I'expression de 'AMPK et d’autre

part de restaurer la différenciation macrophagique.

A l'issue de cette étude, nous avons démontré que le P2RY6 via la stimulation du CSF-1R
active I'axe PLCB3-CaMKKB-AMPK-ULK1 conduisant a I'induction de I'autophagie nécessaire
a la différenciation macrophagique. De plus, dans le contexte pathologique de la LMMC ol
les patients présentent de faibles concentrations de granulocytes immatures, la réactivation
du P2RY6 conduit a la restauration de la différenciation macrophagique, désignant ainsi

P2RY6 comme potentielle cible thérapeutique.
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Proper macrophagic differentiation requires both autophagy and

caspase activation.
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